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Resumen

Los nitroalquenos derivados de la nitracion de acidos grasos insaturados de cadena larga (NO,-
FA) son mediadores lipidicos que se producen enddgenamente en contextos inflamatorios con
capacidad para activar respuestas anti-oxidantes y anti-inflamatorias. Han sido postulados como
agonistas parciales del receptor nuclear Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma
(PPARY), que se expresa principalmente en adipocitos pero también en células mieloides. En esta
tesis, exploramos los eventos moleculares asociados a la activacion de PPARy por los NO»-FA en
monocitos y macréfagos. En estadios tempranos de la diferenciacion de monocitos a macréfagos
humanos los NO,-FA indujeron la expresion de dos genes reporteros de PPARYy, la proteina de
unioén a acidos grasos FABP4 y el receptor barrendero CD36. Estas respuestas dependieron de
PPARy ya que fueron inhibidas por el antagonista irreversible de este receptor, GW9662. Por otra
parte, una vez que las células se diferenciaron a macréfagos, los efectos de los NO,-FA sobre la
activacion de PPARy fueron menores, sugiriendo que la competencia con ligandos enddgenos
podria ser determinante en el macréfago. Debido al aumento de la expresion de FABP4 inducido
por NO,-FA, y a la funcién de esta familia de proteinas en el transporte de lipidos en la célula, se
estudid si la FABP4 puede unir los NO,-FA /n vitro. Demostramos que esta union es posible y que
otros miembros de la familia, incluyendo FABP1 y FABP2, también comparten esta propiedad. A su
vez, resultados en monocitos indicaron que el bloqueo de la capacidad de unién de la FABP4
disminuyd la activacion de varias vias de sefializacion utilizadas por los NO,-FA, incluyendo PPARYy,
Keap1/Nrf2 y HSPs/HSF1, indicando que la FABP4 cumple un papel en la actividad sefalizadora de
estos nitroalquenos.

En segundo lugar, nos interesd profundizar en los efectos moduladores de los NO,-FA sobre la
respuesta de los monocitos enfrentados a estimulos de tipo clasico como el LPS y alternativo como
la IL4, explorando el rol de la FABP4 en estas respuestas mediante el uso de inhibidores especificos.
Para este fin trabajamos en un modelo de macréfagos derivados de progenitores de médula 6sea
de ratén, dénde las respuestas a estos estimulos estdn ampliamente descriptas. Comprobamos que
el condicionamiento de estos progenitores con NO,-FA durante su diferenciacion a macréfagos
modifico el fenotipo de las células, disminuyendo la expresion de MHCII y CD86, y aumentando la
expresion de CD36 y de FABP4, ésta ultima mediante la activacion de PPARYy. Al enfrentar las células
condicionadas al LPS, se observé que el tratamiento con los NO,-FA, previno el aumento de la
expresion de genes inflamatorios como ser /6 'y Nos2, pero este efecto fue independiente de la
actividad de la FABP4. Por otro lado, el condicionamiento con NO,-FA potencio la respuesta de las
células a la IL4, aumentando la expresion de Arg7, un marcador de diferenciacién alternativa de
macrofagos. En este caso el bloqueo de la FABP4 afecté de manera significativa la potenciacion de
la Arg7 mediada por los NO,-FA, indicando que la FABP4 y posiblemente PPARy estan involucrados
en este efecto. Finalmente, comenzamos a evaluar diferentes modelos /n vivo para investigar si esta
accion potenciadora de los NO,-FA sobre el fenotipo alternativo de los macréfagos tiene un
correlato /n vivo. Si bien no fue posible concluir acerca de esta interrogante, el trabajo representa
un avance para enfrentar este desafio en el futuro.

En conjunto, los resultados muestran que en monocitos y macréfagos los NO,-FA son capaces
de activar PPARYy e inducir un aumento en los niveles de FABP4, la cual probablemente participa en
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la entrada y el transporte posterior de los NO;-FA en la célula. A través de estas acciones la FABP4
regula la activacion de varias vias de sefalizacion activadas por los NO,-FA, incluyendo a
Keap1/Nrf2, HSPs/HSF1 y NF-kB, asi como también a su propio regulador PPARYy. Por otra parte, los
NO,-FA se comportan como potenciales moduladores de los perfiles de diferenciacion del
macrofago, ejerciendo efectos anti-inflamatorios sobre la activaciéon de tipo clasica y potenciando
la activacién alternativa inducida por IL4. De esta manera, PPARy y la FABP4 constituyen un eje que
regula la sefalizacidon y, en consecuencia, los efectos moduladores de los NO,-FA en monocitos y
macréfagos.
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Capitulo 1

Introduccion



1.1 Los Nitroalquenos como mediadores lipidicos generados en
condiciones fisiologicas

Esta tesis estd centrada en el estudio de las propiedades biolégicas de derivados de la nitracién
de acidos grasos insaturados de cadena larga (NO,-FA), a los que llamaremos nitroalquenos. Estas
moléculas se forman enddégenamente en condiciones fisiologicas de inflamacién, como
consecuencia de la nitracién de lipidos estructurales por parte de especies activas derivadas del
nitrogeno (EAN). La abundancia de los acidos grasos (FA) precursores asi como la presencia de
insaturaciones en su estructura, los transforma en un blanco atractivo para la adicion homolitica al
doble enlace de EAN. Es asi que en condiciones inflamatorias el aumento de EAN combinado con la
disponibilidad de FA favorece la formacién de NO,-FAs (Figura 1.1). Concomitantemente, suceden
alteraciones en la actividad de las lipasas que inducen la liberacién de los FA desde los lipidos de
membrana. De esta manera los FA quedan accesibles para sufrir reacciones de nitraciéon o, en caso
de que la nitracién ya se hubiera efectuado, se liberan para ejercer su actividad sefializadora. Se
han descripto varios mecanismos de generacién de agentes nitrantes que generalmente confluyen
en la formacién del radical diéxido de nitrégeno (‘NO,) como especie nitrante. Entre ellas se
encuentra:

1) La oxidacién del 6xido nitrico (-NO), favorecida por su capacidad de difundir y acumularse en
compartimentos hidrofébicos como el espacio intermembrana mitocondrial o las bicapas
lipidicas, donde también se acumula el O, ! Esta co-existencia aumenta dramaticamente la
oxidacion del -NO, originando entre otras especies al -NO, 2

2) La formacion de peroxinitrito (ONOO’) como consecuencia de la reaccién de -NO con
superoxido (O,), la cual puede originar la especie protonada ONOOH o carbonatada
ONOOCO;, que en un contexto inflamatorio producen moléculas con capacidades nitrantes
como ser :-NO,, -OH o -:CO3” 3,

3) La oxidacion de nitrito (NO;) a -NO, mediada por enzimas como peroxidasas,
microperoxidasas, hemoproteinas y metales de transicién *°.

4) La protonacion de NO,', principal metabolito de -NO, que origina acido nitroso (HNO,) y su
posterior decaimiento en medio acuoso produciendo especies nitrantes y nitrosantes .

Las condiciones necesarias para la formacion de esta familia de nitroalquenos, tales como la
baja tension de oxigeno, la formacién de radicales y el pH acido, son caracteristicas de contextos
inflamatorios o de estrés metabdlico y pueden encontrarse en sitios como el espacio
intermembrana de la mitocondria, ambientes acidos como el tracto digestivo o el entorno de
macréfagos o neutrofilos activados ©. De todos modos, el primer registro de la presencia de estos
compuestos fue en un homogeneizado de lipidos proveniente de los musculos papilares bovinos
en condiciones normales, en el que se hallé al nitrohidroxiaraquidonico °. Posteriormente se
detectaron nitroalquenos provenientes de la mayoria de los acidos grasos y sus correspondientes

. o : , _ 1012
derivados nitrohidroxilados en plasma y orina de pacientes normales

, pero se cuantificaron
Unicamente el acido nitrolinoleico (NO,-LA) y el nitrooleico (NO,-OA) por disponer de estandares
sintetizados /n vitro solo para dichas especies. La concentracidon reportada por Baker y
colaboradores del NO,-LA no esterificado en plasma rondé los 79 nM y en la membrana de los
eritrocitos fue de 50 nM, mientras que el NO,-OA mostro valores de 619 y 59 nM respectivamente
1% Sin embargo, afios después, el mismo grupo de investigacion constatd que no era posible

detectar tales niveles de NO,-FA libres en muestras de plasma normal. En efecto, en contraposicién
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a lo descripto inicialmente, varios experimentos mostraron que una vez ingresados al torrente
sanguineo, los nitroalquenos reaccionan rapidamente formando aductos reversibles con tioles
presentes en proteinas ">'*. Ademas, los NO,-FA pueden ser rapidamente metabolizados por B-
oxidacion o saturacion del doble enlace, y por lo cual es muy probable que los datos obtenidos por

Baker hayan sido producto de artefactos en la metodologia de medicién ®.

R — — R
Mecanismo i u Sustitucién
radical / Acido grasoinsaturado \N°2+ electrofilica
O,N / NO; ‘NO, -
R i G
NO, R \/%R
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NO:  o,N .
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R — R N deH R mk
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::=N g ON OH
T T R — R
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Nitroalqueno Derivado nitrohidroxi

Figura 1.1: Mecanismos de formacidn de los nitroalquenos

El diéxido de nitrogeno puede mediar la oxidacion y nitracion de acidos grasos bajo condiciones aerdbicas
y anaerdbicas: el -NO; reacciona con acidos grasos insaturados mediante un mecanismo radical produciendo
un radical B-nitroalquilado que en condiciones de baja tension de oxigeno, se combina con otro molécula de
‘NO, para formar intermedios nitro/nitrito. Los nitroalquenos o los derivados nitrohidroxi pueden formarse a
través de la pérdida de HNO; o la hidrdlisis, respectivamente. Ademas la sustitucion electrofilica al doble
enlace, por el NO;" produce nitroalquenos. Imagen adaptada de Trostchansky y Rubbo 2008 ™.

De todos modos, surgieron reportes posteriores que detectaron la presencia del NO,-OA en

1
® valores 600

plasma de pacientes normales, en un rango de concentraciones cercano a 1 nM
veces menores que aquellos reportados inicialmente. Por otro lado, surgieron evidencias de la
generacion de NO,-FA en condiciones de inflamacion o estrés oxidativo. El NO,-LA fue detectado
en el plasma de pacientes hiperlipidémicos 4, y en extractos lipidicos de mitocondria provenientes
de corazones de rata sometidos a pre-condicionamiento isquémico. En este Ultimo estudio la
concentracién de NO,-LA, basada en un estandar interno, rondd los 619 fmol/mg de proteina
mitocondrial . Estudios similares detectaron al NO,-OA y al NO,-LA a una concentracion de 9.5
nM y 17.3 nM, respectivamente, en el miocardio de ratones sometidos a isquemia-reperfusion A
su vez, otros estudios que utilizaron el cultivo macroéfagos (J774.1) demostraron un aumento de la
nitracién del colesteril-linoleato (CLN) después de la activacion de las células por 24 horas con LPS
e Interferén-y '°. Mas recientemente se detectd y cuantificé por primera vez en pacientes normales,
el derivado nitrado del acido linoleico conjugado (NO,-CLA) a una concentracién de 0.72 nM en
plasma *° y posteriormente se lo cuantificé en orina, alcanzando una concentracién de 9.97 + 3.98
pmol/mg de creatinina ?'. Al igual que para los otros NO,-FA, se comprobé la formacién del NO,-
CLA bajo condiciones inflamatorias, que a su vez resulté darse de manera preferencial a la
formacién de derivados nitrados del OA o LA en ensayos /n vitro. Parece ser que el posicionamiento
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de los dobles enlaces en el C9y C11 del CLA, permiten la estabilizacién por resonancia del radical
producido luego de la adicién del -NO,, lo que favorece su nitracién frente a la del OA o LA %. Es
asi, que macréfagos RAW264.7 activados con LPS/IFN-y fueron capaces de generar
preferentemente NO,-CLA en presencia de CLA, OA y LA 22 Del mismo modo, mitocondrias de
higado de rata incubadas con NO, en condiciones de pH simulando la condicién de ischemia,
generaron NO,-CLA 23

Por otra parte, al evaluar la formacidon de los NO,-FA /n vivo, se comprobd que la inyeccién
intraperitoneal de un estimulo inflamatorio como el zymosan con la posterior administracion de
CLA en la cavidad, generdé niveles detectables de NO,-CLA (21 nM) en los lavados peritoneales 24,
Ademas, mediante la administracién orogastrica de CLA y NO,™ en ratas, se comprobé la nitracién
in vivo del CLA, que fue posteriormente detectado en varios tejidos como ser plasma, orina,
estémago, intestino, célon, higado y rifién **. Del mismo modo, ensayos en humanos mostraron
que el consumo de NO3;” y NO;™ en presencia o ausencia de CLA generd niveles detectables de
NO,-CLA en plasma y orina de pacientes normales 2. En conjunto, existe un cuerpo de evidencias
gue indicaria que los NO,-FA pueden formarse fisiol6gicamente en condiciones de homeostasis y
aumentar sus concentraciones durante procesos inflamatorios, siendo el CLA el blanco preferencial
de nitracién. Las concentraciones alcanzadas por los NO,-FA estdn mejor establecidas gracias a la
mejora en la sensibilidad de los métodos de cuantificacion y al cambio en la estrategia de
obtencion de las muestras, por ejemplo el uso de B-mercaptoetanol para detectar los NO,-FA
aductados a proteinas *°. De todos modos, es dificil asegurar que las concentraciones reportadas
reflejan la totalidad de los NO,-FA presentes en determinado tejido, ya que la esterificacién de los
mismos en lipidos complejos representa un desafio para la cuantificacion. Considerando estas
salvedades, se podria estimar que en condiciones normales, el plasma presenta una concentracién
del orden nM, con algunos reportes sugiriendo que alcanzan concentraciones bajas del orden pM.

1.2 Los NO,-FA como moléculas moduladoras de la inflamacion

En paralelo con su deteccion en sistemas biolégicos, se reportaron varios efectos relacionados
con el control de la inflamacién por los NO,-FA, en una variedad de tejidos y/o cultivos celulares,
que incentivaron continuar con el estudio de los mecanismos disparados por los NO,-FA en el
interior celular. Algunos de los efectos reportados se listan a continuacion:

1) modulacion de la expresion de adhesinas (por ej. VCAM-1) en células endoteliales y leucocitos,
lo que disminuye la extravasacién de leucocitos al tejido donde se desencadena el proceso
inflamatorio "',

2) cambios en los perfiles de citoquinas y quimioquinas (i.e. inhibicion de la secrecion de IL1, IL6,
TNFa y MCP1) que limitan la permeabilidad del endotelio y la quimiotaxis celular que dirige a
los leucocitos al sitio inflamatorio ">

3) inhibicidn de la produccién de especies reactivas del O y N, que participan en los mecanismos
efectores asociados a la fagocitosis de las células inflamatorias. Este efecto incluye la inhibicidn
de la degranulacion y la producciéon de superdxido en neutréfilos por un mecanismo
independiente de la formacion de ¢cGMP %, y la inhibicién en macréfagos murinos de la

sintesis de la Oxido nitrico sintasa inducible (NOS2) 9% y de la NADPH oxidasa 29
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4) la induccién de la expresion de proteinas que controlan procesos redox e inflamatorios como
ser la totalidad de las proteinas de fase II. Varios NO,-FA provocaron un aumento en la
expresion de la proteina de fase II, hemoxigenasa 1 %',

5) capacidad para contrarrestar la activacion de las plaquetas %/, estudiada evaluando la

capacidad para inhibir la agregacion plaquetaria inducida por trombina /n vitro.

Ademas de los efectos anti-inflamatorios descriptos anteriormente, algunos nitroalquenos han
mostrado otro tipo de propiedades bioldgicas que pueden ser relevantes en situaciones
inflamatorias, si bien no son directamente anti-inflamatorias. El NO,-LA, el acido nitro araquiddnico
(NO,-AA) y su derivado 6-metil nitroaraquidonato son capaces de inducir la relajacion de anillos de
aorta de rata precontraidos, mediante la activacién de la guanilatociclasa soluble (sGC) *"***; esta
activacién genera cGMP que actia como segundo mensajero, el cual termina activando protein

quinasas que inducen la relajacion de la pared vascular.

1.3 Propiedades quimicas de los NO,-FA

El analisis de los efectos reportados por varios NO,-FA, pone en evidencia que poseen
propiedades quimicas Unicas, las cuales explican varias de sus acciones sefalizadoras. La
distribucion relativa de los NO;-FA entre el medio hidrofébico y el medio acuoso se encuentra
intimamente relacionada con estos efectos. En primer lugar los NO,-FA se definieron como
electréfilos suaves, debido a que la presencia del grupo nitro le confiere electrofilicidad al carbono
B adyacente, favoreciendo reacciones de adicion de Michael con moléculas nucleofilicas (ver Figura
1.2). Esta reactividad en medio acuoso y pH fisiolégico promueve la reaccion con moléculas de
agua, que trae como consecuencia el establecimiento de un equilibrio entre la especie nitrada y el
derivado nitrohidroxilado '"****%,

Ademas del agua, los principales nucledfilos capaces de reaccionar con los NO,-FA en un medio
bioldgico, son los residuos de His y Cys en proteinas, conduciendo a la formacién de aductos NO,-

FA-proteina "%’

. La modificacion post traduccional de proteinas por especies oxidantes siempre se
consideré como un marcador de toxicidad *%. Sin embargo puede interpretarse como un
mecanismo que a través de la modificacion de factores de transcripcion, canales idnicos o proteinas
celulares transduce una sefal. De hecho, la adicion de nitroalquenos a proteinas es un fendmeno
reversible, y por lo tanto cobra relevancia biolégica como mecanismo de sefalizacion ™.

Otra propiedad de los NO,-FA es su decaimiento en medio acuoso, por el cual liberan pequefias
cantidades de ‘NO. Los primeros reportes indicaban una produccién realmente baja de -NO a la
que se le asociaron actividades sefializadoras a través de mecanismos dependientes de cGMP **°¢.
Actualmente resultados obtenidos en modelos /n vivo ponen en duda la relevancia fisioldgica de
estas pequefas cantidades de -NO *°. De todos modos los NO,-FA son capaces de inducir la eNOS
y al mismo tiempo fomentar la activacién de mecanismos antioxidantes que protejan al -NO de su
inactivacion oxidativa, permitiendo que se generen especies derivadas del -NO con actividades
sefializadoras *****!,

Finalmente, otra de las propiedades quimicas de los NO,-FA es la esterificacion en lipidos
complejos como los que forman parte de las bicapas lipidicas donde logran estabilizarse. También

35,37

se los encontrd en el interior de lipoproteinas o gotas lipidicas . En estos entornos hidrofébicos,

los NO-FA no sufren el decaimiento en medio acuoso y por otro lado estadn protegidos de la
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reaccion con tioles. De este modo solo por la accién de enzimas como lipasas o esterasas son
movilizados para poder ejercer sus efectos.
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Figura 1.2: Esquema de la reaccién de adicién de Michael
Reaccion de adicion de Michael de los NO-FA a tioles (a) o a grupos amino (b). Imagen adaptada de
Batthyany y colaboradores 2006 '*

1.4 Acciones senalizadoras de los nitroalquenos

Existe un cuerpo importante de evidencias que indican que los NO,-FA modulan funciones
celulares asociadas a las respuestas metabdlicas e inflamatorias. A nivel molecular, estas actividades
estan relacionadas con las propiedades quimicas mencionadas en el punto anterior y se explican
principalmente por 1) la capacidad de los NO,-FAs de aductarse a factores de transcripcién y 2) la
condicién de ser ligandos activadores del receptor PPARy.

Por un lado, la nitroalquilacion proteica puede alterar la estructura, la distribucion celular y/o la
funcion de la proteina blanco . Muchas de las funciones anti-inflamatorias de los NO,-FA se han
correlacionado con la nitroalquilacion de varios factores de transcripcion centrales a la regulacién

de la inflamacion y a la respuesta de estrés como ser NF-kB, Keap1 y HSF1 13193042

. Por otra parte,
la capacidad de los NO,-FA de unirse y activar a varios miembros de la familia de receptores
nucleares conocida como PPAR (del inglés, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), les
confiere el potencial para modular el metabolismo lipidico y de la glucosa, asi como también

. . 43-4
regular la respuesta inflamatoria “*™*.

1.4.1 Inhibicion de NF-kB

NF-kB es un factor de transcripcion de la familia de proteinas Rel, que puede actuar como un
hetero u homodimero de cinco subunidades (p50, p52, p65, p100 y p105). El dimero formado por
p50 y p65 es la forma mayoritaria y presenta actividades relacionadas con la inflamacion, ya que
activa la expresion de citoquinas y mediadores pro-inflamatorios (como ser IL1, IL6, IL8, TNFa,
MCP1 y NOS2), moléculas de adhesién (ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina) e inhibidores de la
apoptosis “°. En condiciones normales NF-kB se encuentra en el citoplasma asociado a su inhibidor
la proteina IkB, que se une ocultando la sefial de localizacion nuclear en NF-kB y permite la
retencién del mismo en el citoplasma. En respuesta a diferentes estimulos inflamatorios IkB es
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fosforilada por la IkB quinasa (IKK), lo cual la marca para su ubiquitinacion y posterior degradacién
por el proteosoma, permitiendo la translocacion al ndcleo de NF-kB y posterior activacion de los
genes mencionados anteriormente *’ (ver Figura 1.3). El hecho de que NF-kB se encuentre pre-
formado pero inactivo en el citoplasma representa una ventaja, ya que permite que las células
puedan responder rapidamente a patdgenos o estimulos inflamatorios.

Asi, la interferencia de los NO,-FA en la activacion de NF-kB constituye un mecanismo anti-
inflamatorio. Se ha comprobado en experimentos /n vitroy en cultivos celulares que varios NO,-FA
son capaces de inhibir la secrecién de citoquinas y quimioquinas (MCP1, IL1, IL6 y TNFa) por
monocitos y macrofagos activados, y la induccion de la NOS2 por macréfagos activados con LPS
131948 Ambas acciones serian mediadas por mecanismos que involucrarian la inhibicion de la
activacion de NF-kB . Existen evidencias de la formacién de aductos NO,-FA-NF-kB, y se ha
propuesto que modificaciones post-traduccionales derivadas de la nitroalquilacion de residuos
claves en las subunidades p65 y en menor medida p50, comprometen la activacion del factor. Mas
especificamente se ha propuesto la nitroalquilacién de Cys involucradas en la unién al ADN de
estas subunidades, que son criticas para la actividad de las mismas '*. Otro mecanismo de
inhibicion de NF-kB seria la disrupcién de los eventos corriente arriba de su propia activacion. En
particular se comprobo que el NO,-OA evita la localizacién de TLR4 en balsas lipidicas interfiriendo
con el posterior reclutamiento de TRAF6 e IKK, ambas necesarias para el inicio de la cascada de
fosforilacion inducida por LPS que desencadena la activacion de NF-kB. La disrupcién de estas
estructuras evita la fosforilacion de IKK y de IkB, lo que trae como resultado el secuestro de NF-kB
en el citoplasma y la supresion de la respuesta inflamatoria “®,

LPS
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o &= e i e
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IL1, IL6, IL8,
NOS2, TNFa,
MCP1, ICAM1,
VCAM1

Figura 1.3: Esquema de la activaciéon de NF-kB por ligandos de TLR

El reconocimiento de patrones asociados a patdégenos como el LPS por los receptores de tipo Toll (TLR),
desencadena una cascada de sefalizacién que culmina con la activacion de NF-kB. Este factor se encuentra
secuestrado por su inhibidor en el citoplasma (IkB), que frente a ciertos estimulos es fosforilado por la IkB
quinasa (IKK), la cual induce su degradacién por el proteosoma, permitiendo la liberacién y translocacién de
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Nf-kB al nucleo, y el inicio de la transcripcion de genes inflamatorios. Imagen adaptada de Taniguchi y
colaboradores 2018 *°.

1.4.2 Activacion de Nrf2

El factor de transcripcion Nrf2 (del inglés Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) reconoce
en el ADN un elemento de respuesta a antioxidantes (ARE), que es un potenciador en c¢/s de la
expresion de una bateria de genes antioxidantes, anti-inflamatorios y codificantes para proteinas
de fase II con funciones citoprotectoras detoxificantes, como ser hemoxigenasa 1 (HMOX1),
ferritina y glutation peroxidasa, entre otras. Ademas, regula la expresion de enzimas metabdlicas y
de componentes de la via de degradacién por el proteosoma, proporcionando una proteccion

contra el estrés oxidativo (revisado por 50,51

). La actividad de Nrf2 estd controlada por la proteina
Keap1 (del inglés Kelch-like ECH-associating protein 1), si bien se desconoce con exactitud el
mecanismo subyacente, la hipotesis mas aceptada implica que Keap1 actia como un adaptador
entre el complejo ubiquitin ligasa E3 y Nrf2, de modo que en condiciones normales se une a Nrf2 y
promueve su continua ubiquitinacién y posterior degradacion por el proteosoma 26S, manteniendo
un nivel basal bajo de Nrf2. De esta manera Keap1 reprime la expresion de los genes controlados
por Nrf2 *2. En cambio, la sefalizacion a través de moléculas oxidantes o electrofilas, modifican
residuos claves de Cys en Keap1 que inducen un cambio conformacional alterando la actividad
ubiquitin ligasa y la unién con Nrf2. De este modo, Nrf2 se disocia de Keap1, se transloca al nlcleo
e inicia la expresién de genes capaces de controlar el estrés oxidativo y prevenir posibles dafos

celulares >3 (Figura 1.4).

Degradacion de Nrf2 Activacion de Nrf2 por
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Figura 1.4: Esquema representativo de la via Keap1/Nrf2

En ausencia de sefales derivadas de estrés oxidativo, Keap1 actia como adaptador de la ubiquitin ligasa
E3 promoviendo la degradacién de Nrf2. En presencia de sefales activadoras como la modificacién de
residuos claves de Cys en Keap1, se produce un cambio conformacional que altera la unién con la ubiquitin
ligasa, permitiendo asi la liberacion de Nrf2 y translocacién al ndcelo. Nrf2 promovera la transcricpién de
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genes que respondan a elementos de respuesta a anti-oxidantes (ARE). Imagen adaptada de Sporn y
colaboradores 2012 **.

Como se menciond anteriormente uno de los genes activados por Nrf2 es la HMOX7, la cual
participa en respuestas protectivas frente a enfermedades inflamatorias como aterosclerosis, fallas
renales agudas, restenosis vascular, rechazo a trasplantes y sepsia (revisado por *°). La HMOX1
degrada al grupo hemo en biliverdina, CO y Fe. Si bien todos estos productos colaboran en las
respuestas protectivas frente a la oxidacion, el CO seria el mediador generado de mayor potencial
anti-inflamatorio. Otra proteina inducida por Nrf2 es la glutamato cistein ligasa, en sus dos
isoformas GCLC y GCLM. Estas enzimas catalizan el paso limitante de la sintesis de glutatién (GSH),
que es uno de los antioxidantes mas importantes en la proteccién contra especies reactivas
presentes en el interior celular >°.

Nrf2 esta altamente expresado en monocitos y neutréfilos, sugiriendo un papel importante en la
resolucién de la inflamacién mediada por estas células. En este sentido, se observo que animales

5

deficientes en Nrf2 son hipersensibles al choque séptico >’ y manifiestan una inflamacion

%859 Contrariamente, la activacion de Nrf2 se

persistente durante los procesos de cicatrizacion
correlaciona con una disminucion en la producciéon de citoquinas inflamatorias . Estos efectos
pueden explicarse por varios mecanismos. En primer lugar, los procesos inflamatorios estan
asociados a un aumento en las especies reactivas del oxigeno (ROS), que a su vez generan un
circulo vicioso de dafo celular con generacion de mas ROS. La activacién de Nrf2 induce la
expresion de componentes claves en el control del dafio oxidativo como NADPH, GSH y varias
redoxinas, que logran cortar con el circulo de dafio oxidativo ®'. Mas aun, existen evidencias que
plantean un control mutuo entre NF-kB y Nrf2. Por ejemplo, animales deficientes en Nrf2 tienen
una activacion exacerbada de NF-kB en respuesta al LPS, lo que sugiere cierta inhibicién de la
respuesta inflamatoria por parte de Nrf2. Este evento se ha relacionado con un aumento en la
fosforilacién de IkB en ausencia de Nrf2 lo que desencadena una mayor activacién de NF-kB >’
También puede explicarse porque el LPS desencadena una activacion temprana de NF-kB y
posteriormente activa a Nrf2 que auspicia como regulador del primero, de modo que este control
estaria ausente en animales deficientes de Nrf2 °'. Finalmente hay evidencias que apoyan una
supresion de NF-kB mediada por Nrf2, a través de la competencia entre Nrf2 y p65 por un co-
activador transcripcional llamado p300, necesario para la actividad transcripcional de ambas vias ®.
De manera equivalente, se postuld la inhibicion de NF-kB a través de la degradacion de la
subunidad B de IKK por Keap1 ****.

En cuanto a la activacion de Nrf2 por los NO,-FA, resultados en células musculares de la pared
vascular y en células endoteliales mostraron que el tratamiento con NO,-LA fue capaz de interferir
con la inhibicién mediada por Keap1 permitiendo la translocacion al nicleo de Nrf2 *', y la

activacion de la expresion HMOXT respectivamente *°

. Por su parte, resultados en astrocitos
mostraron que el NO,-AA y el NO,-OA lograron inducir la translocacién al nucleo de Nrf2 y
aumentar la expresion de varios reporteros de la via como ser la HMOX7y GCLM, entre otros .
Por otro lado, la activacién de HMOX1 también se observé en macrofagos J774.1 tratados con CLN,
que paralelamente mostraron una disminucion de la sintesis de NOS2, probablemente como
consecuencia de una disminucién en la activacién o translocacién de NF-kB mediada por el CO ™.
Si bien se sabe que existe una interaccion de los NO,-FA con Keapl y se propone que el
mecanismo subyacente implica la nitroalquilaciéon de dicho factor, todavia no hay resultados
directos que comprueben esta teoria. De todos modos se puede postular que la generacién

endogena de NO,-FA en un contexto inflamatorio podria liberar a Nrf2 de Keap1 permitiendo la
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activacion de genes que protegeran los tejidos del dafio oxidativo. Ademas, la liberacién de Nrf2
podria modular el potencial inflamatorio de los macréfagos a través de la inhibicion de la respuesta
de NF-kB.

1.4.3 Activacion de HSF1

La respuesta al choque térmico (HSR, por sus siglas en inglés Heat Shock Response), involucra
un conjunto de respuestas que se dan como consecuencia del estrés oxidativo y fisioldgico,
relacionado con cambios en la temperatura, pH y concentracién del calcio intracelular. Esta
respuesta es mediada por la familia de factores de choque térmico (HSF) que se compone de seis
factores de transcripcion dentro de los cuales HSF1 es el mas relevante (revisado por 2018 ). En
condiciones basales, HSF1 se encuentra en el citoplasma unido a su complejo inhibidor formado
por las proteinas chaperonas HSP40, 70 y 90 °"%®. A pesar de que no se conoce con exactitud el
mecanismo de activacién de HSF1, se cree que esté relacionado con modificaciones en el complejo
inhibidor. Tanto HSP70 como HSP90 presentan Cys nucleofilicas posibles de ser modificadas por
adicion de electréfilos o lipidos nitrados, lo que provoca la liberacion de HSF1 permitiendo la

translocacién al ntcleo de los mondémeros 7

, que una vez dentro se asocian formando un trimero
activo, el cual se une a regiones conservadas en el genoma denominadas elementos de choque
térmico (HSE), activando la transcripcion de genes blanco (ver Figura 1.5). La HSR controla la
expresion de cientos de genes, entre los cuales se encuentran proteinas chaperonas, enzimas
proteoliticas, enzimas modificadoras del ARN y ADN, enzimas metabolicas, fosfatasas y quinasas.

Experimentos realizados en el andlogo de HSP70 en levadura, dejaron en evidencia la
importancia de los residuos de Cys, ya que al mutarlos se perdio la activacién de HSF1 mediada por
electrofilos ”'. Desde un punto de vista simplista el mecanismo de activacion-inactivacién de HSF1
dependeria de la actividad de las chaperonas, ya que bajo condiciones de estrés, HSF1 se libera de
ellas para poder oligomerizar y activar a los genes blanco, dentro de los cuales se encuentran las
HSP. Como resultado, aumentan los niveles de HSP libres que finalmente promueven la inactivacion
de HSF1 " (Figura 1.5).

Ademas de las funciones clasicas de esta familia de chaperonas, se les han asignado otras
propiedades interesantes. Por ejemplo pueden ejercer efectos anti-inflamatorios relacionados a la
inhibicion de NF-kB, en donde HSP70 a través de evitar la ubiquitinacién de TRAF6, previene la
degradacion de IkB aboliendo la translocacion de NF-kB al ndcleo ”.

La primera evidencia de que los NO,-FA activan al HSF1, provino de experimentos en células
endoteliales donde se evalud la expresién génica luego del tratamiento con NO,-OA mediante
microarrays. La via HSR resultd ser la mas inducida, y en particular varios genes controlados por
HSF1 aumentaron su expresion significativamente *2. El mecanismo de accion de los NO,-FAs aln
no es claro, pero podria explicarse por la nitroalquilacion del complejo inhibidor que modifica el
plegamiento de las chaperonas o aumenta su hidrofobicidad, favoreciendo la liberacién de HSF1 y
la activacién de la HSR.
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Figura 1.5: Esquema de la via de HSF1
En condiciones basales HSF1 se encuentra en el citoplasma unido a su complejo inhibidor formado por las
proteinas chaperonas HSP40, 70 y 90. Como consecuencia de sefiales de estrés, el complejo inhibidor sufre
modificaciones que liberan a HSF1. Los monémeros de HSF1 se translocan al nlcleo y forman un trimero
activo que inicia la transcripcion de los genes blanco, entre ellos los componentes del complejo inhibidor,
promoviendo asi el apagado de la via. Imagen adaptada de Gomez-Pastor y colaboradores 2018

1.4.4 Activacion de PPARy

PPAR es una familia de receptores nucleares (RN) activados por ligando, que actian censando
lipidos y coordinando la expresién de proteinas encargadas de la regulacion del metabolismo
lipidico, la inflamacion, el crecimiento y la diferenciacién celular (revisado por ™. Existen tres tipos
de receptores PPAR, a, B y vy, codificados por tres genes diferentes, que resultan en proteinas con
una alta homologia de secuencia y estructura. De hecho en mamiferos incluyendo rata, raton y
humano hay méas de un 80 % de similitud en la secuencia aminoacidica. De todos modos, los
miembros de la familia presentan diferencias en la distribucion tisular, en los ligandos que unen y
en las funciones bioldgicas que controlan.

Los PPARs son proteinas modulares compuestas por 5 regiones nombradas de la A a la F en
direcciéon N- a C- terminal (ver Figura 1.6). En el extremo N- terminal se encuentra el dominio A/B
que contiene la region llamada funcion de activacién 1 (AF1), que es responsable de la activacion
constitutiva independiente de ligando del RN. Continta el dominio C, el mas conservado entre los
RN, que contiene al dominio de union al ADN (DBD). El DBD reconoce motivos conservados en los
promotores de los genes regulados por PPAR, formados por seis nucleétidos que reciben el
nombre de elemento de respuesta a PPAR (PPRE). A continuacién se encuentra una region bisagra
denominada D que une el DBD con el dominio E/F. Este ultimo incluye el dominio de unién a
ligando (LBD), que contiene el bolsillo donde se acomoda el ligando, la region de transactivacion
dependiente de ligando (AF2) y una regién involucrada en la dimerizacion del receptor . El LBD
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estd menos conservado entre los diferentes tipos de PPAR que el resto de la estructura, lo que
responde a diferencias en los ligandos que reconocen y por lo tanto a diferencias a nivel de las
funciones fisioldgicas de cada PPAR.

A/B c D E/F
o S v I oo i e - |-

b)

a)

Figura 1.6: Esquema de los dominios de PPAR

(a) Desde el extremo Nt al Ct se disponen los distintos dominios de PPAR. Los dominios A/B contienen a la
region funcion de activacion 1 (AF1), a continuacion el dominio C contiene el sitio de unién al ADN (DBD)
flanqueado por dos motivos tipo dedos de Zinc. Luego se encuentra el dominio D que contiene la regidon
bisagra. Finalmente el dominio E/F donde se ubica el dominio de unién al ligando (LBD) y la regién funcion de
activacion 2 (AF2). (b) Estructura tridimensional del LBD de PPARy tomado del PDB 3e00, las regiones se
representan siguiendo el mismo cédigo de colores que en (a). Imagen adaptada de Lamas Bervejillo y Ferreira
2019 .

La activacién de PPAR es un mecanismo complejo en el que deben intervenir muchas moléculas.
En primer lugar, para ser transcripcionalmente activo, PPAR debe formar un hetero dimero con el
receptor retinoide X (RXR) ”’. Este evento es necesario pero no suficiente, porque ademas se precisa
de la unién del ligando al LBD, que induce cambios conformacionales en el RN, pudiendo favorecer
o impedir la estabilizacion de su conformacion activa. En el caso de la union de un ligando
activador, los cambios inducidos liberan moléculas co-represoras y al mismo tiempo reclutan

/ . . . . . . .. 7879
moléculas co-activadoras que interaccionan con la maquinaria de transcripcion ™

, permitiendo su
estabilizacion en el PPRE y posterior inicio de la transcripcién del gen blanco (Figura 1.7).

La estructura cristalografica del LBD de PPARYy reveld que se encuentra formado por 3 a 4
laminas B y un conjunto de a hélices, numeradas desde H1 a H12 a las que se le suma la H2" %, El
dominio se pliega de manera tal de originar una cavidad en forma de Y, que presenta en la entrada
un bucle flexible compuesto por la H2y H3, lo que permite acomodar ligandos de gran tamafo sin
perturbar el resto de la estructura. Tras la unién de un ligando activador se inducen cambios en la
posicién de la H12, que se cierra para favorecer la interaccion del ligando con el RN. El cambio de
posicion expone la region AF2 contenida en la H12, la cual es clave en la interaccién con los co-
activadores ®. A su vez la H3 de la entrada al LBD se dobla favoreciendo la estabilizacion de H12 en
su nueva posicidn. Finalmente, el ligando establece enlaces de hidrégeno con residuos claves en la
cavidad, que terminan de estabilizar la conformacion activa del RN. Se cree que varios antagonistas
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de PPARy como el GW9662 (antagonsita irreversible), actian a través de imposibilitar el
movimiento de la H12 evitando asi la interaccién con los co-activadores.

Co-activadores Co-represores

...
00 \ o®

(o]
<o
Agonistas de PPAR O «—— Ligandos de RXR

Expresion génica

_f—’

AGGTCAXAGGTCA
TCCAGTXTCCAGT

Figura 1.7: Activaciéon de PPARy por agonistas

PPARy forma un heterodimero con el RXR, y posteriormente la unién de ligandos activadores (agonistas)
induce cambios conformacionales que permiten la liberacion de co-represores y el reclutamiento de co-
activadores que interaccionan con el LBD en la regién AF2. El heterodimero entonces se posiciona sobre el
PPRE en el promotor del gen blanco para iniciar la transcripcion. Imagen adaptada de Lamas Bervejillo y
Ferreira 2019 "°.

PPAR es capaz de regular el desarrollo, la diferenciacion y la bioenergética celular a través de
modular el metabolismo lipidico, el metabolismo de la glucosa asi como también la respuesta
inflamatoria. Su accion pleiotropica, se debe en gran parte a la capacidad de unir una variedad de
ligandos, de interaccionar con multiples co-activadores y co-represores en distintos tejidos, y a su
amplia distribucién en el organismo. Se han descripto varios ligandos endégenos de PPAR, entre
los que se encuentran los acidos grasos de cadena larga (saturados, mono insaturados o poli
insaturados), algunos NO,-FA y eicosanoides derivados del metabolismo del acido araquidénico

43818 En particular para el LBD de PPARy se han diferenciado dos clases de ligandos, totales y

parciales #%

. Este concepto esta relacionado con la eficacia de activacion del RN, que implica la
capacidad de un ligando de estabilizar una conformacién que induce el reclutamiento de co-
activadores de manera de alcanzar la maxima actividad transcripcional. En cambio, los ligandos
parciales estabilizan una conformacion que recluta un menor nimero de co-activadores y por lo
tanto induce una menor actividad transcripcional. Es asi que existen moléculas sintéticas como la
familia de las Tiazolidineonas, dentro de las que se encuentra la Rosiglitazona (Rosi), que fueron
clasificadas como ligandos totales de PPARy. Estos compuestos se usaban como drogas anti-
diabéticas, pero debido a sus efectos secundarios como aumento del peso corporal y efectos
hepatotoxicos, fueron retiradas del mercado ®*®°. La comparacion de las estructuras cristalograficas
generadas con ligandos totales y parciales, muestra que la hélice H12 adopta posiciones diferentes
entre ambos tipos de ligandos, limitando la capacidad de activacion transcripcional del RN (ver
Figura 1.8). A pesar de los distintos reportes que indican la existencia de ligandos endogenos de
PPAR, sigue siendo controversial su capacidad de inducir la activacion del receptor en condiciones
fisiolégicas. Ya que la concentracion de los ligandos en el organismo se encuentra en el orden nM,
mientras que las afinidades de unién a PPAR rondan el orden uM, por lo que la comprobacién de la
activacion de PPAR por ligandos endogenos sigue siendo materia de estudio.
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Figura 1.8: Movimiento de la H12 de PPARYy en presencia de agonistas y antagonistas

Superposicion del LBD de PPARy unido a Rosi (estructura en rosa, ligando en blanco, PDB 4xid) o a
GW9662 (estructura en azul/turquesa, ligando en amarillo, PBD 3b0r). Noétese que los ligandos estabilizan a la
H12 en posiciones opuestas, generando diferentes superficies de interaccidon con co-activadores y co-
represores. Imagen adaptada de Lamas Bervejillo y Ferreira 2019 °.

Cabe destacar que la unidn a los PPRE y posterior activacién de la transcripcion no es el Unico
modo de accion de PPAR. De hecho PPAR logra la inhibicién de factores de transcripcion asociados
a las respuestas inflamatorias a través de varios mecanismos que se denominan en su conjunto
transrepresion (revisado por ). De este modo PPAR puede unirse a factores de transcripcién y
ejercer su actividad al secuestrar co-activadores necesarios para la activaciéon o promoviendo la
unién de co-represores a los factores de transcripcion blanco de modo de interferir con su
actividad. También se ha reportado que la sumoylacion de residuos claves en el LBD de PPAR,
impide la liberacion de co-represores y mantiene al RN en su conformacién no activa sobre
promotores de genes blanco evitando su transcripcion ®. Muchos de los efectos anti-inflamatorios
de PPAR se asocian con alguno de estos eventos de transrepresion.

En este trabajo nos centraremos en el estudio de PPARYy, ya que dentro de la familia PPAR fue el
tipo preferencialmente activado por los NO,-FAs. En particular, la primer evidencia fue obtenida en
ensayos in vitro utilizando células CV-1 ""**. En esa instancia los autores evaluaron la capacidad del
NO,-LA y NO,-OA de activar PPARq, B y y, mediante la co-transfeccion del LBD de los distintos
PPARs fusionados al DBD de Gal4, y el gen de la luciferasa bajo el control de 4 elementos de union
al ADN de Gal4. Demostraron que ambos NO,-FAs activaron los tres tipos de PPAR, registrandose
la mayor activacion para PPARy, que ademas fue anulada en presencia de GW9662. Estos
resultados se reforzaron cuando al transfectar la secuencia completa de los tres PPARs, junto al gen
de la luciferasa bajo el control de un PPRE, obtuvieron los mismos resultados. Por otro lado,
reportaron que ambos NO,-FAs indujeron la diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos, las
cuales aumentaron la incorporacion de glucosa como consecuencia de la diferenciacién. Ain mas,
los NO,-FA indujeron un aumento en la expresion de PPARYy, asi como de genes reporteros de su
activacion, FABP4 y CD36. Estos efectos a nivel transcripcional fueron similares a los inducidos por
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Rosi, y se inhibieron en presencia de GW9662, indicando una dependencia de la activacion de
PPARY.

Posteriormente, basandose en evidencias provenientes de la estructura cristalina del complejo
formado por PPARy y NO,-LA ¥,y en la capacidad del NO,-OA de reclutar co-activadores y liberar
co-represores *°, se postuléd que ambos nitroalquenos son activadores parciales de dicho receptor,
y probablemente el resto de la familia se comporte del mismo modo. Esta hipotesis se apoyd en
que los cambios conformacionales inducidos por los NO,-FAs en los residuos claves del LBD de
PPARy son diferentes a los generados por Rosi, como un ejemplo de activador total. Del mismo
modo, los NO,-FA indujeron el reclutamiento de menos co-activadores (reclutaron CBP-1 y PGC-
lalfa, pero no TRAP220) y la liberacién de menos co-represores (liberaron SMRTID pero no
NCoRID2) en comparacién con Rosi. Por otro lado, dentro del conjunto de NO,-FA observaron que
existen distintos niveles de activacion de PPARy. Particularmente la posicion del grupo NO, afecta
el nivel de activacidn del RN, ya que al comparar distintos isdmeros posicionales observaron que la
nitracién en la posicion 12 de acidos grasos mono o poli insaturados (12-NO,-LA o 12-NO,-OA)
indujo el mayor grado de activacion comparado con la posicién 9 o 10 ***°_ Este efecto se explica
por la interacciéon del grupo NO, con residuos claves en el LBD de PPARy como Glu343, con el que
se establece un enlace de hidrogeno, promoviendo una estabilizacion extra de la conformacion
activa de PPARYy, lo cual no es posible cuando el NO, se encuentra en una posicion distinta a la 12
8 Por su parte, otra variable en la estructura de los NO,-FA como el largo de la cadena
hidrocarbonada, no mostré afectar la activacion de PPARy *. Ademas de los enlaces de hidrégeno
y las interacciones hidrofébicas entre PPARy y los NO,-FA, existe la posibilidad de que se
establezcan uniones covalentes con Cys y en menor medida con His del LBD °. Ensayos /n vitro
donde se incubd el LBD con NO,-OA o NO,-LA, resultaron en la deteccién de péptidos del LBD
conteniendo la Cys285 modificada con el NO,-FA y posteriormente se verificaron estos hallazgos
en ensayos similares utilizando cultivos celulares. Si bien la unién covalente entre NO,-FA y PPARy
podria indicar la activacion del RN por transnitroalquilacién, es necesario continuar en la busqueda
de estos aductos en muestras provenientes de individuos en condiciones fisioldgicas tanto de salud
como de enfermedad.

Posteriormente surgieron mas evidencias que apoyaron la activacion de PPARy por los NO,-FA
en modelos celulares de inflamacién. Reddy y colaboradores, realizaron experimentos en células
humanas del epitelio bronquial, estimuladas con TNFa. Estos experimentos mostraron un aumento
de la actividad de PPARy inducida por el tratamiento con el NO,-OA, que se asocid6 a una
disminucion de la fosforilaciéon de p65, posiblemente debida a una interaccién directa entre PPARy
y p65, provocando la inhibicién de la via de NF-kB *°. Otro modelo /n vitro utilizado para el estudio
de la activacion de PPARYy, fue la privacién de oxigeno y glucosa con posterior re-oxigenacion
(OG/R) en células epiteliales de rifdn, donde el tratamiento con NO,-OA protegié a las células de la
apoptosis inducida por OG/R. Estos eventos se asociaron a la fosforilacion de Akt como
consecuencia de la activacién de PPARy por el NO,-OA, ya que se observo una disminucion de la
fosforilacion luego del tratamiento con GW9662 asi como con siARN especifico para PPARy °'. En
conjunto, existen varias evidencias que sugieren el potencial de los NO,-FAs como activadores de
PPARY en ensayos /in vitroy en cultivos celulares, de todos modos, si se considera que la expresion
de PPARYy se encuentra restringida a adipocitos, macrofagos y al epitelio intestinal y broncoalveolar,
resulta evidente la falta de estudios que profundicen en la activacion de PPARy en células mieloides
relevantes para la respuesta inflamatoria, como los monocitos y macréfagos. Si bien la activacion
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de PPARy por los NO,-FA parece tener un correlato en modelos /n vivo de inflamacidon, no esta
completamente demostrada (ver mas adelante).

1.4.5 Efecto de la administracion de nitroalquenos en modelos de
inflamacion /in vivo

Con el fin de evaluar si los efectos de los NO,-FA observados /in vitro presentaban un correlato
en modelos mas complejos, se estudié el potencial anti-inflamatorio de los NO,-FA en una
variedad de modelos inflamatorios /n vivo. Entre ellos se encuentran modelos de patologias

18,92
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cardiovasculares como iscchemia/reperfusion , aterosclerosis ** e hiperplasia de la neointima *.

Ademas, se exploraron los efectos en modelos de hipertension ***, dafio pulmonar **, dafio renal

999 asteatosis hepatica '™’

y colitis '%, asi como también en modelos de diabetes % y obesidad
1%, Mas recientemente se testearon en un modelo de esclerosis lateral amiotréfica '™ y dermatitis
alérgica '®. En muchos casos no fue posible dilucidar con exactitud el mecanismo de accién de los
NO,-FAs en relacion a las vias involucradas en los efectos anti-inflamatorios. De todos modos los
resultados fueron en general prometedores, y por lo tanto los mecanismos que expliquen los

efectos benéficos de los NO,-FA constituyen un area de activa investigacion.

De todos los modelos mencionados anteriormente, solo en unos pocos los efectos beneficiosos
de los NO;-FA se relacionaron con la activacion de PPARYy. Entre ellos esta el modelo de colitis, que
es un desorden intestinal inflamatorio y reincidente, el cual se habia asociado a la desregulacion de
PPARy debido a que la susceptibilidad a padecerla aumentaba en ratones PPARy ”*. La
administracion del NO,-OA en un modelo de colitis inducido por Dextran sulfato de sodio, redujo
los sintomas caracteristicos de la enfermedad y previno el acortamiento del intestino en
comparacién con el control (la longitud del intestino se considera un marcador robusto del avance
de la enfermedad). Por otro lado, la administracion del NO,-OA logré prevenir las respuestas pro-
inflamatorias regulando la activacién de NF-kB en el epitelio del intestino. Concomitantemente se
observé una marcada activacion de PPARy por el tratamiento con el NO,-OA, sugiriendo que el
NO,-OA a través de la activacion de este receptor nuclear podria estar inhibiendo la via de NF-kB, y
mediando un efecto protectivo en el desarrollo de la enfermedad '%.

Otros modelos en donde los NO,-FA podrian haber actuado a través de la activacion de PPARy
son aquellos en donde se encontraba comprometido el endotelio pulmonar como ser la
endotoxemia pulmonar, el dafio pulmonar agudo y la alergia. En el dafio pulmonar agudo inducido
por inyeccién intra traqueal (i.t.) de LPS y posterior administracion i.t. de NO,-OA °, se observé una
disminucion de la permeabilidad capilar, que ocasion6 una baja en el niUmero de células reclutadas,
en particular de neutrdfilos, asi como en los niveles de especies reactivas del oxigeno, tanto en el
pulmén como en los lavados bronquioalveolares (BAL), indicando un control de la inflamacion local
por parte del NO,-OA. Al mismo tiempo se registré una disminucion de los niveles de citoquinas
pro-inflamatorias en plasma por el tratamiento con el NO,-OA. En este caso, los autores indagaron
en las vias involucradas y encontraron una correlacién entre los efectos descriptos anteriormente y
un aumento de la actividad transcripcional de PPARy y Nrf2, a la vez que se observé una
disminucion de la activacion de NF-kB en el pulmén, debido al tratamiento con el NO,-OA. En el
mismo sentido, macréfagos purificados de los BAL también mostraron un aumento de genes
reporteros de la activacion de PPARy. De manera similar, en el modelo de alergia inducida por OVA,
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el NO,-OA logré reducir todos los marcadores inflamatorios expresados en células provenientes del
epitelio respiratorio y de los BAL, que habian sido aumentados luego del desafio con OVA .
Ademas, el NO,-OA promovié la apoptosis de los neutrdfilos reclutados al pulmén y la
consecuente fagocitosis por los macroéfagos pulmonares, los cuales mostraron un aumento en la
expresion de CD36 a causa del tratamiento con NO,-OA. Si bien el mecanismo de accion del NO;-
OA en estos dos modelos no fue completamente dilucidado, se cree que podria estar relacionado
con la activacién de PPARy. Esta teoria se basa principalmente en la evidencia directa que
obtuvieron los autores sobre el aumento de los genes reporteros de PPARY tras el tratamiento con
NO,-OA, sumado a que la deficiencia de PPARy en células del endotelio, mostré una respuesta
inflamatoria exacerbada en el pulmdn en respuesta al LPS, evidenciando la importancia de la
actividad de PPARy en este modelo %

Considerando la informacién detallada anteriormente, hay un conjunto de evidencias que
sostienen que los NO,-FA serian capaces de ejercer efectos anti-inflamatorios, a través de la
activacion de PPARYy. Sin embargo la interaccién entre estas dos moléculas implica que los NO,-FA
deben ingresar al nucleo celular para contactar al RN. A prior; este evento resulta poco probable
considerando que los NO;,-FA son moléculas muy reactivas, y que una vez dentro de la célula,
reaccionaran rapidamente formando aductos con tioles disponibles, como los residuos de Cys e
Hys de proteinas. A esto se le suma, que por su naturaleza lipidica los NO,-FA poseen una baja
solubilidad en el medio acuoso, por lo que necesitarian de algun tipo de mecanismo de transporte
que les permitiera alcanzar el nucleo. En este sentido, la familia de proteinas transportadoras de
acidos grasos, FABPs (del inglés Fatty Acid Binding Proteins), podrian ser buenas candidatas para
mediar el transporte de los NO,-FA, considerando que ya habian sido propuestas como encargadas
del transporte de ligandos activadores de PPAR al nucleo. Con el objetivo de comprender el posible
papel de las FABPs en la sefalizacion de los NO,-FA, en la siguiente seccidon se describen las
principales caracteristicas estructurales y funcionales de esta familia de proteinas, asi como también
el papel que cumplen en la activacion de PPARYy.

1.5 Las FABPs como transportadoras de acidos grasos en la célula

Las FABPs constituyen un grupo de proteinas citoplasmaticas de pequefo tamaio (entre 14y 15
kDa) encargadas de la importacidon, almacenamiento y exportacion de FA, asi como del

metabolismo del colesterol y fosfolipidos (revisado por '

). También se ha propuesto que
cumplen un papel en el secuestro y/o distribucion de ligandos que regulan procesos sefializadores
y actividades enzimaticas. Mas recientemente, con el uso de animales deficientes y drogas
especificas para cada isotipo de FABP, se ha demostrado que esta familia de proteinas tiene un
papel importante en muchos procesos mediados por lipidos y relacionados con el metabolismo y
las respuestas inmunes. Desde un punto de vista general, las FABPs se pueden ver como
chaperonas de lipidos que se encargan de escoltarlos y dictar sus funciones biolégicas.

La familia de las FABPs se origind por sucesivas duplicaciones génicas, generando 9 isoformas,
que se distribuyen en varios tejidos del organismo como ser el intestino, higado, corazén,
epidermis, cerebro y tejido adiposo. Incluso en alguno de ellos existe la co-expresién de mas de
una isoforma. En general los miembros de la familia presentan funciones especializadas
relacionadas al tejido en el que se encuentran, pero también muestran funciones generales que se
superponen con las de otras FABPs. Aunque en un comienzo fueron descriptas como proteinas
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intracelulares, datos actuales indican que ciertas isoformas son liberadas al exterior celular para
continuar con el transporte de lipidos, pero también para cumplir funciones paracrinas/enddcrinas
relacionadas a la regulacién de la homeostasis metabdlica y la funcién celular %%,
Sorprendentemente las distintas isoformas tienen una baja homologia en su secuencia
aminoacidica (entre 20%-70%), sin embargo su estructura tridimiensional estd altamente
conservada, lo que refleja la importancia de la misma en las funciones celulares comunes a todas
las isoformas. Dicha estructura esta conformada por 10 hebras B-anti paralelas, llamadas BA a BJ,
que se organizan en dos hojas B dispuestas en sentido ortogonal y cercanas una de la otra
formando un barril-B ligeramente eliptico, que contiene en su interior un nucleo hidrofébico (ver

Figura 1.9) '"°

. Cada hebra se conecta con la otra por giros pronunciados excepto las dos primeras
hebras, BA y BB, que se unen por un motivo hélice-giro-hélice. Dicho motivo se posiciona en uno
de los extremos del barril desde el cual se extiende la cavidad de union al ligando y se piensa que
actla como un portal para el acceso y egreso de FA a la cavidad. Es asi que la hélice a-II del motivo
hélice-giro-hélice establece interacciones con el giro que une las hebras BC y BD cerrando el portal
(ver Figura 1.9).

La cavidad de unién, se comporta como un bolsillo hidrofébico que contiene moléculas de agua
que deben re-arreglarse al momento de la interaccion con un ligando. El volumen de la cavidad es
considerablemente mas grande que los ligandos, y permite acomodar a los acidos grasos con sus
grupos carboxilatos orientados hacia el interior, interaccionando con residuos de Arg
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principalmente, pero también con otras cadenas laterales

. En general, todas las isoformas unen
acidos grasos de cadena larga (mayores o igual a 14 carbonos) saturados o insaturados, con
diferencias en la selectividad, la afinidad y el mecanismo de uniéon como resultado de pequefias
diferencias estructurales entre las isoformas. En todos los casos la estequiometria de union al
ligando es 1:1, con excepcion de FABP1 (o isoforma del higado) que puede unir méas de un FA e
incluso ligandos de mayor tamafio "' A su vez, las afinidades de unién parecen estar regidas por
la hidrofobicidad del ligando, cuanto mas hidrofébico mayor la afinidad de unién, con excepcion

de los FA insaturados .

Es asi que las necesidades lipidicas de cada célula, podrian
potencialmente determinar la isoforma mas expresada en cada sitio, segun la afinidad que presente

por los lipidos requeridos.

Figura 1.9: Estructura cristalografica de FABP4
Imagen representativa de la estructura de barril B presentada por las FABPs (PDB 2Q9S). En amarillo se
representan las hebras B que forman dos hojas B dispuestas en sentido ortogonal una de la otra, en azul los



giros que unen las hebras B y en rosa el motivo hélice-giro-hélice que constituye la region portal. En el interior
del bolsillo hidrofobico se encuentra el acido linoleico (gris).

De manera intrinseca a su funcion las FABPs deben interaccionar con membranas para la carga
o descarga de los FA, y en este sentido se han descripto dos mecanismos distintos para la
transferencia de ligandos, 1) a través de un paso de difusion al medio acuoso, o 2) a través de un
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. En ambos casos las

contacto directo con la membrana, llamado mecanismo colisional
caracteristicas quimicas de la region portal son las que determinan el mecanismo de transferencia
de ligandos. Por lo tanto las interacciones particulares proteina-proteina o proteina-membrana de
cada entorno celular también contribuyen a definir las funciones de la isoforma predominante en
ese tejido.

Se han propuesto numerosas funciones para las FABPs relacionadas a su actividad chaperona,
que a través del transporte de lipidos les permite intervenir en muchos aspectos del
funcionamiento de la célula. Asi, el destino de los lipidos que se unen a las FABPs queda
determinado por el compartimento celular al que son transportados, entre los que se encuentran
las gotas lipidicas para su almacenamiento; el reticulo endoplasmico para la sintesis de membranas,
el trafico de vesiculas y la sefalizacion; las mitocondrias o los peroxisomas para su oxidacién;
enzimas citosoélicas para regular sus actividades; el nlcleo para activar la transcripcién de genes
que responden a acidos grasos; el exterior celular para mediar el transporte de lipidos o ejercer

115). Particularmente en el ndcleo los FA

acciones sefalizadoras autdcrinas/ paracrinas (revisado por
activan receptores nucleares como PPAR, que controlan la transcripcién de genes relacionados al
metabolismo y almacenamiento de lipidos ''*'%°. A las funciones anteriormente descriptas para las
FABPs se les agregan la conversion de acidos grasos a eicosanoides, la estabilizacion de

121,122

leucotrienos , ademas de la modulacion del crecimiento y proliferacién celular tanto en

condiciones normales como patoldgicas (como el cancer), e incluso se esta estudiando el potencial

de las FABPs como biomarcadores de algunas patologias '=.

1.6 Las FABPs presentan distintas distribuciones y funciones en el
organismo

1.6.1 FABP1 - isoforma de higado

La FABP1 fue la primer FABP descripta; se la detectd en una fraccion del higado y se la
caracterizé por la capacidad de unir compuestos aniénicos como la bilirrubina '?%. La FABP1 esta
altamente expresada en la membrana externa mitocondrial de los hepatocitos, pero también se
expresa en enterocitos, tubulos renales y en el epitelio alveolar del pulmén (revisado por '%). Su
expresion en los hepatocitos puede llegar a alcanzar el 5 % de las proteinas citosodlicas. A diferencia
de los demas miembros de la familia, FABP1 puede unir varios ligandos al mismo tiempo en su
bolsillo hidrofébico. Ademas de FA, se ha descripto que puede unir ligandos voluminosos y una
variedad de xenobidticos como benzodiacepinas, fibratos, y drogas no esteroideas entre otros '*°.
Cuando dos FA se unen a FABP1, el primero se posiciona en el sitio mas interno de igual manera
gue con el resto de las FABPs, mientras que el segundo debe acomodarse en el sitio de unién
superficial, luego de la entrada del primero y su grupo carboxilato interacciona con residuos
presentes en la region portal ''%. Las afinidades de ambos sitios de unién son muy similares para FA
saturados, pero el sitio de union interno tiene una afinidad 10 veces mayor que el superficial por FA

127

insaturados “*. Otra caracteristica particular es que la FABP1 es el Unico miembro de la familia que
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transfiere los ligandos por difusién en medio acuoso, lo cual puede deberse a que ninguna de sus
dos a-hélices son anfipaticas y por lo tanto la interaccion directa con membranas no esta
favorecida.

Ademas de las funciones clasicas de transporte de FA a distintos organelos en el citosol, la
FABP1 ejerce funciones sefializadoras en el nucleo. Se determiné que una fraccién del contenido

total de la FABP1 se localizd en el nicleo '

, 'y alli co-localizé con PPARGa, a pesar de que no se ha
detectado una sefal de importacidn nuclear en la secuencia de la proteina. A su vez, la activacion
por FA de PPARa y en menor medida de PPARy mostrd estar directamente relacionada con la
concentracion de la FABP1 en la célula ', evidenciando una suerte de transporte de ligandos hacia
PPAR.

Curiosamente, la delecién de FABP1 en ratones no mostrd cambios en la apariencia, morfologia
o viabilidad de los individuos. Estos presentaron un peso normal y a pesar de una pequefa
reduccién en la incorporacién de FA, los niveles de triglicéridos y FA en sangre no se modificaron

129130 Sin embargo, los pardmetros metabolicos de los animales deficientes luego de someterlos a

una dieta rica en grasas/colesterol difirieron entre los distintos estudios de manera sustancial "%,
El desarrollo de obesidad, hepatoesteatosis y sindrome metabdlico no fue consistente entre los
distintos trabajos publicados. Estas diferencias resaltan la importancia del tipo de dieta y tiempo de
consumo, del género de los individuos, asi como del trasfondo genético en los modelos

empleados, que termina repercutiendo en el papel bioldgico de FABP1.

1.6.2 FABP2 - isoforma de intestino

La segunda FABP descripta fue la FABP2, que presenta una expresion en el intestino delgado en
donde se co-expresa con la FABP1 y la FABP6 (ileal, II-FABP). A pesar de la co-expresidon, cada
isoforma se distribuye en diferentes segmentos del intestino. FABP1 se encuentra principalmente
en la region proximal, mientras que FABP6 esta en la region distal. Por su parte FABP2 se encuentra
todo a lo largo del intestino pero se expresa con mayor abundancia en la regidn distal. Alli FABP2
puede constituir hasta un 2 % de las proteinas citoplasmaticas de los enterocitos, lo que representa
un alto porcentaje de las proteinas de la célula '3, A su vez, existe una diferencia en la distribucion
anatémica dentro del intestino, mientras que FABP2 se localiza en la punta de las vellosidades,
FABP1 lo hace en las criptas "**. Mas adn, no se ha reportado un aumento de la expresion de una
isoforma en ausencia de la otra, lo que indica diferencias en las funciones ejercidas por cada FABP
135

FABP2 es la Unica isoforma de la familia que une solamente FA y los acomoda en el bolsillo
hidrofébico con una conformacién diferente a las deméas FABPs. La funcion principal de FABP2 es
participar en la absorcién de los lipidos de la dieta, a través de la union de FA de cadena larga y su
posterior disposicion para formar triglicéridos '3 Por su parte, FABP1 parece encargarse de dirigir
los monoglicéridos hacia la formacion de fosfolipidos "*” y es fundamental en la formacién de los
quilomicrones. A diferencia de FABP1, FABP2 carga y transfiere sus ligandos a las membranas mas
eficientemente mediante un mecanismo colisional, que involucra la insercién de la regién portal en
las bicapas de fosfolipidos y la posterior liberacién del ligando .

En cuanto a los efectos de la ausencia de FABP2 en modelos animales, se ha observado que
bajo ciertas condiciones relativas a la edad, género o tipo de dieta, aumenta la probabilidad de
desarrollar obesidad, hipertrigliceridemia, y acumulacién de triglicéridos en higado, todas

s L. . , . 1351
caracteristicas asociadas al sindrome metabolico "*>'.

36



1.6.3 FABP4 - isoforma de adipocitos y macréfagos

La expresion de FABP4 se ha reportado en adipocitos y macréfagos, donde se co-expresa con
FABP5. Si bien en adipocitos la ausencia de FABP4 lleva a una compensaciéon por aumento de la
concentracién de FABP5, este efecto no se observd en macréfagos. La FABP4 también se expresa
en otros tipos celulares como las células endoteliales * y el epitelio de los bronquios ™', pero en
menor medida que en adipocitos y macréfagos. Esta proteina aumenta su expresion durante la
diferenciacion a adipocitos y es inducida principalmente por ligandos de PPARYy, acidos grasos,

14218 También es expresada durante la diferenciacién de monocitos a

144-148
.S

insulina y dexametasona
macréfagos, asi como por el tratamiento con LPS, PMA, ligandos de PPARy y LDL oxidada e
ha visto que FABP4 es capaz de inducir la ubiquitinacién de PPARy y su degradacién por el
proteosoma '*, controlando de esta forma su propia expresion. En cuanto a los posibles ligandos,
FABP4 mostré tener especial afinidad por acidos grasos de cadena larga e insaturados 0 aunque
también puede unir retinoides, eicosanoides y ligandos sintéticos como Rosi y la sonda
fluorescente ANS.

De manera similar a las demas FABPs, FABP4 se encarga del transporte de los FA a distintos
organelos celulares entre los cuales se encuentra el nlcleo. Curiosamente la FABP4 no presenta una
sefial de localizacion nuclear reconocible de manera lineal en su secuencia aminoacidica. Sin
embargo, se reportd que la unidon de ciertos ligandos induce un cambio conformacional que
expone una sefal de localizacion nuclear (SLN) formada por residuos que se encuentran lejanos en

. . T . e . . 118
la secuencia aminoacidia, pero cercanos en la estructura tridimensional de la proteina . E

n
particular, la sefial estd compuesta por tres residuos basicos Lys21/Arg30/Lys31 ubicados en la
region de hélice-giro-hélice, similar a lo reportado para la proteina de transporte de acido retinoico
CRABP-TI ™° (ver Figura 1.10a). La exposicion de la SLN es dependiente del movimiento de un
residuo en particular, la Phe57, la cual se encuentra espacialmente cerca de la regidn portal y puede
adquirir dos posiciones induciendo en la proteina la conformacion de portal cerrado o abierto '%°.
Cuando un ligando no activador se une a la FABP4, se posiciona en el bolsillo de manera que
protruye desde interior hacia el exterior, y empuja a la Phe57 hacia su posicion abierta, dejando el
bolsillo hidrofébico expuesto hacia el medio acuoso. En cambio, cuando un ligando activador se
une a la FABP4, logra acomodarse totalmente en el bolsillo hidrofébico permitiendo que la Phe57
se cierre sobre la cavidad de unién del ligando, lo que induce una perturbacion en la hélice a-II del
portal, y como consecuencia se expone la SLN, favoreciendo asi la translocacion de la FABP4 al
nucleo (ver Figura 1.10b). La medicién de las distancias atdmicas entre Phe57 y un residuo que
permanezca estatico durante la unién de un ligando, como ser la Thr29, permite evaluar la
capacidad del ligando de inducir la conformacién cerrada y consecuente translocacién al nucleo,
conforme la distancia entre los dos residuos sea menor que la presentada por la apo-FABP4. Asi, la
translocacion al nucleo de FABP4 y posterior activacion de la transcripcién es inducida solo por un
sub-conjunto de los ligandos que puede unir. Cabe destacar que la FABP4 en ausencia de ligandos
agregados de manera exdgena, se localizé tanto en el nicleo como en el citoplasma de la célula.
Esto puede explicarse solo si: 1) existen ligandos enddgenos activadores de la exportacion nuclear,
2) la apo-FABP4 presenta parte de su poblacién en una conformacién intermedia entre la
conformacién de portal abierto y cerrado que le permitiera translocarse al ntcleo. Del mismo modo
que sucede con la SLN, FABP4 posee una sefal de exportacion nuclear (SEN) ausente en su

secuencia lineal, pero que se evidencia en la estructura tridimensional como una region rica en Leu
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118

(ver Figura 1.10a). La sustitucién de estas Leu por Ala, distorsiona el mecanismo de exportacion
118

e induce la acumulacidon de FABP4 en el nlcleo

b)

L86

Figura 1.10: ubicacion de las sefales de localizacién y exportacién nuclear y de la Phe57.

(a) Esquema de la estructura de FABP4 en donde se resalta la ubicacion de la sefal de localizacion nuclear
(SLN) en el motivo hélice-giro-hélice, formada por los residuos Lys21/Arg30/Lys31. En el fondo del barril B, se
ubica una regidn rica en lisinas que se denomina sefal de exportacion nuclear (SEN) y estd formada por
Lys66/Lys86/Lys91. (b) Representacién del movimiento de la Phe57 entre sus posiciones cerrada (en azul y
naranja) y abierta (en rosa). La posicién cerrada es inducida por ligandos activadores como las tiazolidineonas,
el &cido linoleico o el ANS. La posicién cerrada en cambio la inducen ligandos no activadores como el acido

oleico. Imagen adaptada de Ayers y colaboradores 2007 y Gillilan y colaboradores 2006 118120

Datos cristalograficos indican que tanto la apo-FABP4 como la holo-FABP4 en presencia de
ligandos no activadores se encuentran en solucion formando un homo dimero a través de la region
hélice-giro-hélice de ambas subunidades, ocultando asi la SLN. Al momento de la union de un
ligando activador, se modifica la interaccién entre las dos subunidades, perdiéndose el contacto a
través de la regién portal y estableciéndose a través de una cara lateral del barril 8. De este modo,
la unién del ligando activador permite la liberacion de la regién portal y la consecuente exposicion
de la SLN '®. La formacion del dimero fue corroborada por anisotropia con las proteinas en
solucién y por ensayos de interaccién proteina-proteina inmovilizando la FABP4 a una columna. En
ambos casos la formacién del dimero se dio de manera independiente y dependiente de ligando

120

A pesar de carecer de un péptido sefial en el extremo N-terminal, FABP4 es secretada al exterior

517133 v en menor medida por macréfagos '*° y células endoteliales ™,

celular por adipocitos
mediante una via no clasica independiente del reticulo endoplasmico y del Golgi. La secrecidn es
inducida por la lipdlisis y aumenta durante el ayuno lo que se corresponde con el aumento de la
actividad lipolitica en el tejido adiposo. En este sentido, se determind que la secrecién es
dependiente de la actividad de la Adenil-ciclasa protein kinasa A (PKA), de la Guanilil-ciclasa
protein kinasa G (PKG) 152

la estimulacion de la produccidn de glucosa por células primarias de higado /n vitro y la actividad

: 153 . . ]
y de la lipasa ™. Los efectos de la FABP4 circulante se relacionarian con

gluconeogénica en animales normales /n vivo. Por su parte, el bloqgueo de FABP4 reduce la
produccién de glucosa y corrige la diabetes en animales obesos '*'. De esta manera, la FABP4 actua
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como una adipoquina que regula el metabolismo de la glucosa en el higado. Ademas, se han
reportado otras actividades independientes de la regulacion del metabolismo como ser la
induccion del estrés del reticulo en la linea celular de hepatocitos HepG2 '**, la inhibicién de la
activacion de la eNOS en el endotelio vascular y el aumento de la proliferacion/migracion de las
células del musculo liso vascular '*°, entre otros.

En cuanto a las evidencias sobre los efectos causados por la deficiencia de FABP4, se observd
que en animales obesos, indujo una baja resistencia a la insulina pero llamativamente no se
observd un efecto de FABP4 en la sensibilizacién a la insulina en animales normales. A su vez, el
silenciamiento de FABP4 por siARN, en ratones con obesidad inducida por la dieta, aumento el
peso corporal y la masa de grasa sin modificar la homeostasis de los lipidos y de la glucosa "*°. Por
su parte, en macréfagos la FABP4 indujo la acumulacion de esteres de colesterol y formacién de
células espumosas a través de la inhibicion de la via PPARy-LXRa-ATPbinding cassette A7 "',
Estos resultados se correlacionan con las observaciones que indican que la deficiencia en FABP4
protegio de la aterosclerosis en un modelo de ratones apoE-/- '**'°. Por otro lado, los macréfagos
deficientes en FABP4 evidenciaron una disminucion de la sefalizacién redox y la activacién del
inflamasoma, mientras que la presencia de FABP4 indujo respuestas inflamatorias a través de la
activacion de las vias IKK-NF-kB y c-Jun N-terminal kinase-AP-1 "% Por lo tanto, ademas de
participar en el control del metabolismo lipidico y de la glucosa, los antecedentes indican que la
FABP4 también se encuentra involucrada en la respuesta inflamatoria.

1.7 Interaccion entre PPARy y FABP4

La literatura que versa sobre la interaccion PPARy-FABP4 es relativamente abundante pero
también controversial. En primer lugar, ensayos utilizando FABP4 inmovilizada e incubandola con

PPARy marcado radiactivamente, corroboraron el establecimiento de una interaccion ''®'®, pero se

ha cuestionado la dependencia '™ o no de ligandos especificos de PPARy 158

para hacer efectiva
dicha interaccién. Por otro lado, utilizando estudios fluorimétricos se comprobd que FABP4
transfirié Unicamente ligandos especificos de PPARy y que dicha transferencia depende de la
interaccion directa proteina-proteina ™. Un aspecto fundamental al concebir la interaccion entre
PPARy y FABP4, es que ambas proteinas deberian co-localizar en la célula, mas aun considerando
gue el traspaso del ligando depende de la interaccion directa proteina-proteina. Por lo tanto, la
exposicion de la SLN luego de la unién del ligando a FABP4 resulta imprescindible para efectuar la
interaccién PPARy-FABP4. Segun los reportes, la localizacién de FABP4 parece variar entre los
distintos tipos celulares y estados de diferenciacidon, mostrando una reparticion entre nucleo y
citoplasma dependiendo del modelo celular. El transporte activo hacia y desde el nucleo parece
jugar un papel importante en la distribucion, pero no puede dejar de considerarse que por el
pequeio tamano de las FABPs (15kDa), pueda existir una difusidon pasiva a través de los poros
nucleares en ambas direcciones. En un sistema artificial (células COS-7 transfectadas con FABP4) la
FABP4 mostrd una distribucidon tanto citoplasmatica como nuclear en ausencia de ligando, pero en
presencia de un ligando especifico de PPARy, aumento su localizacién nuclear y en algunos casos

118,160

fue la Unica localizacion registrada . Méas aun, el cambio en la localizacién subcelular, es

independiente de modificaciones postraduccionales, pero dependiente de la capacidad de la FABP4

158

de unir ligandos . Utilizando FABP4 conjugada a GFP Tan y colaboradores observaron en células

COS-1 una localizacion estrictamente citosolica, pero nuevamente en presencia de ligandos

116

especificos de PPARYy, la proteina se translocé enteramente al nlcleo ' °. Resultados contrastantes
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han sido observados en la linea celular 3T3-L1 "' durante la diferenciacién a adipocitos; en los pre-
adipocitos la FABP4 se localizd en el nucleo, pero al diferenciarse a adipocitos se distribuyd en
forma equitativa entre nlcleo y citoplasma. Las diferencias observadas entre estos estudios podrian
deberse no soélo a que involucran diferentes tipos celulares sino también a las distintas
aproximaciones experimentales utilizadas (FABP nativa vs. FABP fusionada a GFP, entre otras). Se ha
postulado la posibilidad de que tanto proteinas nucleares como citoplasmaticas se encarguen de
anclar a la FABP en un compartimento, y entonces la distribucién de FABP quedaria determinada
por la concentracion y/o disponibilidad de estas proteinas anclas, ademas de por los posibles
cambios inducidos por el ligando. Es asi que PPAR en el nicleo '® y la lipasa sensible a hormona

(LSH) en el citoplasma 161

son algunos de los candidatos a proteinas ancla, lo que explicaria el
aumento de FABP4 en el citoplasma del adipocito diferenciado, concomitante al aumento de la
expresion de LSH en el mismo compartimento celular a consecuencia de la diferenciacion.

Una evidencia a favor de la existencia de una movilizacién de FABP4 al nucleo dependiente de
sus sefiales de importacion y exportacién (determinados Unicamente por la estructura terciaria de
la proteina), es que en ausencia de ellas la FABP4 es incapaz de activar PPARy ''. La distribucion
celular de las FABPs en macréfagos no ha sido explorada posiblemente por las dificultades de
detectarla a las bajas concentraciones celulares; de todos modos, seria interesante evaluarla en un

modelo celular en condiciones cercanas a las fisiologicas, para evitar posibles artefactos.

1.8 Contribucion de la FABP4 a la activacion de PPARy

Mas alla de la comprobacién de una interaccién directa entre estas proteinas /n vitro, los efectos
resultantes de esta interaccion también parecen ser contradictorios. Por un lado, en células COS-7 y
HEK293T en las que se expresd PPARYy, la co-transfeccion del gen de FABP4 produjo un aumento en
la activacion de PPARYy. Este aumento se observé en ausencia de ligandos exégenos, y se potencio

116118163 Ademas la activacion

por el agregado de acidos grasos y de ligandos sintéticos de PPARy
fue revertida por el agregado de un inhibidor especifico de FABP4 (HTS01037), indicando una
dependencia clara del transporte mediado por la FABP4 para la activacion de dicho factor nuclear

183 Estos antecedentes estan de acuerdo con el concepto de que las FABPs transportan al ntcleo

ligandos activadores de PPARy ''°

. Sin embargo, existe otro conjunto de evidencias que sugieren
que las FABPs limitan la activacién de PPARYy. La co-transfeccién de PPARy y FABP4 en células CV-1
disminuyd la actividad transcripcional del receptor PPARy. Esta menor actividad ocurrié tanto en
estado basal como con el agregado de ligandos sintéticos de PPARy. Los autores sugieren que al
ser expresadas en altas concentraciones, las FABPs secuestran o aceleran la metabolizacion de los
ligandos de PPARy, tanto endégenos como exdgenos, disminuyendo la activacién de este factor
nuclear "®'. En este contexto, la expresion de FABP4 mediada por la activacion de PPARy es un asa
de retroalimentacién negativa que limita dicha activacion. Vale la pena aclarar que si bien se
propone que el secuestro de los ligandos por parte de la FABP4 explicaria la reduccion de la
activacion de PPARYy, se utilizaron Unicamente ligandos no fisiologicos, por lo que el destino de
ligandos enddgenos podria diferir. En linea con estos resultados, tanto la ausencia como la
inhibicién de FABP4 en macréfagos provocaron un aumento de la activacion de PPARy. El
tratamiento con inhibidores de la FABP4 de células THP-1 o macréfagos FABP4-/- mostraron un
fenotipo con aumento de la expresién de genes reporteros de PPARy como CD36, ABCA-1 y/o
cambios en funciones metabdlicas asociadas a la activacién de PPARy (aumento del transporte

144,164

reverso del colesterol y disminucion de esterificacion del colesterol) . Ademas estos resultados
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estan de acuerdo con la observacidon de que en modelos de aterosclerosis, la deficiencia o la
inhibicion de FABP4 resultan en menor desarrollo de la placa de ateroma "*'*. Mas aun, cuando se
analiza la respuesta inflamatoria de macrofagos deficientes en FABP4 también se encuentra que la
deficiencia pareceria favorecer la activacion de PPARy ya que se observa una reduccién en la
activacion de NF-kB en relacion a los macréfagos control "*°. Lo mismo se observé en células
dendriticas deficientes en FABP4, y como resultado expresaron menores niveles de citoquinas
inflamatorias en respuesta al LPS '®.

Como se menciond anteriormente, esta reportado que PPARy es capaz de reprimir la actividad
transcripcional de varios factores de transcripcién entre los que se encuentra NF-kB, mediante
mecanismos de transrepresion ®. Similarmente en otros trabajos se ha observado que, la ausencia
de FABP4 disminuyd la expresion de COX-2 e iNOS, asi como la producciéon de citoquinas y
quimioquinas inflamatorias como ser IL1a y 8, IL6, TNFa y MCP1, inducida por el tratamiento con
LPS e IFN-y en células FABP4-/- '8 El mismo efecto fue alcanzado al inhibir FABP4 con BMS309403
en THP-1y RAW 264.7 4157164

En suma, los antecedentes apoyan la idea que la deficiencia o inhibicion de FABP4 en
macrofagos, induce una disminucién de la acumulacién de lipidos, por activacion del metabolismo
del colesterol y promueve un fenotipo anti-inflamatorio, evidenciado por una reduccién en la
produccion de citoquinas y quimioquinas inflamatorias. Como ambos efectos podrian relacionarse
con la activacién de PPARy, podria sugerirse que FABP4 tiene un efecto de tipo inhibitorio sobre la
activacion de este receptor, por lo menos en ciertas circunstancias. Como se menciono
anteriormente, una hipdtesis que explica este efecto, seria que en estado de reposo la FABP4
podria secuestrar o favorecer la degradacion de ligandos enddgenos activadores de PPAR. Una
alternativa, seria que el destino del ligando transportado por la FABP4 depende de su estructura y
de los cambios que pueda inducir en la FABP4, de esta manera la FABP4 podria actuar tanto
secuestrando como transportando ligandos que tengan potencial para unirse a PPARy. En este
contexto, si se considera la naturaleza lipidica de los NO,-FA, seria posible que fueran
transportados por la FABP4 en el interior celular. Incluso podrian competir con ligandos presentes
en la célula, modificando el perfil de ligandos que transporta la FABP4 al nuicleo, hacia la
movilizacion de ligandos activadores de PPARYy.

1.9 Los monocitos y macréfagos como modelo de estudio de los
efectos de los NO,-FA mediados por PPARy

Para estudiar la contribucion de la FABP4 a la activacion de PPARy en un contexto celular
elegimos como modelo los monocitos y macrofagos. Hasta el momento, no existen estudios que
hayan profundizado en la activacién de PPARy por NO,-FA en células mieloides. Sin embargo, la
eleccion de este modelo resulta interesante por varios aspectos, en primer lugar los monocitos y
macrofagos estan involucrados en el inicio de la respuesta inmune innata, que induce una
respuesta inflamatoria con aumento a nivel local de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno y
por lo tanto aumenta la probabilidad de formacion enddégena de NO,-FA. De modo que la
interaccion NO,-FA macrofago y los efectos moduladores resultantes de ese encuentro podrian
tener su correlato a nivel fisiolégico. En segundo lugar, no se ha estudiado hasta el momento la
activacion de PPARy por los NO,-FA en macroéfagos, por lo tanto con nuestro trabajo estariamos
contribuyendo al conocimiento en relacion a la sefializacion de los NO,-FA. En tercer lugar, se sabe
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que la FABP4 esta altamente expresada en monocitos y macréfagos, y que su expresion depende
de la activacion de PPARy. En vistas de que los NO,-FA son ligandos parciales de PPARy y que
podrian activarlo en monocitos y macréfagos, dicha activacion tendria como resultado un aumento
de la expresién de FABP4, que favoreceria la sefalizacion por los propios NO,-FA. Finalmente,
ahondar en los efectos de los NO,-FA sobre las respuestas de los monocitos y macréfagos en
distintos contextos inflamatorios constituye un punto interesante en si mismo, considerando la
posibilidad de la administracién de los NO,-FA de manera exdgena para la modulacion de la
inflamacion en patologias que involucren a dichas células.

1.10 Aspectos basicos de los distintos grupos de monocitos y sus
funciones

Los monocitos son células que circulan por la sangre y constituyen el 10 % de los leucocitos
circulantes en humanos. Se desarrollan en la médula dsea a partir de un progenitor mieloide
comun compartido con los eritrocitos, plaquetas, células dendriticas (CD) y granulocitos. Luego de
su generacion los monocitos son liberados a la circulacion a la espera de ser reclutados a un sitio
de inflamacion. Histéricamente se creia que los monocitos reclutados originaban a los macréfagos
de los tejidos y a las CD, hoy en dia se sabe que la mayoria de las células derivadas de los
monocitos presentan funciones diferentes a los macréfagos y CD y que por el contrario la mayoria
de los macrofagos residentes de tejido poseen un origen embrionario. La caracteristica mas
relevante de los monocitos es que pueden ser reclutados en gran nimero y de manera rapida al
sitio en cuestion, en donde pueden diferenciarse para proveer una respuesta inflamatoria o
resolutiva dependiendo de las sefiales presentes en el microambiente (revisado por '®).

Existen tres grandes grupos de monocitos que se definen dentro del conjunto de células HLA-
DR*. En humanos, los CD14"CD16  se denominan clasicos, y constituyen entre 80-90 % de los
monocitos circulantes. El restante 10-20 % es conocido como no clasico y lo componen células
CD147CD16" intermedio y CD14°°CD16". En ratén los marcadores utilizados para definir a los
monocitos  son otros, mientras  que los  clasicos  son definidos como
Ly6C*"*°CX3CR1™“CCR2*CD62L* CD43"°, los no clasicos lo son como
Ly6C*¥°CX3CR17"CCR2™°CD62L°CD43* . La comparacién transcripcional entre humano y ratén

| ,
2 asi como entre no

mostrd una correlaciéon entre los monocitos clasicos CD14°CD16" y los Ly6C
clasicos CD14°¥°CD16" y los Ly6C"¥°. De todos modos, la representacién de cada grupo difiere
entre las especies, ya que en humanos hay predominancia de los clasicos mientras que en ratén
estan igualmente representados.

Los monocitos Ly6C*"™

pueden potencialmente diferenciarse a diversos tipos celulares. Una vez
salidos de la médula 6sea, son liberados a la circulacion y en condiciones de homeostasis circulan
por 1 dia para luego migrar hacia diferentes tejidos con el fin re-repoblar parte de la poblacién de
macroéfagos residentes, o alternativamente se quedan circulando para dar origen a los monocitos
Ly6C3° "8 De esta manera casi todos los tejidos del organismo presentan células descendientes

alto

de monocitos Ly6C™™, aunque el aporte a los macréfagos residentes representa una fraccién
minoritaria al compararlos con los de origen embrionario. Los macréfagos derivados de monocitos
difieren de sus monocitos precursores, ya que sufren cambios transcripcionales inducidos por el
ambiente del tejido en el que se encuentran, que los asemeja a los macréfagos residentes de
origen embrionario, aunque también con ellos mantienen diferencias epigenéticas,

transcripcionales y funcionales. Otra posibilidad es que los monocitos extravasen a los tejidos sin
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. . . , . . . . 1
sufrir diferenciacién a macréfagos, y en cambio constituyan un reservorio local de monocitos '®°.

Finalmente, los monocitos Ly6C*
Ly6C"@°,

Los monocitos no clasicos tienen un promedio de vida en la circulacién de 2 dias en ratén y 7

pueden continuar en la circulacién y dar origen a los monocitos

, 168,171 . . o epe 171 . .
dias en humano """, dependiendo de la disponibilidad de M-CSF """, EI mayor tiempo de vida en
la circulacion les otorga una ventaja ya que mantiene un pool importante de células circulantes
incluso en condiciones de inflamacién, cuando los monocitos clasicos se destinan mayoritariamente

bajo

a extravasar a los tejidos, y no pueden originar monocitos Ly6C”?°. La funcién de los monocitos no

clasicos en condiciones de homeostasis es monitorear la vasculatura mediante interacciones con las
células endoteliales 2.

En condiciones patoldgicas los monocitos clasicos ejercen funciones no redundantes con las de
los macréfagos y las CD, entre las cuales se encuentran actividades pro-inflamatorias, presentacion
de antigenos, remodelamiento del tejido o actividades anti-inflamatorias. Los monocitos pueden
adoptar un papel pro-inflamatorio perjudicial en enfermedades como la encefalomielitis
autoinmune ' y la colitis inducida por DSS. Se ha reportado que también participan en procesos
de fibrosis '"* asi como en la diferenciacion a células espumosas en el contexto de la aterosclerosis
"> Por otra parte, en varios modelos los monocitos infiltrantes cumplieron funciones esenciales en

176,177

la reparacién del tejido Finalmente, los monocitos reclutados también mostraron la

capacidad de adoptar un fenotipo anti-inflamatorio productor de IL-10 en un modelo de dafio en

la médula espinal '"®

, regulando la respuesta inflamatoria de macrofagos residentes. Es asi que los
monocitos clasicos en condiciones patoldgicas extravasan a los tejidos y ejercen funciones varias
como consecuencia de la gran plasticidad que poseen para responder a los estimulos del ambiente.

Por su parte los monocitos no clasicos en condiciones patoldgicas asi como lo hacen en
condiciones de homeostasis, ejercen sus funciones principalmente en la vasculatura, por ejemplo se
encargan de eliminar restos celulares circulantes '’°. También eliminan la proteina B-amiloide en el

. - L. 180
[imen de las venas previniendo su acumulacion

. Se ha visto que en células del endotelio
activadas por TLR7, los monocitos Ly6C*¥° se encargan del reclutamiento de los neutréfilos que

median la muerte de las células endoteliales, para luego proceder a la eliminacién de los deshechos

181 bajo

celulares De este modo, los monocitos Ly6C actian como fagocitos residentes de la
vasculatura con el fin de mantener la homeostasis en dicho compartimento.
Finalmente, los monocitos pueden en ciertos casos cubrir la desaparicion de macréfagos

18218 No se conoce con exactitud, si los

residentes que se da bajo ciertas condiciones inflamatorias
macrofagos derivados de monocitos pueden suplir todas las funciones de los macréfagos
residentes de origen embrionario y se tiende a pensar que carecen de la capacidad de auto

renovarse, al menos por periodos largos.

1.11 Aspectos basicos de las respuestas celulares mediadas por
macrofagos

Los macréfagos son células del sistema inmune involucradas en la resolucidn de la inflamacién.
Son efectores y reguladores de la inflamacion y la respuesta innata, que constituye la primera
barrera de defensa del organismo. Expresan receptores codificados en la linea germinal, capaces de
reconocer patrones comunes a patdgenos, son capaces de producir proteinas con efectos
microbicidas y dirigir la respuesta inmune mediante la produccién de citoquinas y quimioquinas.
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Ademas, estan encargados de mantener la homeostasis de los tejidos, a través de la remocion de
células apoptoticas y la produccion de factores de crecimiento.

Los macréfagos son células residentes de tejidos linfoides y no linfoides, originadas a partir de
precursores embrionarios, que en la etapa de desarrollo pueblan los tejidos y se mantienen alli

170,184,1 167,1 H H HVH
0184,185 67186 Durante el transcurso de la vida del individuo, estos

hasta la adultez ( y revisado por
macrofagos son capaces de autorrenovarse, manteniendo un pool constante de células en los
tejidos independientemente de los monocitos circulantes en sangre. Su desarrollo, diferenciacion y

187,188
. Los

supervivencia depende intimamente del factor estimulante de colonia 1 (M-CSF) e IL34
macrofagos presentan una gran plasticidad que les permite censar las sefiales del entorno y
modificar su fenotipo en base a ellas. La clasificacion méas comun define dos subpoblaciones
denominadas clasica o M1 y alternativa o M2, en un intento de hacer un paralelismo con la

. ey ) . 189
diferenciacion de células T (revisado por

). La denominacion alternativa surgié en contraposicion
a la activacion clasica de los macréfagos, cuando se encontrd que ciertos estimulos como la IL-4
inducian la expresién del receptor de manosa (Mrc1), obteniéndose un fenotipo “alternativo” al
anteriormente descripto '*°. Sin embargo, dentro de la subpoblacién alternativamente activada, se
encuentran una gran variedad de macrofagos con diferentes funciones, por lo que algunos autores
proponen diferenciar a los macréfagos segun sus roles en el mantenimiento de la homeostasis

(revisado por 189

), determinando de esta manera tres grandes grupos, que ademas conciben la
posibilidad de fenotipos intermedios entre ellos. Es asi que la defensa del hospedador, la
reparacion de tejidos y la regulacion de la respuesta inmune, definirian tres poblaciones de
macroéfagos.

En primer lugar los macrofagos activados directamente por patdgenos en un contexto
inflamatorio o los clasicamente activados, son aquellos que se diferencian en la presencia de
ligandos de los receptores tipo Toll (TLR) e IFNy. El IFNy es producido tanto por agentes de la
inmunidad innata, siendo la principal fuente las células NK (del inglés Natural Killers), como por
agentes de la adaptativa. Sin embargo, las NK no son capaces de producir suficiente IFNy para
mantener la diferenciacion de los macréfagos a lo largo de una respuesta inmune, por lo que se
precisa de otra fuente como ser los linfocitos Th1. Como resultado de su activacion, los macrofagos
clasicos presentan una alta capacidad microbicida debido a sus capacidades fagociticas mediadas a
través de la expresion de receptores de superficie especializados ', como ser receptores Fc y del
complemento, y al aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno,
producidas por la activacién de la NADPH oxidasa y la sintasa de éxido nitrico (NOS2). La activacion
induce a su vez, la produccion de citoquinas inflamatorias entre las cuales se encuentran IL1, IL6 y
TNFa %%, que si bien poseen un rol beneficioso para el hospedador, reclutando y activando células
efectoras como monocitos y neutréfilos, pueden dafar los tejidos propios si su produccién no es
finamente controlada.

Por otra parte se encuentran los macrofagos encargados de la reparacion tisular, cominmente
llamados macréfagos alternativos. Se cree que el estimulo de diferenciacion seria la IL4, que se
produce como resultado de dafio tisular, aunque no es claro qué células son las responsables de su
produccion '*%. Basofilos y mastocitos podrian ser los responsables de esta producciéon temprana
de IL4, mientras que la respuesta Th2 a helmintos parasitos genera por su parte la produccion de
IL4 e IL13 " La diferenciacién a macréfago alternativo induce la actividad de la arginasa 1, que
transforma la L-arginina en ornitina, precursor de coldgeno necesario para la produccion de la
matriz extracelular y de poliaminas que inducen la proliferacion celular. A su vez al consumir la L-
arginina, disminuye su disponibilidad generando una baja en la producciéon de 6xido nitrico por
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1 . . .
parte de la NOS2 . Sin embargo algunos autores cuestionan el uso de la arginasa 1 como
marcador exclusivo de macrofagos diferenciados con IL4, ya que hay reportes de aumento de la
expresion de arginasa 1 en macréfagos diferenciados en un contexto inflamatorio bajo ciertas

% Es asi que se

condiciones, asi como también en macréfagos infectados por micobacteria
aconseja la caracterizacion del fenotipo celular mediante el uso de varios marcadores en paralelo.
Otros marcadores caracteristicos del fenotipo encargado de la reparacién tisular son la produccion
de grandes cantidades de quitinasas como Ym1 y Ym2 relacionadas con la reparacion de tejido y la
homeostasis ', asi como también de Relma que inhibe la produccion de citoquinas inflamatorias
por Th2 '8 Ademas resulta interesante que la administracion de IL4 in vivo es suficiente para
inducir la proliferacion de macréfagos, mecanismo responsable de la autorrenovacién de los
macréfagos tisulares '%°.

Se ha comprobado que los glucocorticoides liberados en respuesta al estrés pueden inhibir la
respuesta inflamatoria mediada por macrofagos, inhibiendo la transcripcion de citoquinas
inflamatorias y originando asi la tercer poblacién de macréfagos denominada macréfagos
reguladores (revisado por 20) A su vez, este fenotipo puede generarse sobre el final de la
respuesta inmune a modo de limitar la inflamacidn. Fueron descriptos inicialmente mediante la
estimulacion con ligandos de TLR junto con complejos inmunes de IgG. La combinacién de
estimulos indujo un aumento en la expresion de IL-10, caracteristica distintiva de este fenotipo
regulador, a la vez que se provocoé una baja en la produccion de la interleuquina inflamatoria IL-12
2" Como IL-10 puede inhibir la produccion y actividad de varias citoquinas pro-inflamatorias es
gue estos macrofagos son potentes inhibidores de la inflamacion, por mas de que preserven la
capacidad de producir citoquinas pro-inflamatorias y de ser células presentadoras de antigenos %°'.
Muchas veces los macrofagos encargados de la reparacion de tejido y los reguladores son
agrupados bajo el nombre de macrofagos alternativamente activados.

En la actualidad hay un intento por dejar atras las clasificaciones de los macréfagos hasta ahora
utilizadas y unificar los criterios, mediante el uso de una nomenclatura que especifique el estimulo
utilizado para la diferenciacion del macréfago. Por ejemplo, el macréfago clasicamente activado
deberia nombrarse como M(LPS), mientras que aquél al que definimos anteriormente como

202). De este modo se evita el uso de los

reparador deberia definirse como M(IL4) (revisado por
términos, como M1, M2, clasico, alternativo y regulador, que a veces contemplan a mas de una
poblacion y no reflejan el estimulo empleado para la obtencidon de las células. De todos modos,
este cambio no estd completamente instaurado y por un tema de simplicidad en este trabajo

utilizaremos los términos clasico y alternativo.

1.12 PPAR en la diferenciacion de macrofagos

Ademas de los datos que comprueban la funcién de PPARy en la regulacion del metabolismo
lipidico y la modulaciéon de la respuesta inflamatoria, por interferencia con algunas vias de
sefializaciéon, existen datos en la literatura que involucran a este factor en el programa de
diferenciacion de macréfagos y también de células dendriticas.

En relacion a los macréfagos, fue reportado que el tratamiento con IL4 (estimulo para la
induccion del fenotipo alternativo) en distintas poblaciones, indujo la expresion del propio PPARYy.
Al mismo tiempo, IL4 indujo la expresion de la 12/15 lipooxigenasa, enzima capaz de transformar
acidos grasos como é&cido araquidénico o é&cido linoleico, en 13-HODE y 15-HETE, ambos
descriptos como ligandos de PPARy. De modo que el tratamiento con IL4 no sélo aumenta la
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expresion de PPARy, sino que favorece la produccién de ligandos endégenos, promoviendo en
Ultima instancia la activacion de este receptor. Dicha activacion fue medida en términos de la
expresion de CD36, un reportero de PPARy, y controlada a través de la utilizacion de inhibidores

especificos del factor nuclear como ser el GW9662 2%

. Posteriormente fue reportado que la
deficiencia de PPARy en macréfagos, impidid que se alcanzara el fenotipo alternativo luego del
tratamiento con IL4 °®. Dicho efecto quedd evidenciado en primer lugar por la incapacidad de
inducir la actividad arginasa, lo cual puede relacionarse con una disminucidén de la expresion del
gen ya que por presentar un PPRE en su promotor parece depender de la actividad de PPARy
204205 A sy vez, tampoco se logré revertir el aumento de IL6 mediado por LPS, en las células
deficientes para PPARy en comparacion con las normales, evidenciando una dificultad para
promover el fenotipo alternativo. Ain mas, dicho fenotipo se caracteriza por un cambio en el
metabolismo celular, promoviendo uno mas oxidativo. En ausencia de PPARYy, la IL4 fue incapaz de
inducir la B-oxidacion de acidos grasos, contrastando con el cambio observado en las células

control 2%

. De esta manera la IL4 parece depender de la actividad de PPARYy, para poder inducir el
fenotipo alternativo en su totalidad.

Contrariamente Szanto y colaboradores, realizaron un extenso trabajo donde mostraron que
macrofagos derivados de médula ésea (BMDM) provenientes de animales deficientes en PPARy en
presencia de IL4, no presentaron alteraciones en la expresion de ninguno de los marcadores
alternativos entre los cuales se encontraba Arg7, Chi3/3y Retnla. Por el contrario, plantearon que la
actividad de IL4 promueve la expresidon de genes regulados por PPARy, como consecuencia de la
sinergia entre el factor de transcripcién que responde a la activacion de IL4 llamado STAT6, y
PPARy °.

Por su parte, Bouhlel y colaboradores utilizando células humanas plantearon una relacion
distinta entre IL4 y PPARy. Observaron que la activacion de PPARy por ligandos sintéticos logré
potenciar la diferenciacién a macréfagos alternativos inducida por el tratamiento con IL4, medido
por el aumento de la expresidon del receptor de manosa y la disminucion de CD163. Estos efectos
fueron solo apreciables cuando se estimularon monocitos, y no se observé ninguin efecto cuando
se estimuld Unicamente con agonistas de PPARy, indicando una dependencia del efecto de IL4. Por
el contrario, la activacién de PPARy no provocé los mismos efectos cuando se estimularon con IL4
macréfagos con un fenotipo previamente adquirido, en particular macréfagos diferenciados en
presencia de LPS. En este caso, el tratamiento con IL4 revirtid el fenotipo de los macréfagos hacia

2% Estos

un fenotipo alternativo, pero la activacién de PPARy no tuvo efectos adicionales
resultados indican que la activacion de PPARy potencia el fenotipo alternativo inducido por IL4,
pero que no es capaz por si mismo de inducir la expresion de marcadores alternativos. Ademas los
efectos son evidentes en células que aun no tienen un fenotipo adquirido como los monocitos
circulantes.

Por otra parte, ensayos /n vivo demostraron que el tratamiento con un ligando sintético de
PPARY, la Rosi, aument¢ el infiltrado de macréfagos alternativamente activados en el tejido adiposo
de animales alimentados con una dieta rica en grasas. Como resultado del infiltrado se modifican
las caracteristicas del tejido adiposo, principalmente disminuye la inflamacion inducida por
obesidad, debido al cambio del fenotipo de los macréfagos desde el clasico al alternativo, los

. . . s . . . 207
cuales terminan promoviendo la diferenciacion hacia adipocito 2

. Estos resultados dejan en
evidencia que la activacion directa de PPARy, no sélo presenta efectos anti-inflamatorios,
posiblemente explicados a través de la interferencia de la transcripcion mediada por factores pro-

inflamatorios como NF-kB %, sino que también a través de la modulacidn de la diferenciacion hacia
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macrofagos alternativos, ejerce un efecto en el metabolismo lipidico de los propios macréfagos,
que pueden a su vez modificar las células del entorno.

De este modo, hay un conjunto de resultados que apuntan a la participacion de PPARy en la
adquisicion del fenotipo alternativo en macréfagos inducido por la IL4, mientras que otro autores
plantean que no existe tal relacion. En este sentido, el estudio de la activacién de PPARy por los
NO,-FA en macréfagos estimulados con IL4 podria contribuir a la mejor comprension del didlogo
que se establece entre estas dos vias de sefalizacidn

1.13 Hipotesis

Considerando la informacidon previamente expuesta, existe la posibilidad que los NO,-FA
formados endégenamente o administrados en contextos inflamatorios, actien como ligandos de
PPARy induciendo la expresion de la FABP4 en macréfagos residentes y monocitos reclutados en el
tejido. Dado el papel que cumple la FABP4 en estas células, planteamos que estaria involucrada en
el transporte intracelular y la entrega de los NO,-FA a blancos especificos, como ser PPARy en el
nucleo. Ademas la FABP4 podria proteger los NO,-FA de reacciones no productivas con nucleéfilos
celulares, favoreciendo la sefializacion de estos mediadores a través de Keap1 o las HSPs en el
citoplasma. De esta manera la activacion del eje PPARy-FABP4 contribuiria a regular la sefializacién
por los NO,-FA y en consecuencia sus efectos moduladores. En particular, en un escenario donde la
IL-4 esté presente, la activacion de PPARy por los NO,-FA en monocitos y macréfagos, potenciaria
la diferenciacién de estas células al fenotipo alternativo, colaborando con los mecanismos
asociados a la resolucion de la inflamacion.

Con esta hipotesis en mente nos planteamos los objetivos detallados a continuacion.

1.14 Objetivos

OBJETIVO GENERAL: Estudiar los mecanismos moleculares involucrados en los efectos inducidos
por los NO,-FA en monocitos y macrofagos, explorando la activacion de PPARy y el papel de la
FABP4 en las vias de sefalizacién inducidas y en la adquisicién de fenotipos asociados a distintos
contextos inflamatorios.

Objetivos especificos:
1. Estudiar la activacion de PPARy por NO,-FA en monocitos en diferenciacién y macréfagos,
evaluando la regulacion de la expresidon de la FABP4 como reportera de PPARy y su rol en la

sefializacién por NO,-FA.

2. Estudiar el efecto modulador de los NO,-FA sobre los macréfagos expuestos a distintos
contextos inflamatorios, evaluando el papel de la FABP4 en esta modulacién.
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Capitulo 2

La activacion de PPARYy y el papel
de la FABP4 en la senalizacion de
los NO,-FA en monocitos y

macrofagos humanos



2.1 Introduccion

En este trabajo nos planteamos estudiar los efectos causados por los NO,-FA en monocitos y
macréfagos, ya que tienen particular importancia como protagonistas de la inflamacion
desarrollada durante la respuesta inmune innata y adaptativa. Como ya se comentd, frente a un
estimulo inflamatorio los monocitos serén reclutados y extravasaran al tejido para colaborar con la
respuesta local, donde comenzaran su proceso de diferenciacion hacia macréfagos. En ese contexto
podrian tomar contacto con los NO,-FA formados por el aumento de especies nitrantes y oxidantes
como consecuencia de la activacion celular. Ademas estas células constituyen un buen modelo para
analizar la capacidad de los NO,-FA de activar PPARy, ya que son capaces de expresarlo a lo largo
de su diferenciacion.

Entre los modelos posibles a usar decidimos abordar el trabajo utilizando en primer lugar, una
linea celular humana de pre-monocitos (THP-1) derivada de una leucemia monocitica 208 Estas
células son capaces de diferenciarse a macréfagos en respuesta a distintos estimulos como M-CSF,
vitamina D3 y ésteres de forbol como PMA, alcanzando distintos estadios de diferenciacion en
funcion del tiempo de estimulacion *®. Se ha comprobado que las células obtenidas por
diferenciacion de THP-1 en general responden de manera similar a los monocitos y macréfagos
derivados de sangre periférica, en cuanto a la expresion de receptores tipo Toll, marcadores de
membrana y produccion de citoquinas (revisado por 209210y

De este modo resulta posible a través del uso de las THP-1, explorar los efectos de los NO,-FA
sobre la respuesta de las células en proceso de diferenciacion de monocito a macréfago, para
intentar comprender los mecanismos que sucederian a nivel fisiolégico.

En linea con estas ideas, nos propusimos estudiar la activacién de PPARy en monocitos y
macroéfagos, evaluando la posible regulacién de la expresion de FABP4 como reportera de PPARy y
el papel de la misma en la sefializacion de los NO,-FA. Para ello nos planteamos los siguientes
objetivos especificos:

1) Examinar si los NO,-FA inducen la activacion de PPARy

2) Determinar si los NO,-FA son potenciales ligandos de las FABPs /n vitro y como se
afectaria la unidn a las FABPs por la presencia de nucledfilos celulares como el glutation

3) Estudiar el efecto de los NO,-FA sobre la localizacién celular de la FABP4

4) Estudiar el papel de la FABP4 en la sefalizacion de los NO,-FA interfiriendo con su

actividad mediante el uso de inhibidores sintéticos

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Reactivos quimicos

Todos los reactivos que se listan a continuacién se obtuvieron de la empresa Sigma-Aldrich
(EEUU): adjuvante incompleto de Freund (AIF), albumina del suero bovino (BSA), coctel de
inhibidores de proteasas (#P8340), detergentes (laurilsulfato de sodio (SDS), monolaurato de
polioxietilen-sorbitan (Tween 20), 4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil)phenil-polietilen glicol (Tritén X-100),
Octilfenoxi poli(etilenoxi)etanol (IGEPAL® CA-630), forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), glutation,
DL lisina, leptomicina B, reactivos testeados para su uso en cultivo celular (dimetil sulféxido
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(DMSO), L-glutamina y piruvato de sodio) o para la preparacion de geles de poliacrilamida
(bisacrilamida, N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED) y persulfato de amonio), gel de silica
(flash silica), 3,3',5,5'tetrametilbenzidina (TMB), solucién antibidtica/antimicdtica conteniendo
penicilina, estreptomicina y anfotericina B y todas las sales inorganicas utilizadas en las soluciones
amortiguadoras (salvo que se especifique lo contrario). Por otra parte, la acrilamida, bicarbonato de
sodio (calidad cultivo celular), ditiotreitol (DTT), HEPES (calidad cultivo celular), urea, tricina y los
medios de cultivo DMEM (bajo contenido en glucosa) y RPMI 1640 se adquirieron de AppliChem
(Alemania). El acido acético, acido fosférico, acido sulfarico, cloroformo, etanol, formaldehido,
isopropanol y metanol se obtuvieron de Dorwil, Argentina. El acetato de etilo, la acetona, el
diclorometano, dietileter y hexano se adquirieron de Merck (Alemania). Los reactivos para uso en
técnicas de biologia molecular incluyendo agua libre de ARNasas (MP Biomedicals), la
retrotrasncriptasa M-MLV (del inglés: Moloney Murine Leukemia Virus) y el TRIzol reagent, se
compraron a Life Technologies (EEUU) mientras que la ADNasa-I y el inhibidor de ARNasas
Ribolock a Fermentas, Thermo Fisher Scientific (EEUU). El agonista rosiglitazona (Rosi) y el inhibidor
GW9662 de PPARYy se obtuvieron de Cayman Chem (EEUU). Los inhibidores de la FABP4 HTS01037
(HTS) y BMS 309403 (BMS) se adquirieron de Cayman Chem y ApexBio (EEUU), respectivamente.
Las proteinas recombinantes FABP1 y FABP2 de rata fueron purificadas siguiendo protocolos

convencionales 2"’

y amablemente cedidas por la Dra. Betina Corsico (INIBIOLP, UNLP, Argentina).
Los acidos grasos octadeca-9-enoico (acido oleico, OA), 9,11-octadecadienoico (acido linoleico
conjugado, CLA) y 5,8,11,14-eicosatetraenoico (acido araquiddnico, AA) se obtuvieron de Nu-Check
Prep, Inc (Elysian, MN, EEUU). Los siguientes derivados nitrados de los acidos CLA, OA y acido
octadecanoico (SA) fueron preparados en el laboratorio del Dr. Bruce Freeman (Department of
Pharmacology and Chemical Biology, University of Pittsburgh, Pittsburgh, USA) ''%*?12 y
generosamente donados por el Dr. Francisco Schopfer: 9- y 12-nitro-octadeca-9,11-dienoico (9-
NO,-CLA y 12-NO,-CLA), 9- y 10-nitro-octadeca-9-enoico (9-NO,-OA y 10-NO,-OA) y 10-nitro-
octadecanoico (NO,-SA). Cabe mencionar que los términos NO,-CLA y &cido nitro oleico (NO,-OA)
refieren a la mezcla de los isémeros posicionales mencionados anteriormente. Por otra parte, se
prepararon derivados nitrados del acido araquidénico (NO,-AA) siguiendo el protocolo descripto
en ?® con algunas modificaciones. Brevemente, se incubd una solucién de acido araquiddnico (AA)
en hexano con NaNO; a una relaciéon molar 1:1, y el medio se acidificdé con H,SO, (pH 3) agitando
continuamente a 25 °C. Luego de 30 min, se agrego la misma cantidad de NaNO,. Luego de 30
min, se agregaron a la mezcla de reaccién acetato de etilo y NaCl saturado en una relacién 1:2:1
(viviv), respectivamente. La fase organica se recuperd y secé con Na,SO, anhidro. El solvente fue
evaporado hasta obtener un aceite amarillo. Se realizé6 un primer paso de purificacion por
cromatografia en columna usando flash silica y hexano:dietileter (7:3; viv) como fase movil. Se
recolectaron las fracciones, se analizaron por cromatografia en capa fina (TLC) en placas Alugram
SIL® G/UV (Macherel-Nagel, Alemania) usando hexano:dietileter:acido acético (79:20:1) como fase
moévil y aquellas fracciones enriquecidas en NO,-AA se juntaron. Esta mezcla se fracciond
nuevamente mediante TLC preparativa para eliminar las especies hidroxiladas y los restos de AA,
usando la misma fase movil. Se selecciond la fraccion enriquecida en NO,-AA y se realizd la

extraccion de lipidos por el método Bligh-Dyer *

. Brevemente, se agregd 2.2 partes de metanol,
una de agua, y una de diclorometano (CH,Cl,), mezclando luego de cada agregado en un agitador
tipo vortex, y se goted metanol hasta formar una Unica fase. Posteriormente se agregd una parte
de agua, y una de CH,Cl, y se mezcld nuevamente. Se separd la fase organica, se agrego acetona y

se seco el solvente, para luego resuspender el producto en metanol. Finalmente, la identidad del
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acido graso se verificd y cuantifico (usando AA deuterado como estandar) mediante HPLC ESI
MS/MS (QTRAP 4500, AB SCIEX). Siguiendo este protocolo se obtiene una mezcla de isbmeros
posicionales, a la que le llamamos NO,-AA.

De ahora en mas haremos referencia al conjunto de nitroalquenos como NO,-FA y al conjunto
de acidos grasos precursores como FA.

2.2.2 Obtencion de la forma recombinante de la FABP4 de raton

La forma recombinante de la proteina FABP4 de ratdon se expresé y purificd siguiendo
protocolos convencionales descriptos previamente ?'". Brevemente, se dispuso de un pre-cultivo de
bacterias BL21 transformadas con un plasmido pET11a conteniendo la secuencia del gen Fabp4 de
ratdn. Las bacterias se incubaron a 150 rpm, 37 °C y cuando la suspensién alcanzé una Abs a 600
nm mayor a 0.6, se indujo la expresion de la proteina con IPTG 0.4 mM. A las 3 horas post-
induccion el cultivo se centrifugd 15 min, 5000 rpm, 4 °C, se resuspendié el pellet en tampdn TEK
pH 7.7 (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, KCI 100 mM) y se congel6 a -20 °C. Posteriormente el pellet se
sonico (6 veces) con pulsos de 30 segundos e intervalos de 1 min entre los pulsos. Luego, el lisado
fue centrifugado (30 min, 1000 rpm, 4 °C) y se recuperd el sobrenadante. Se realizé un paso de
precipitacion salina, usando (NH,4),SO, saturado, por 2 h a 4 °C y agitacién continua. Después, el
sobrenadante (SN1) se centrifugé (30 min, 10000 rpm, 4 °C) y se concentré usando un
concentrador de presion positiva (Amicon). Se agregaron 120000 cpm de ["“C]-Palmitato a la
proteina, se incubd por 10 min a temperatura ambiente y luego se purificé la proteina cargada con
el acido graso radiactivo por cromatografia de exclusion molecular usando Sephadex G-50
(Pharmacia Biotech Inc.), seguido de una cromatografia de intercambio aniénico (DE-52, Whatman),
para depletar el ADN contaminante. Finalmente, la rFABP4 fue delipidada usando la resina Lipidex
5000. Brevemente, la columna fue equilibrada con 25 mM K;HPO,, 25 mM KH,PQO,4, 750 mM KCl, 15
mM NaNgz, pH 7.4, a 37 °C. Luego, la muestra fue sembrada y se colectaron fracciones a las que se
le midi¢ la absorbancia (Abs) a 280 nm y la radioactividad emitida. La calidad de la rFABP4 se
estudié realizando un barrido espectral entre 240-340 nm y analizando su perfil por SDS-PAGE
(12.5% de poliacrilamida) en condiciones reductoras, utilizando Coomassie para revelar la presencia
de la proteina.

2.2.3 Obtencion anticuerpos policlonales de conejo anti-FABP4 de raton
2.2.3.a Inmunizacion de conejos con rFABP4

Se generd un suero policlonal anti-rFABP4 en conejo siguiendo protocolos convencionales.
Todos los procedimientos se realizaron bajo la ordenanza de la Comision Honoraria de
Experimentacién Animal (CHEA) de la UdelaR. Como antigeno se utilizé la forma recombinante de
la FABP4 de raton (rFABP4) obtenida tal como se describe en 2.2.2. Brevemente, se inyectd un
conejo New Zealand por via subcutanea con 500 pg de rFABP4 en una emulsion de agua en aceite
(1:1, viv), preparada con Adjuvante Incompleto de Freund en tampdn fosfato salino (PBS, del inglés
Phosphate Buffered Saline, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na,HPO,4 1.5 mM KH,PO,) en un
volumen final de 2 ml. La inyeccion se realizd en varios puntos (4 o 5) del costado del lomo.
Cuando el titulo de anticuerpos anti-rFABP4 en suero disminuyé significativamente (cerca de 16
veces menos que el titulo maximo alcanzado), se realizé una segunda dosis (refuerzo) equivalente a
la anterior. El sangrado se realizd al dia 47 post-refuerzo. El suero policlonal generado presentd un
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titulo de 1/48000 por ELISA y por Western blot reconocié la rFABP4 y una banda de 15 kDa,
presente en extractos de THP-1, compatible con la FABP4 humana.

2.2.3.b Evaluacion de la respuesta de anticuerpos anti-rFABP4 en conejo: medida del
titulo y avidez por ELISA

El titulo es una medida arbitraria de la cantidad de anticuerpos en un suero, que se definid
como el inverso de la dilucidon del suero que arroja una Abs a 450 nm igual a 0.1 en un ELISA de
deteccion de anticuerpos. Por su parte el indice de avidez es un parametro que refiere a la fuerza
de unién de los anticuerpos al antigeno y se define como la concentracion de un agente caotropico
(por ejemplo tiocianato de potasio, KSCN) a la cual la mitad de los complejos antigeno-anticuerpo
se disocian en un ELISA de deteccion de anticuerpos.

A continuacién se describen los dos ensayos de ELISA utilizados para determinar titulo y avidez
del suero hiperinmune. Para determinar el titulo de anticuerpos, se sensibilizaron placas de ELISA
de alta capacidad de adsorcion (placas maxisorp, Thermo Fisher Scientific Nunc, EEUU) con 1 0 0.5
pg/ml de rFABP4 en tampdn carbonato (100 mM NaHCOs;, 100 mM Na,COs) pH 9.6, en camara
himeda a 4 °C durante toda la noche. Luego de un lavado con PBS conteniendo Tween 20 0.05%
(PBS-T), las placas se bloquearon con BSA, por incubacién con PBS conteniendo BSA 0.5% (PBS-B),
durante 1 h en cadmara humeda y a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron dos
lavados con PBS-T y uno con PBS. Se incubd el suero del conejo a distintas diluciones en PBS
conteniendo Tween 20 0.05% y BSA 0.05% (PBS-TB) por 1.5 h a 37 °C en camara humeda y luego
se realizaron 3 lavados con PBS-T. Se incubd con anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa
(1:5000, Calbiochem) por 1.5 h a 37 °C en cdmara humeda y se realizaron 3 lavados con PBS-Ty
uno con PBS. Se revel6 la presencia de anticuerpos anti-rFABP4 mediante el agregado de la
solucién conteniendo el sustrato H,O, (dilucion final 1:1000 del stock 6 % v/v) y TMB 0.1 mg/ml en
tampodn citrato fosfato (Na,HPO, 0.1 M, acido citrico 0.05 M, pH 5). Se frend la reaccion con el
agregado de 50 pl de H,SO, 2 Ny se midié la Abs a 450 nm. Por otra parte, la avidez promedio del
antisuero se determind por ELISA siguiendo la metodologia descripta por Pullen et a/ ™.
Brevemente, en base a los resultados del ELISA anterior, se sensibilizaron placas con 0.5 pg/ml de
rFABP4 y luego de las etapas de bloqueo y lavado se sembraron los sueros de las distintas
extracciones a una unica dilucion, correspondiente a aquella que generd un 80 % de la maxima
reaccion en el ELISA anterior (medida segun la Abs a 450 nm). Luego de la incubacion con los
sueros, se realizé un paso de incubacion con un agente caotrépico, KSCN, en un rango de
concentraciones entre 4 My 0.125 M, por 15 min y a temperatura ambiente. Posteriormente se lavé
con PBS-T tres veces y con PBS 1 vez y se continud con el revelado de los anticuerpos anti-rFABP4
como se describi6 anteriormente.

2.2.3.c Purificacion de los anticuerpos policlonales anti-rFABP4 de ratén por
inmunoafinidad

La fraccién de anticuerpos especificos anti-rFABP4 del suero hiperinmune obtenido en conejo se
purificé por inmunoafinidad usando rFABP4 conjugada a NHS-activated Sepharosa 4 Fast Flow (GE
Healthcare Life Science). Para la preparacion de la matriz se lavaron 100 pl de resina con 10
volumenes de HCl TmM frio, luego se centrifugd 2 min a 2000 rpm a temperatura ambiente y se
descarto el lavado. Para la conjugacion de la proteina, la resina se lavd rapidamente con el tampdn
de conjugacién (NaHCO; 0.2 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3), se centrifugd para descartar el lavado, se
agreg6 medio volumen de tampdn de conjugacion conteniendo 300 ug de rFABP4, y se incubd 4 h
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a temperatura ambiente con agitacién continua. Sin descartar el sobrenadante se agregaron 4
volumenes de Tris-HCl 0.1 M a pH 8.5 y se dejo toda la noche a 4 °C. Luego se centrifugd y
descartdé el sobrenadante y se lavo tres veces con 1 volumen de Tris-HCI 0.1 M pH 8 vy
posteriormente tres veces con 1 volumen de Acetato 0.1 M, NaCl 0.5 M pH 4, repitiendo este
esquema de lavado 4 veces. La resina conjugada se almacend en 20 % de etanol. En paralelo, para
obtener una resina control se realiz6 el mismo procedimiento con la diferencia de que se adicioné
s6lo el tampédn en el paso de conjugacion.

La purificacion de los anticuerpos policlonales anti-rFABP4 del antisuero se realizd in batch,
centrifugando entre cada paso 2 min a 2000 rpm a temperatura ambiente, para separar el
sobrenadante de la matriz. En primer lugar, la matriz se lavé con agua miliQ para eliminar el etanol
y luego se equilibré con PBS hasta verificar que se alcanzara un pH 7. Se agregaron 200 pl de suero
y se incub6 20 min con agitacion. Luego se conservo el sobrenadante y se lavo la matriz 3 veces
con PBS. Finalmente se eluyeron los anticuerpos adsorbidos con 200 ul glicina 0.1 M pH 2.0 y se
neutralizaron con Tris 2 M pH 9.6. Se repitio el paso de elucion entre 3y 5 veces, para luego lavar la
matriz con PBS hasta alcanzar un pH 7. En paralelo, utilizando la matriz control se obtuvo una
fraccién del antisuero, conteniendo una mezcla de aquellos componentes, incluyendo anticuerpos,
gue se unieron de manera no especifica a la matriz.

2.2.4 Ensayos de estimulacion de monocitos y macréfagos con NO,-FAs

Los pre-monocitos humanos THP-1 (ATCC, EEUU) se cultivaron en medio RPMI (RPMI 1640
conteniendo con 10 mM HEPES, 1.5 g/L bicarbonato de sodio, 1 mM piruvato de sodio, 2 mM
glutamina, 100 U/ml penicillina, 0.1 mg/ml estreptomicina y 250 ng/ml anfotericina B)
suplementado con 10 % de suero bovino fetal (SFB, GIBCO, EEUU). Las células se mantuvieron a 37
°C en atmosfera humeda con 5 % de CO, y sub-cultivaron cada 3-4 dias para mantener la densidad
del cultivo entre 0.2 y 1.0x10° cel/ml. Para los ensayos las células se plaquearon a 5x10° cel/pozo en
placas de 24 pozos (Thermo Fisher Scientific Nunc, EEUU), utilizando un volumen final de 1 ml de
medio RPML Para inducir la diferenciacion a macréfagos las células THP-1 se cultivaron en
presencia de 50 ng/ml de PMA en RPMI suplementado con 5 % SFB. Los NO,-FA, sus
correspondientes FA y la Rosi (un ligando total de PPARYy) se testearon a una concentracion final de
1 UM, y se usé como control negativo el vehiculo (DMSO). Para determinar los efectos sobre los
monocitos en diferenciacion, los compuestos se agregaron junto con el PMA. Para determinar los
efectos en los macréfagos completamente diferenciados, se obtuvieron macréfagos luego de 72 h
de diferenciacién con PMA, se cultivaron por 48 h en ausencia de PMA (24 h en RPMI
suplementado con 1 % SFB y 24 h en RPMI sin SFB), y luego se estimularon con NO,-FAs, Rosi o
controles en ausencia de SFB. Para determinar cambios en la expresion de genes de interés por RT-
gPCR (retrotranscripcién acoplada a PCR cuantitativa) todos los experimentos se frenaron luego de
6 h de estimulacién, mientras que para evaluar cambios a nivel proteico por citometria,
inmunofluorescencia o Western blot los experimentos se frenaron luego de 16 h de estimulacion.
Cabe sefalar que se realizaron ensayos cinéticos para evaluar la activacion de PPARy donde se
usaron como tiempos finales 3, 6, 9 y 17 h, y se midieron los cambios en la expresion de genes
reporteros por RT-qPCR.

Con el fin de evaluar la contribucién de la activacion de PPARy en los efectos inducidos por los
NO,-FAs, se realizaron experimentos similares en presencia del inhibidor de PPARy, GW9662 ',
gue se une de manera irreversible al receptor nuclear. Brevemente, las células se trataron con PMA
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por 3.5 h, y luego por 30 min con GW9662 (1 o 2.5 uyM) en RPMI suplementado con 5 % SFB.
Luego, las células se estimularon con los NO,-FAs o sus correspondientes FA controles. Se
estudiaron los niveles de ARNm y proteina a las 6 h'y 16 h post-estimulacion, respectivamente.

Para evaluar el papel de FABP4 en la sefalizacién de los NO,-FAs, se realizaron ensayos de
estimulacién en presencia de los inhibidores de FABP4 BMS ' y HTS °"® en medio RPMI
suplementado con 5 % SF delipidado (SFd, PAN Biotech, Alemania). Las células se pre-trataron con
PMA junto con BMS (25 puM) o HTS (15 puM) por 2 h, y luego se estimularon con NO,-FAs o los
controles por 6 h. Posteriormente, se analizd la expresion de ARNm como se describe maés
adelante. En el caso de HTS, se realizd un paso adicional de pre-incubacion (24 h) en RPMI

conteniendo 5 % SFd como se describié previamente 2.

2.2.5 Ensayos de viabilidad

La viabilidad celular se evalué utilizando el ensayo de MTT [bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol] (Bio Basic Inc.,, Canada). Las células se cultivaron en presencia de 200 pg/ml
de MTT en PBS con 0.1 % glucosa por 3 h a 37 °C, 5 % CO,. Luego se lavaron con PBS y el formazan
generado se disolvié en DMSO y se midié la Abs a 560 nm. En el caso de los monocitos en
diferenciacion, la viabilidad también se analiz6 mediante la exclusién de la sonda de viabilidad
conocida como LIVE/DEAD, conjugada al fluorocromo FITC (Invitrogen), evaluando su difusién en
las células muertas por citometria de flujo. Brevemente, se incubaron 3x10° células con 10 ul de
L/D-FITC diluido 1/500 en PBS por 10 min en oscuridad a temperatura ambiente y luego se
realizaron 2 lavados con PBS conteniendo 0.1 % BSAy 2 mM EDTA.

2.2.6 Analisis de la expresion génica

Para analizar la expresién génica en primer lugar se obtuvo el ARN total de las células. Para esto,
las células se lisaron con TRIzol Reagent siguiendo las recomendaciones del fabricante (300 pl del
reactivo para 5x10° células, pipeteando varias veces para homogeneizar) y se conservaron a -80 °C
hasta su procesamiento. Para extraer el ARN total, al homogeneizado se le agregé cloroformo (60
), se agitd manualmente y separaron las fases acuosa y orgéanica mediante centrifugacion (12000
g, por 15 min a 4 °C). Se recuperd la fase acuosa y se precipitdé el ARN con isopropanol (150 pl)
mezclando suavemente y dejando reposar a temperatura ambiente por 10 min. Luego se centrifugo
la muestra (12000 g, por 15 min a 4 °C), se descarté el sobrenadante y el pellet se lavd con 300 pl
de etanol (75 % en agua libre de ARNsas) usando un agitador tipo vortex. Posteriormente la
muestra se centrifugé (7500 g, 5 min a 4 °C), se descarté el sobrenadante y se dejé secar el pellet a
temperatura ambiente por 30 min. Se resuspendié el pellet en 20 pl de agua libre de ARNsas y se
calentd durante 10 min a 55 °C para disolver completamente el ARN. Se midio6 la concentracién y se
verifico la calidad del ARN obtenido (relacién Abs 260/Abs 280 y Abs 260/Abs 230) utilizando el
espectrofotémetro Nanodrop (Thermo Scientific). Las muestras de ARN se congelaron a -80 °C para
su conservacion.

En segundo lugar a partir del ARN total se preparé el ADN copia (ADNc), pero previamente las
trazas de ADN gendmico se eliminaron de la muestra por tratamiento con ADNasa-I, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, 1 ug de ARN se mezclé con 1 unidad de ADNasa-],
su correspondiente tampdn conteniendo MgCl; y agua libre de ARNasas (c.s.p. 10 pl). Se incubé 30
min a 37 °C en termociclador (Bioer, China). Luego se inactivd la enzima por incubacién a 65 °C
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durante 10 min en presencia de EDTA. A continuacion se realizé la sintesis de la hebra
complementaria de ADN (ADNc) usando la transcriptasa reversa M-MLV. Brevemente, a la mezcla
de reaccion anterior se le adicionaron la enzima M-MLV (200 unidades), 0.5 mM dNTPs, 5 yM
cebadores aleatorios y el inhibidor de ARNasas Ribolock (40 unidades). La reaccién de sintesis se
realizé en un termociclador en tres pasos utilizando las siguientes condiciones: 25 °C por 10 min, 37
°C por 50 miny 70 °C por 15 min.

Para evaluar los niveles de expresidon génica, se utilizaron cebadores especificos del gen de
interés para amplificar el ADNc correspondiente por PCR en tiempo real (qPCR). Los cebadores, se
disefiaron en el software Primer Express (Applied Biosystems, EEUU) y se verifico su eficiencia de
amplificacién exigiendo que fuera entre 90 y 110%. Las secuencias de los cebadores utilizados se
muestran en la Tabla 2.1. Para la gPCR se empled el kit comercial QuantiNova SYBR Green PCR kit
(Qiagen, Hilden-Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se mezclaron 5 pl
de SYBR con los cebadores especificos (sentido y anti-sentido) a una concentracion final de 0.9 uM,
en un volumen final de 10 pl conteniendo 2 yl de molde. La reaccion se realizd en un Rotor-Gene
Q real-time PCR cycler (Qiagen) utilizando el siguiente protocolo: 15 min a 95 °C, seguido de 40
ciclos de 15sa 94 °C, 30sa 50 °Cy 30 s a 72 °C. El cambio en el nivel de expresion de los genes de
interés se reporté relativo a los niveles observados en las muestras control usando el método 244
218 dénde ACt = Ct del gen de interés-Ct de un gen constitutivo. En algunos casos se informd la
cantidad de ARNm del gen de interés sin normalizar por la condicién control, calculado como 272
Para todos los ensayos se usé como gen constitutivo el GAPDH, excepto para aquellos que se
realizaron en presencia de BMS donde se usé el 78S.

Tabla 2.1: Cebadores disefiados para qPCR

Gen Cebador sentido Cebador anti-sentido

188 GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG
ABCA1 TTTCCAGGCCAGTACGGAAT TCGCCAAACCAGTAGGACTT
ABCG1 CTGACATTTCCCCTGGAGATG TCCAGTACACGATGCTGCAGTA
CD36 GTGGCAGCTGCATCCCATAT TCTGACTTGGAACATAGAAGATTTTGA
CPTI1A GGTGGTGGGCGTGATGA CAGTTGGCCGTTTCCAGAGT
FABP4 GCCAGGAATTTGACGAAGTCAC TTCTGCACATGTACCAGGACAC
FABP5 CCCTGGGAGAGAAGTTTGAAGA AATGCACCATCTGTAAAGTTGCA
GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTG CTCTTGTGCTCTTGCTGGG
GCLM AGACGGGGAACCTGCTGAA TCATGAAGCTCCTCGCTGTC
Ho1 AAGACTGCGTTCCTGCTCAA GGGGGCAGAATCTTGCACTT
HSP70 CCACCAAGCAGACGCAGAT GCCCTCGTACACCTGGATCA
IL1B TTGGTGATGTCTGGTCCATATGA GGACATGGAGAACACCACTTGTT
MCP1 GCTCAGCCAGATGCAATCAA GCCTCTGCACTGAGATCTTCCT
MMP9 GGGACGCAGACATCGTCATC TCGTCATCGTCGAAATGGGC
PPARG CAACAGACAAATCACCATTCGTTAT GGATGGCCACCTCTTTGCT

2.2.7 Deteccion de CD36

Los monocitos THP-1 en diferenciacién (1x10° cel/pozo, en placas de 24 pozos) estimulados
segun se describi6 en 2.2.4, se lavaron dos veces con PBS frio y se despegaron por tratamiento con
PBS conteniendo 1 mM EDTA, 0.1 % NaNj3, 0.1 % glucosa (tampdn PBSkc) por 10 min a 4 °C. Luego
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de bloquear con PBSgc suplementado con 0.1 % SFB, las células se incubaron con anticuerpos IgM
de ratén anti-CD36 humano (BD Biosciences, EEUU) o con el control isotipico (BD Biosciences)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente las células se lavaron 3 veces y se
incubaron con un anticuerpo anti-IgM de ratdon conjugado a ficoeritrina (BD Biosciences) segun el
protocolo del fabricante. Las células se adquirieron en un equipo FACSCalibur (BD Biosciences) y se
analizaron usando el software FlowJo (version 7.6, EEUU, www.flowjo.com).

2.2.8 Deteccion de FABP4
2.2.8.a Inmunofluorescencia

Las células THP-1 (5x10° células) se plaquearon sobre cubreobjetos colocados en placas de 24
pozos y preincubaron con PMA (50 ng/ml) por 2 h. Luego se estimularon con 1 uM de NO,-FA, FA
o Rosi en RPMI suplementado con 5 % de SFd, por 10 h a 37 °C, en atmosfera himeda conteniendo
5 % CO.,. En paralelo, se prepararon células control mediante tratamiento con el vehiculo (DMSO).
Posteriormente las células se fijaron por 10 min con 4 % de formaldehido en PBS, lavaron tres veces
con PBS, e incubaron con anticuerpos de conejo anti-rFABP4 o anticuerpos control (preparados tal
como se describié en la seccion 2.2.3.c), diluidos 1:100 en PBS conteniendo 0.1 % triton x100, 0.1 %
aziday 0,1 % DL lisina (tampdn de incubacién) suplementado con 5 % de suero de cabra, durante
toda la noche a 4 °C y en cdmara humeda. Luego de tres lavados con PBS, las células se incubaron
con anticuerpos de cabra anti-IgG (H+L) de conejo conjugados a Alexa Fluor TM 488 (Invitrogen,
1:1600 en el tampon de incubacion) por 1.5 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Se realizaron
tres lavados con PBS y posteriormente se tifieron con DAPI (Calbiochem-Novabiochem, 300 nM en
PBS) por 30 min, a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se realizaron tres lavados con
PBS y los preparados se montaron con glicerol:Tris-HCl 100 mM pH 8.5 (9:1, viv) y se sellaron. Las
células se observaron y fotografiaron con un microscopio de epifluorescencia (Nikon E800, Japon).

2.2.8.b Western blot

2.2.8.b.1 Obtencién de extractos celulares

Se obtuvieron extractos celulares de monocitos en diferenciacién estimulados con NO,-FAs en
forma similar a la descripta en 2.2.4, pero a partir de un mayor nimero de células. Brevemente, se
plaguearon 3x10° monocitos THP-1 p/pozo en placas de 12 pozos (Thermo Fisher Scientific Nunc,
EEUV). Luego de 16 h de estimulacidn, los monocitos se lavaron 2 veces con RPMI sin SFB a 37 °C,
lisaron utilizando un tampon hipotonico (Hepes 10 mM, EDTA 0.5 mM, KCI 10 mM, pH 7.5,
suplementado con DTT 1 mM vy céctel de inhibidores de proteasas, 500 ul p/pozo) y sonicaron (3
rondas de pulsos de 1 min a 15 % seguido de tres rondas a 30 % de la potencia total) usando un
Omni-Ruptor 4000 (OMNI International Inc.). La concentracion aproximada de proteinas se estimo
en base a la Abs a 280 nm.

2.2.8.b.2 Separacion de proteinas por SDS-PAGE y Western blot

En un primer paso las muestras de los lisados celulares se fraccionaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE) siguiendo protocolos
convencionales. Brevemente, se utilizaron geles concentradores y separadores de acrilamida de 1.5
mm de espesor al 4 % (m/v) y al 12.5 % (m/v), respectivamente. Las muestras (100 ug de proteina)
se diluyeron en tampon de carga 6x (0.35 M Tris-HCl pH 6.8, 10 % SDS, 10 % glicerol, conteniendo
azul de bromofenol) en condiciones reductoras (40 uM DTT), y se calentaron por 10 min a 90 °C
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previo a ser sembradas. La corrida se realizé usando una solucién tampon de corrida (Tris al 0.3 %
(m/v), glicina al 1.44 % (m/v), SDS al 0.1 % (m/v)). La electroforesis se realizd en el sistema Mini
Protean 3 (Bio-Rad), aplicando entre 25-35 mA durante toda la corrida. Se utilizaron marcadores de
peso molecular pre-tefidos de entre 20 y 120 kDa (Thermo Fischer Scientific). Luego, las proteinas
separadas en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore-Merck,
EEUU), utilizando el sistema de electrotransferencia hUmeda (Bio-Rad) y una solucién tampon de
transferencia (Tris-base 50 mM, glicina 380 mM, SDS al 0.1 % (m/v), metanol al 20 % (v/v) durante
toda la noche a voltaje constante de 56 V y 4 °C. Las membranas se bloquearon con PBS-BSA 0.5 %
y se incubaron (durante toda la noche, con agitacion continua a 4 °C) con el antisuero de conejo
anti-rFABP4 (1:20000) o el anticuerpo IgG de conejo anti-tubulina humana (1:1000, Cell Signaling,
EEUU) diluidos en PBS-Tween-BSA. Luego de tres lavados con PBS-T, se incubaron con el anti-IgG
de conejo conjugado a peroxidasa (1:2000, Calbiochem). El revelado se realizé utilizando el sustrato
quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Thermo Fischer Scientific) y se fotografié en un sistema
de imagen (G:BOX, Syngene, India). La densitometria de las bandas se realizé con el software
Image) 219

2.2.9 Meétodos para evaluar la translocacion nuclear de la FABP4
2.2.9.a Analisis por inmunofluorescencia

Para la puesta a punto se estudio la translocacién nuclear de FABP4 en células THP-1 en vias de
diferenciacion a macrofagos, estimuladas con NO,-CLA o CLA utilizando DMSO como control. En
primer lugar, las células se estimularon por 10 h con PMA mas 1 uM de NO,-CLA, CLA o DMSO
con el fin de obtener niveles detectables de FABP4. Luego las células se re-estimularon
manteniendo el mismo tratamiento usado en la primer estimulacion por 30, 60 o 240 min.
Posteriormente, las células se tifiieron como se describié anteriormente. Para los ensayos de
translocacion las células fueron estimuladas con por 10 h con PMA méas 1 uM de NO,-FA usando
DMSO como control. Luego se agregd Leptomicina B (10 ng/ml) por 30 min y se realizd una re-
estimulacion corta (30 o 60 min) con NO,-FA, FA o Rosi (entre 1y 10 uM). Las células se tifieron
como se describié anteriormente sumando al paso de tincion con DAPI la faloidina-rodamina (0.3
pg/ml, Santa Cruz Biotechnology, EEUU) para tefir el nlcleo y citoplasma, respectivamente. Las
imagenes se obtuvieron con un microscopio confocal LSM 800-AiryScan (Zeiss, Alemania) y se

procesaron usando FLI/Image) 220

. La cuantificacion se realiz6 en al menos 30 células por
condicion, en tres experimentos independientes. Los nlcleos y toda la célula se delimitaron segun
la tincibn con DAPI y faloindina-rodamina, respectivamente, y la densidad integrada (area
seleccionada*valor promedio de la sefial, DI) se midié para cada compartimento celular. La
distribucion de FABP4 se analizd determinando la relacién nucleo/citoplasma, calculada como DI

Nuclear/(DI Total — DI Nuclear) (N/T-N).
2.2.9.b Analisis mediante fraccionamiento celular seguido de Western blot

Se sembraron pre-monocitos THP-1 (2x10° cel/pozo) en placas de 12 pozos, y se indujo la
diferenciacion a macréfago con PMA (50 ng/ml) en RPMI suplementado con 5 % SFd, en presencia
de Rosi 2 yM o DMSO como control, por 16 h. Luego se realiz6 una re-estimulacion con Rosi o
DMSO por 1, 2, 3, 3.5, 3.75 h. Pasado este tiempo, se despegaron las células con PBS conteniendo
NaN3 0.1 %, EDTA 3mM, glucosa 0.1 % y se separaron sus componentes citoplasmaticos y nucleares
por centrifugacion en un gradiente de densidad discontinuo preparado con Visipaque (densidad
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1.369 g/ml a 20 °C, GE Healthcare Life Science) siguiendo la metodologia descripta por Poglitsch et
al *'. Este gradiente utiliza varias soluciones de diferente densidad, que se colocan en frio
cuidadosamente en un tubo para evitar que se mezclen. Esto forma diferentes capas de densidad
gue los autores que describen el método llamaron floating layer, nuclei wash layer, lysis layery
wash layer, de abajo hacia arriba. Se colocaron las células (2x10% resuspendidas en PBS en la parte
superior del gradiente y se centrifugd a 1000 g y 4 °C por 10 min. Al finalizar se recogio la fraccién
citosdlica (FC) como una fraccién azul por debajo de la capa wash /ayer, y la fracciéon nuclear (FN)
como una fracciéon azul debajo de la nuclei wash layer. A esta Ultima fraccidon se le agrego el
tampon de carga utilizado para el andlisis por SDS-PAGE (6x) y se hirvio. Ambas fracciones se
congelaron a -80 °C para su conservacion. La calidad de las fracciones y la presencia de la FABP4 se
analizaron por Western blot siguiendo el protocolo descripto en 2.2.8.b.2 con algunas
modificaciones. Como este andlisis requeria de una mejor resolucién de las proteinas de bajo peso
molecular, se empled el sistema Tris-Tricina SDS-PAGE, tal como se describié en °*?. Para ello se
utilizaron geles de poliacrilamida de 1.5 mm de espesor y concentraciones 4 %, 10 % y 16.5 % para
las porciones concentradora, espaciadora y separadora, respectivamente. Las FC y FN se diluyeron
con el tampdn de carga (6x) en condiciones reductoras. La corrida se realizé usando una solucion
tampdn de anodo (Tris-HCI 0.2 M, pH 8.9) y una de catodo (Tris-HCI 0.1 M, Tricina 0.1 M, pH 8.25,
SDS al 0.1 % (m/v)). En el andlisis por Western blot, ademas de los anticuerpos anti-rFABP4, se
incubd con anticuerpos de conejo IgG anti-Histona 3 humana (1:3000, Cell Signaling, EEUU) y
anticuerpos de raton IgM anti-GAPDH humana (1:1000, SIGMA-Aldrich, EEUU) para evaluar la
presencia de contenido nuclear y citosélico en las muestras. El revelado se realizé con conjugados a
peroxidasa anti-IgG de conejo o anti-IgM de ratdn (1:2000, Calbiochem) y el sustrato
quimioluminiscente SuperSignal West Pico.

2.2.10Ensayos /n vitro de union a FABPs

2.2.10.a Ensayos de desplazamiento de sondas fluorescentes

Se estudié la unién de los NO,-FA a las isoformas FABP1, FABP2 y FABP4 mediante ensayos de
desplazamiento del acido 8-Anilinonaftaleno-1-Sulfénico (ANS), el cual se comporta como una
sonda fluorescente e hidrofébica capaz de unirse a las FABPs %2. Se incub6 durante 5 min la FABP a
ser analizada (3 pM) con la sonda ANS (10 uM en tampoén 5 mM K;HPO,4, 5 mM KH,PO,, 150 mM
KCl, pH 7.4) en un volumen final de 1 ml. Usando el espectrofluorémetro Fluorolog-3 (Horiba-Yvon)
se excito la sonda a 400 nm (s/it de excitacion 1), y se registré el espectro de emision entre 420-600
nm (s/it de emision 2) a 25 °C, usando el software FluorEssence™. A continuacién, se agregaron
progresivamente pequefas cantidades de NO,-FA y se registré el espectro de emision 2 min
después de cada adicidn hasta alcanzar la saturacién. Se ensayaron los compuestos NO,-CLA, NO,-
OA y NO,-AA y sus correspondientes FA precursores (CLA, OA y AA, respectivamente). Cada
experimento se realizé al menos por triplicado. Los datos obtenidos fueron ajustados a un modelo
de decaimiento hiperbélico de tres parametros (r°=0.99) para FABP4 y FABP2, mientras que se
ajustaron a un modelo sigmoidal de la ecuacién de Hill de cuatro parametros (r*=0.99) para FABP1,
usando el software SigmaPlot (version 11.0, Systat Software, Inc.,, EEUU, www.systatsoftware.com.).

La constante aparente de disociacion (Kd,pp) fue calculada usando la ecuacion ECspjigando/[ANS] =

s . 224
Kdligando/Kd,ans cOMO se describid previamente

. Para obtener la Kqans, se tituld una soluciéon de
FABP (2 uM) con la sonda fluorescente hasta alcanzar la saturacién. Las curvas se ajustaron al

modelo de un sitio de unién a ligando en saturaciéon usando SigmaPlot y la Kgans se calculé como
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el promedio de las constantes de cuatro experimentos independientes. La K4ans para FABP2 no se
obtuvo experimentalmente, en cambio se utilizé la reportada previamente por %%,

Con el fin de evaluar los efectos de la presencia de nucledfilos suaves sobre la unién de los NO,-
FAs a la FABP4, se realizaron ensayos similares a los descriptos anteriormente agregando a la
mezcla de rFABP4 cargada con ANS, distintas concentraciones de glutatién reducido (GSH, 300 uM
—7 mM concentracién final). En estos ensayos se tested el NO,-OA, su FA precursor el OA y el NO;-
SA como control de un acido graso nitrado, pero carente del motivo nitroalqueno que confiere la

electrofilicidad a los NO,-FAs.

2.2.10.b Analisis in silico de union a FABP4

T .. . 22 e s
Los andlisis /in silico se realizaron como se detalla en *?°. Brevemente, se utilizd la estructura

cristalografica de la FABP4 de raton (mFABP4) unida a OA (PDB 1LID) 227 disponible en las bases de
datos publicas, como punto de partida para construir los complejos 1:1 de mFABP4:FA o
mFABP4:NO,-FA en solucion. Se realizaron las dinamicas moleculares (DM), corriendo simulaciones
NPT a 310 K y 1 atm durante 1.2 ps usando AMBER 16 suite **®. El estudio incluyé el OA y el CLA, y
sus correspondientes derivados nitrados contemplando los isémeros de posicion (9- y 10-NO,-OA
y 9-y 12-NO,-CLA) como ligandos de FABPA4. Las estructuras anidnicas de los ligandos en solucién
fueron determinadas por calculos de mecéanica cuantica aplicando la Teoria Funcional de Densidad
(DFT) 229 an un solvente continuo IEF-PCM 2*° usando Gaussian09 '
representativas de cada uno de los 6 complejos estudiados por DM mediante un andlisis de

. Se obtuvieron estructuras

agrupamiento jerarquico aglomerativo. Con el fin de analizar eventuales cambios en la afinidad de
union relacionados con los distintos isomeros, se obtuvieron las energias libres de union
MM/PB(GB)SA %** en un Unica trayectoria, extrayendo 201 instantaneas separadas por 500 ns del
total de los 1.2 us de duracién de la simulacién DM (los primeros 200 ns se descartaron) utilizando

228 . , .,
. Por otra parte, se monitored la translocacion entre

el modulo mmpbsa.py 2** de AmberTools17
las conformaciones abierta/cerrada estudiando la distancia entre Phe57 (bucle BC-BD) y Thr29
(hélice all) a lo largo de toda la trayectoria con cpptraj, y se tomaron valores menores a 8.5 A como
indicadores de la conformacion cerrada. Es importante sefalar que la idea de explorar /n silico
como interacciona la FABP4 con los NO,-FA, si se une o no y qué uniones establece, surgidé en
nuestro grupo pero para llevarla adelante colaboramos con el grupo dirigido por la Dra. L Coitifio
(Laboratorio de Quimica Tedrica y Computacional, Facultad de Ciencias, UdelaR). Los estudios
fueron iniciados por la Dra. Alicia Merlino y posteriormente continuados por el Dr. Jenner Bonanata.
Participé en las instancias de discusién que definieron qué estudios realizar y en todas aquellas
donde se fueron discutiendo los resultados obtenidos.

2.2.11 Analisis de los datos

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces (n = 3) con cada condicién por
duplicado. Los andlisis estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism (version 6,

GraphPad Software, EEUU, www.graphpad.com). Cuando fue posible se analiz6 si la poblacion de
datos presentaba distribucién normal (test Kolmogorov-Smirnov), para definir el uso de test
paramétricos o no paramétricos. En la mayoria de los casos se utilizo el andlisis de varianza de dos
vias (ANOVA) para las comparaciones multiples, con el post-test de Tukey, o el ANOVA de una via
con el post-test de Dunn como se indica en cada experimento. Para los ensayos de
inmunofluorescencia donde se comparan dos grupos, se utilizd el t-test desapareado. Las
diferencias fueron consideradas significativas cuando p < 0.05.
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2.3 Resultados
2.3.1 Estudio de la capacidad de los NO,-FA de activar PPARy

2.3.1.a Analisis de la expresion de genes reporteros de PPARy en monocitos y
macroéfagos

Para estudiar la capacidad de los NO,-FA de activar PPARy en monocitos y en macréfagos, se
utiliz6 como modelo la linea celular humana de pre-monocitos THP-1, la cual mediante el
tratamiento con esteres de forbol (PMA), puede diferenciarse a monocito o macréfago,
dependiendo del tiempo del estimulo. Es asi que generamos dos tipos de células con distintos
estadios de diferenciacion: los que llamamos monocitos en diferenciacién, serian un modelo de los
monocitos reclutados desde la sangre al tejido que comienzan su diferenciacién a macréfagos sin
llegar a diferenciarse por completo y que fueron obtenidos con 16 h de estimulacién con PMA. Por
otro lado los macréfagos, que representan a las células que una vez trasvasadas al tejido lograron
diferenciarse completamente, se obtuvieron luego de 72 h con PMA. De este modo partiendo de
las mismas células podemos comparar efectos en dos estadios distintos de la diferenciacién de
monocitos a macréfagos °%.

En primer lugar se estudié la respuesta de los monocitos en diferenciacion al tratamiento con
Rosiglitazona (Rosi), un agonista fuerte de PPARy y se cuantific6 mediante PCR en tiempo real la
expresion de posibles genes reporteros a diferentes tiempos (Figura 2.1a-d). El gen FABP4 resultd
ser el méas inducido en monocitos en diferenciacidén y en macréfagos, con un maximo de expresién
a las 6 h post-estimulacion (cerca de 20 y 3 veces mas que el control, respectivamente, Figura 2.1e
y f). La expresion de los genes FABP5y CD36 se indujo en forma moderada por Rosi en ambos
tipos celulares, resultando levemente mayor para CD36 en monocitos que en macréfagos. En
cuanto a los genes ABCAT, ABCG7y CPTTA la estimulacién con Rosi tuvo efectos de menor
magnitud y disimiles entre los dos tipos celulares. En vista de estos resultados, se decidié utilizar la
expresion de FABP4, FABP5y CD36 como reporteras de la activacion de PPARy por parte de los
NO,-FA. Para ello, se realizaron estudios donde se administraron concentraciones micromolares
bajas de NO,-FA, sus FA precursores no nitrados o Rosi. En primer lugar se comprobd que en las
condiciones ensayadas ninguno de los tratamientos afectd significativamente la viabilidad celular
(Figura 2.2). Se realizd un ensayo de MTT para monocitos y macréfagos y se utilizé un método
adicional para monocitos que implico el uso de una sonda de viabilidad conjugada a un
fluorocromo, que arrojé el mismo resultado. Esta Ultima estrategia no se utilizé para macréfagos,
porque requiere despegar las células de la placa a la que se encuentran adheridas, lo que de por si
genera dafo de las membranas e introduce mucho error en las medidas. Posteriormente, se
observé que todos los NO,-FA pero no sus FA precursores aumentaron los niveles de expresion de
FABP4 en monocitos en diferenciacion (Figura 2.3a), mostrando incrementos significativos respecto
al vehiculo (DMSO) del orden de 75 6 y 5 veces para NO,-CLA, NO,-OA y NO;-AA
respectivamente. Por otro lado, los niveles de FABP5 permanecieron constantes luego de todos los
tratamientos ensayados (Figura 2.3b), mientras que solo la estimulacién con NO,-CLA logré una
induccion significativa de los niveles de CD36 (incremento del 2.4, Figura 2.3c), sugiriendo que el
NO,-CLA fue el activador mas potente de PPARy entre los NO,-FA testeados en monocitos en
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diferenciacion. Continuando con los resultados en macréfagos, se observé nuevamente que todos
los NO,-FA, pero no sus FA precursores, provocaron un aumento en la expresion de FABP4 aunque
de menor magnitud que el observado en monocitos (incrementos significativos de 1.7, 22 y 2
veces para NO,-CLA, NO,-OA y NO,-AA respectivamente, Figura 2.3e). Por el contrario, no se
registraron cambios en la expresién de FABP5 o CD36 luego del tratamiento con ninguno de los
NO,-FA testeados, mientras que, como era de esperar, Rosi indujo un aumento en la expresion de
ambos genes (incremento significativo de 2.77 y 1.7 veces, Figura 2.3f y g respectivamente).
Finalmente, para evaluar en qué medida los efectos observados sobre FABP4y CD36 inducidos por
Rosi y los NO,-FA son debido a cambios en la expresiéon del propio factor nuclear, se estudiaron los
niveles de expresion del gen PPARG en las células luego de cada uno de los tratamientos, pero no
se encontraron cambios significativos en ningun caso (Figura 2.3d y h). En conjunto, estos
resultados apoyan la idea de que los NO,-FA podrian actuar como ligandos de PPARy en
monocitos en diferenciacion y en menor medida en macréfagos, induciendo la expresién de genes
relacionados al metabolismo lipidico como CD36 y FABP4, sin alterar la expresion del propio
PPARG.
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Figura 2.1: Analisis de la expresion de genes candidatos a reporteros de PPARy en monocitos THP-1
en vias de diferenciacién a macrofagos y en macréfagos.

(a-d) Las células THP-1 se diferenciaron con PMA para generar monocitos en diferenciacion o macréfagos,
que se estimularon con Rosi (1 pM) o DMSO como control negativo. Luego de 3, 6 y 9 h de estimulacion, se
purificé el ARNm total y la expresién de FABP4, CD36, ABCATy ABCGT se cuantifico por RT-qPCR, usando
GAPDH como gen constitutivo. Los resultados se presentan como niveles relativos de ARNm (incremento) en
relacion al grupo DMSO, y corresponden al promedio de tres experimentos independientes + desvio estandar
(SD, del inglés standar deviation). (e) y (f) Niveles de ARNm de varios genes asociados con la activacién de
PPARy luego de 6 h de estimulacion con Rosi (barras grises) en relacion al grupo vehiculo. Las barras
corresponden al promedio de tres experimentos independientes + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente
significativas con el control (t-test test desapareado * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Figura 2.2: El tratamiento con NO;-FA no afecté la viabilidad de monocitos y macréfagos

Se estimularon monocitos en diferenciacion y macréfagos THP-1, obtenidos por tratamiento con PMA, con
1 uM de Rosi, NO,-FA o sus correspondientes FA precursores. En paralelo, las células se incubaron con DMSO
como control. (a) Luego de 6 h de estimulacion, se agregd MTT al cultivo por 3 h y se cuantificd la formacion
de formazan por medida de la Abs a 560 nm. Las graficas representan el porcentaje de viabilidad celular en
relacién al DMSO, y muestran el promedio de 3-4 réplicas = SD. (b) Luego de 1 h de estimulacién las células
se tifieron con una sonda para determinar viabilidad (Live/Dead) conjugada a FITC vy se analizaron por
citometria de flujo. Las graficas representan el porcentaje de células viables luego de cada tratamiento y
muestran el promedio de tres réplicas + SD.
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Figura 2.3: Los NO,-FA indujeron la expresiéon de FABP4y CD36 en monocitos en diferenciacion y en

menor medida en macréfagos.

Se estimularon monocitos en diferenciacion (a, b, ¢, d) y macréfagos (e, f, g, h), obtenidos a partir del
tratamiento de la linea celular THP-1 con PMA, con 1 uM de Rosi, NO,-FA o el correspondiente FA precursor.
En paralelo, las células se incubaron con DMSO (vehiculo) como control. Luego de 6 h de estimulacion, las
células se homogeneizaron para obtener el ARNm total, y los niveles de ARNm de FABP4, FABP5 CD36y
PPARG se determinaron por RT-qPCR, normalizando contra el gen constitutivo GAPDH. Los resultados se
presentan como el incremento relativo en los niveles de ARNm en relacién a las células incubadas en medio, y
corresponden al promedio de al menos tres experimentos independientes + SD. (*) Indica diferencias
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estadisticamente significativas comparado con el DMSO (2ANOVA de dos vias, Test de Tukey de
comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).

2.3.2 Analisis de la expresion de ABCA1, ABCG1 y CPT1A inducida por los
NO,-FA en monocitos y macréfagos

Al estudiar la expresion de los candidatos a genes reporteros de PPARy, se observd que Rosi tuvo
efectos disimiles entre monocitos y macréfagos para el caso de ABCAT, ABCGTy CPTTA, por lo que
se optd por utilizar como reporteros otros genes que tuvieron un comportamiento mas uniforme
entre ambos tipos celulares. De todos modos, se analizé la expresién de estos genes luego del
tratamiento con Rosi y NO,-FA. En primer lugar se observd que de los tres genes, Rosi pudo inducir
Unicamente la expresién de ABCG7 en monocitos (Figura 2.4a), pero ninguno de los NO,-FA pudo
reproducir este efecto. En contraste con los resultados anteriormente obtenidos (Figura 2.1e), no se
observé induccién de ABCAT por Rosi (Figura 2.4b), lo cual refleja que esta respuesta no es robusta
y se pierde en el nivel de dispersién de los datos experimentales. Curiosamente el NO,-OA logro
una induccion significativa de ABCA7 (Figura 2.4b). La expresion de CPT7A no se vid afectada por
ninguno de los tratamientos (Figura 2.4c). En cuanto a los resultados en macréfagos, Rosi no logré
aumentar la expresién de ninguno de los genes estudiados (Figura 2.4d-f), incluyendo CPT7A, Unico
gen para el cual se habia observado un aumento en los ensayos previos (Figura 2.1f), pero el efecto
se perdi6 al considerar todas las condiciones con sus dispersiones asociadas. Por su parte, el NO;-
OA logré inducir un aumento significativo de la expresion de ABCG7y ABCAT (Figura 2.4d y e),
mientras que no hubo efectos sobre CPT7A (Figura 2.4f). Estos resultados indican que en nuestro
modelo de monocitos y macréfagos humanos los genes ABCA7y CPTTA no se comportan como
reporteros de la expresion de PPARy, y ABCGT solo reportaria activacion de PPARy en monocitos.
Respecto a los efectos del NO,-OA sobre ABCG7, ABCAT, la falta de correlato con los efectos
mediados por Rosi, sugiere que se trata de un efecto independiente de PPARYy.
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Figura 2.4: Analisis de la expresion de ABCG1, ABCA1y CPT1A en monocitos en diferenciacién y
macroéfagos estimulados con NO,-FA.

Monocitos en diferenciacion THP-1 (a, b, ¢,) y macréfagos THP-1 (e, f, g), obtenidos tras el tratamiento
con PMA, fueron estimulados con 1 uM de Rosi, NO,-FA o el correspondiente FA precursor. En paralelo,
células fueron incubadas con DMSO (vehiculo) como control. Luego de 6 h de estimulacién, las células fueron
homogeneizadas para obtener el ARNm total, y los niveles de ARNm de ABCG7, ABCATy CPT1A fueron
determinados por RT-qPCR y normalizados contra GAPDH como gen constitutivo. Los resultados se presentan
como el incremento en los niveles de ARNm en relacion al grupo Medio, y corresponden al promedio de al
menos tres experimentos independientes + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el DMSO (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples, * p<0.05, **
p<0.01).

2.3.3 Estudio de los niveles proteicos de genes reporteros de la activacion de
PPARy por NO,-FA

2.3.3.a Produccion de FABP4 recombinante y generacion de anticuerpos anti-FABP4
como herramienta para el estudio de los efectos de los NO,-FA sobre monocitos
en diferenciacion y macréfagos

Con el objetivo de evaluar si los cambios a nivel de ARNm se traducen en un aumento de la
proteina de FABP4 en los monocitos y macroéfagos humanos, se plante¢ estudiar los niveles
proteicos por Western Blot e inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-FABP4. Si bien
existen reactivos comerciales, surgio la idea de obtener la FABP4 de manera recombinante (rFABP4)
para generar anticuerpos anti-rFABP4, aprovechando la infraestructura y experiencia de nuestro
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laboratorio en esta area. En particular, se consiguio purificar la FABP4 murina, la cual nos permitio
generar anticuerpos con reactividad cruzada por la FABP4 humana, debido a la alta similitud
estructural entre ambas proteinas (91 % de similitud, Figura 2.5). Por otra parte, dada la naturaleza
lipidica de los NO,-FA, seria posible que la FABP4 se comportara como un transportador
intracelular de estos acidos grasos nitrados, modulando de algin modo los procesos de
sefializacién asociados a sus propiedades anti-oxidativas y anti-inflamatorias. Por esa razén,
producir la rFABP4 resultd atractivo ya que posibilitaria realizar ensayos /n vitro que aportaran a
evaluar esta nueva hipotesis. Para la preparacion de la rFABP4, se concreté una pasantia en el
laboratorio de la Dra. Betina Corsico, INIBIOLP, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de La
Plata, que tuvo como primer objetivo la expresion y purificacion de la FABP4 de ratén.

2.3.3.a.1 Obtenciéon de FABP4 recombinante (rFABP4)

En el laboratorio de la Dra. Corsico contaban con bacterias BL21 transformadas con un plasmido
pET11a conteniendo la secuencia del gen de la FABP4 murina (Fabp4). En primer lugar se expandio
un cultivo de las bacterias y se indujo la expresion de la proteina con IPTG. Tras la induccidn se lisé
el cultivo y recuperd la fraccion soluble. Posteriormente, para la purificacién de la FABP4, se siguid
un procedimiento utilizado para otros miembros de la familia FABP ***, basado en un paso de
precipitacion salina con (NH4),SO, del cual se recuperd el sobrenadante (SN1). A continuacién, se
agregd palmitato marcado con ™C al SN1, que por unirse especificamente a las FABPs, permite
monitorear su presencia a lo largo de un procedimiento de purificacion. El SN1 marcado con 'C-
palmitato se fracciond entonces por cromatografia de exclusién molecular sobre Sephadex G-50 lo
cual permitié sobre todo eliminar gran parte de los componentes de peso molecular (PM) mayor a
30 kDa. En la Figura 2.6a, se muestran los resultados de este fraccionamiento, en cuya elucion se
detect6 la radioactividad (emisién B correspondiente al '*C) en un hombro del pico de mayor Abs a
280 nm, indicando que se logro6 separar a la proteina cargada con el acido graso radiactivo de gran
parte de los componentes de la mezcla. Para comprobar la presencia de la FABP recombinante
(rFABP4) en dichas fracciones se realizd un SDS-PAGE (Figura 2.6b), donde se observé una banda
de PM aparente de 15 kDa en todas las muestras, compatible con la presencia de la rFABP4. Se
juntaron las fracciones conteniendo la rFABP4 y se realizé una cromatografia de intercambio
anidnico, para descartar entre otros componentes, los acidos nucleicos contaminantes. El grafico de
la Figura 2.6c muestra como la Abs a 260 proveniente de acidos nucleicos se redujo luego de la
cromatografia, quedando mas pura la fraccion correspondiente a la rFABP4. A continuacion se
procedid a delipidizar la proteina mediante cromatografia de afinidad utilizando una resina avida
por lipidos en general (Lipidex 5000), capaz de extraer del bolsillo hidrofobico de la rFABP4 el 'C-
palmitato y otros ligandos que puedan encontrarse ocupandolo. Este paso resultd particularmente
importante pensando en la realizacion de ensayos de unién de los NO,-FA a la proteina, donde se
precisa que el bolsillo hidrofébico se encuentre disponible para la unién de potenciales ligandos.
Se siguid la elucién de la rFABP4 de la columna Lipidex por medida de la Abs a 280 nm. Se
comprobo que la radioactividad disminuyd en las fracciones obtenidas en la elucion respecto a la
muestra de partida (43 vs. 173 DPM), indicando que la matriz fue capaz de competir por el "*C-
palmitato con la rFABP4, extrayéndolo del sitio de unién a la proteina. Finalmente se concentro la
proteina y se corrobord su calidad por Abs a 280 nm y SDS-PAGE (Figura 2.6d y e,
respectivamente). Como resultado se obtuvo un espectro caracteristico con un pico de Abs a 280
nm, mientras que en el SDS-PAGE se observd la banda correspondiente a la rFABP4 ubicada a la
altura de 15 kDa (indicada con una flecha, Figura 2.6e). Ademas se vio una banda minoritaria que
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b)

coincide con el doble del peso de la FABP4 indicando un posible dimero. Como resultado final se
obtuvo un rendimiento de 23 mg totales de rFABP4 por litro de cultivo de bacterias transformadas.

SP|P15090 | FABP4 HUMAN MCDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNMIISVNGDVITIKSESTFKN 60
SP|P04117|FABP4 MOUSE MCDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNMIISVNGDLVTIRSESTFKN 60

KKK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A A AAA AKX e o Ak e KA KKK KK

SP|P15090 | FABP4 HUMAN TEISFILGQEFDEVTADDRKVKSTITLDGGVLVHVQKWDGKSTTIKRKREDDKLVVECVM 120
SP|P04117|FABP4 MOUSE TEISFKLGVEFDEITADDRKVKSIITLDGGALVQVQKWDGKSTTIKRKRDGDKLVVECVM 120

KAKKAK KKk AAAK e AXAKAKAAKAAAKX AAKAKAAKX AKX e AAXAKAAA AKX A A A A AKX e KA A AKX KKK

SP|P15090 | FABP4 HUMAN KGVTSTRVYERA 132
SP|P04117|FABP4 MOUSE KGVTSTRVYERA 132

* kK kK kkkkkkk

Figura 2.5: Las FABP4 humana y murina muestran una
gran similitud estructural

En (@) se muestra el alineamiento de las secuencias de
FABP4 humana y FABP4 murina obtenido utilizando CLUSTALO
multiple sequence alignment (sitio web
http://www.uniprot.org/align/). El andlisis muestra que ambas

proteinas poseen 121 aminoacidos idénticos (indicados con *) y
8 aminoécidos similares (indicados con : o .), arrojando un
porcentaje de identidad de 91.67%. En (b) se observa el
alineamiento de las estructuras de FABP4 humana (gris,
10.2210/pdb3RZY/pdb) y FABP4 murina (azul,
10.2210/pdb1LIB/pdb), creado usando el software VMD 235,

—®— Antes del intercambio inénico

=0= Después delintercambio inénico

o
o
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Figura 2.6: Expresion y purificacion de la forma recombinante de la FABP4 murina

Se indujo con IPTG la expresiéon de la rFABP4 en £ coli BL21 transformadas con el plasmido pET11a
conteniendo la secuencia del gen correspondiente a la FABP4 murina, Fabp4. Las bacterias obtenidas se lisaron
y el sobrenadante recuperado fue sometido a precipitacién salina, luego de la cual se recuper6 el

67


http://www.uniprot.org/align/

sobrenadante (SN1). En (a) se muestra el fraccionamiento por cromatografia de exclusion molecular sobre
Sephadex G-50 del SN1, previamente incubado con 14C—palmitato. El grafico muestra el registro a lo largo de
la elucidn (fracciones de 15 ml) de la Abs a 280 nm (eje izquierdo), y la emisidn de radiactividad (emision B, eje
derecho en unidades de decaimiento por minuto, DPM). En (b) se muestra el analisis por SDS-PAGE (12.5%,
condiciones reductoras, tincién con azul de Coomassie) de las fracciones correspondientes al pico de
radioactividad detectado en la elucién y al marcador de peso molecular (MPM). Las fracciones
correspondientes al pico de radiactividad (F36 a F44) se mezclaron (poo)) y utilizaron para continuar con la
purificacién. En (c) se muestra el espectro de absorcién entre 240-340 nm del poo/ antes (circulos negros) y
después (cuadrados grises) de su fraccionamiento por intercambio aniénico; nétese la reduccién en el pico de
Abs a 260 nm que muestra la remocion de los acidos nucleicos contaminantes. Posteriormente la fraccion
conteniendo la proteina fue delipidada mediante la resina Lipidex5000, y la pérdida del ™C-palmitato se
verific6 midiendo la emision de radiactividad comparandola con la emitida por la muestra previo a la
delipidacién. En (d) se muestra el espectro de absorcion entre 240-340 nm y en (e) el gel tefido con
Coomassie, del producto final de la purificacién de rFABP4 (indicada con una flecha).

2.3.3.a.2 Obtencion de anticuerpos de conejo policlonales anti-rFABP4

Con el fin de obtener anticuerpos especificos anti-FABP4 que nos permitieran detectar la FABP4
en los monocitos y macrofagos, se procedié a inmunizar un conejo con rFABP4 siguiendo
protocolos convencionales. Previo a la inmunizaciéon y a lo largo de la misma se obtuvieron
muestras de sangre para evaluar por ELISA el titulo y la avidez de los anticuerpos anti-FABP4
generados. Como se describe en Materiales y Métodos, se administréd un refuerzo (segunda dosis)
cuando el titulo disminuy6 notoriamente, con el objetivo de inducir una respuesta especifica de
alto titulo y avidez. Como se muestra en la

Figura 2.7a, el pico en el titulo de las IgG anti-FABP4 a los 39 dias post-inmunizacion (D39) y la
administracién del refuerzo (dia 287) provocd un aumento en el titulo de 32 veces (Figura 2.7a eje
izquierdo). Similarmente, la avidez analizada a partir del D39 aumentd 2 veces luego del refuerzo
(Figura 2.7a eje derecho). Por otra parte, se caracterizaron los antisueros obtenidos por Western
Blot utilizando muestras de monocitos en diferenciacién tratados con Rosi o DMSO. En primer
lugar se observo que las inmunoglobulinas del antisuero obtenido al D39 reconocieron una banda
de PM aparente 16 kDa (Figura 2.7b, indicada con una flecha), que disminuyd su intensidad en
muestras de monocitos estimulados con Rosi en presencia del inhibidor de PPARy, GW9662 (

Figura 2.7b), lo cual es compatible con el reconocimiento por el antisuero D39 de la FABP4
humana. Cabe notar que ademas de esta banda, el antisuero D39 mostrd reactividad con otros
componentes de los monocitos. Esta fue otra razon para extender el protocolo de inmunizacion en
el tiempo buscando mejorar la calidad de los anticuerpos obtenidos, sobre todo pensando en su
aplicacién en ensayos de inmunofluorescencia donde a diferencia del Western blot no es posible
identificar facilmente el ligando reconocido por el antigeno. En comparacion, el antisuero colectado
al punto final (D357) mostré un reconocimiento especifico por FABP4, desapareciendo por
completo el reconocimiento de otras bandas (Figura 2.7c). Una vez obtenido un antisuero de buen
titulo y avidez (D357), se purificaron los anticuerpos anti-rFABP4 por afinidad a una matriz de
Sefarosa acoplada covalentemente a rFABP4. Esto permitid disponer de un anticuerpo de mayor
calidad para utilizarlo en ensayos de deteccién de la FABP4 por microscopia de fluorescencia. En
paralelo se prepararon anticuerpos controles, correspondientes a las fracciones del suero del dia 0
(control) y del antisuero obtenido al dia final (dia 357) que se unieron a Sefarosa sin acoplar a
rFABP4. Como se muestra en la Figura 2.7d el antisuero obtenido al dia 357 y las IgG purificadas
por afinidad sobre Sefarosa-rFABP4 reconocieron una banda de 15 kDa en los lisados de monocitos

68



en diferenciacion tratados con Rosi, mientras que los controles no mostraron sefial. Tomando estos
resultados en su conjunto, se concluy6é que se generd un suero hiperinmune anti-rFABP4, de alto
titulo y avidez posible de ser usado como reactivo en si mismo, y a partir del cual se obtuvieron
anticuerpos anti-rFABP4 purificados por afinidad por su antigeno.
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Figura 2.7: Obtencion, caracterizacion y purificacion de anticuerpos de conejo anti-rFABP4.

Se inmunizd un conejo con rFABP4 siguiendo protocolos convencionales. Se obtuvieron muestras de
sangre periddicas para hacer el seguimiento del titulo y la avidez de los anticuerpos anti-rFABP4 mediante la
técnica de ELISA. En (a) se muestra el titulo de anticuerpos (eje izquierdo) obtenido a lo largo de los dias de
inmunizacién. Para definir el titulo se fijo6 un umbral arbitrario de absorbancia = 0.1, siendo el titulo igual al
inverso de la dilucién de la muestra que presenta dicha absorbancia. Se indica el dia del refuerzo (dia 287) y el
dia final en el que se realiz6 la eutanasia del animal (D357). En el eje derecho se grafica la evolucion de la
avidez a partir del D39 y hasta el dia final. Los valores de avidez corresponden a la concentracién de agente
caotrépico necesario para disociar el 50 % de los complejos inmunes. En (b) se muestra el Western Blot
correspondiente al andlisis del perfil de reconocimiento del antisuero D39 utilizando lisados de monocitos en
diferenciacién tratados con Rosi o DMSO como control, en presencia o ausencia de GW9662 (1 0 2.5 uM). A la
derecha se muestra el marcador de peso molecular (MPM) tefiido con Ponceau como referencia. La flecha
indica una banda de 16 kDa compatible con la FABP4 humana. En (c) se muestra el perfil de reconocimiento
del antisuero del D357, utilizando lisados de monocitos en diferenciacion tratados con Rosi o DMSO en
presencia o ausencia de GW9662 (1 uM). En (d) Se separaron por SDS-PAGE lisados de THP-1 estimuladas con
NO,-CLA por 16 h para asegurar la presencia de la FABP4. Las proteinas se transfirieron a una membrana y se
analizaron por Western Blot utilizando para cada carril un anticuerpo distinto. El carril 1 se incubé con el
antisuero D357 (dilucion 1:30000), mientras que los carriles siguientes se incubaron con diluciones 1:1000 de
los anticuerpos del antisuero D357 que se unieron a la matriz de Sefarosa sin acoplar (control D357), los
anticuerpos anti-rFABP4 purificados por afinidad a Sefarosa conjugada a rFABP4, y los anticuerpos del suero
del dia 0 purificados por afinidad a la Sefarosa control (control DO), respectivamente. La unién de los
anticuerpos se revel6 con inmunoglobulinas de cabra anti-IgG de conejo conjugadas a peroxidasa.
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2.3.3.b Analisis de los niveles proteicos de FABP4 y CD36 en monocitos y
macréfagos

Para evaluar en qué medida los efectos inducidos por los NO,-FA a nivel transcripcional sobre la
expresion de FABP4y CD36 (Figura 2.3) se traducen en un aumento en los niveles proteicos, se
estudié la presencia de la FABP4 por microscopia de epifluorescencia en monocitos en
diferenciacion y macréfagos. La union de los de los anticuerpos de conejo anti-rFABP4 purificados
por afinidad fue revelada con anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados a un fluorocromo que
emite en el canal verde (Alexa Fluor 488). Para estos estudios se analizé la respuesta alas 12 h
post-estimulacién, tiempo en el cual se determind por Western blot que la induccion de la FABP4
por Rosi alcanzd su mayor nivel. En monocitos en diferenciacién se verificd que los anticuerpos
anti-rFABP4 reconocieran a la proteina, pero que en ausencia del anticuerpo primario, el anticuerpo
conjugado no presentara reactividad por la proteina (
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Figura 2.8a, paneles de la derecha). Ademas, se verificé que el tratamiento con Rosi y NO,-FA
pero no con los FA precursores aument6 significativamente el contenido de FABP4 (
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Figura 2.8a y b), evidenciado por un aumento en la sefial del canal verde. Por otro lado, dada la
similitud de secuencia y estructura que presentan la FABP4 y FABP5 (Figura 2.9), podria sospecharse
que los anticuerpos de conejo anti-rFABP4 presentaran reactividad cruzada con la FABP5. Sin
embargo, los resultados en monocitos en diferenciacién indican que los NO,-FA no inducen la
expresion de FABP5 a nivel transcripcional (Figura 2.3b), por lo que se deduce que la sefal
detectada proviene de la FABP4. Por otro lado, en macréfagos no se registraron cambios en los
niveles proteicos de FABP4 luego de los tratamientos con los NO;-FA. Incluso el tratamiento con
Rosi que habia inducido significativamente la expresion del ARNm de FABP4 no alcanz6 a
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Figura 2.8c). Estos resultados coinciden con resultados obtenidos por Western blot (
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Figura 2.8d) donde se ve que en macrofagos el contenido basal de FABP4 correspondiente al
grupo tratado con DMSO es alto. Estas observaciones sugieren la existencia de diferencias notorias
en la activaciéon de PPARy y/o en la regulacion de la expresion de la FABP4 entre monocitos y
macroéfagos y evidencian que los NO,-FAs ensayados son capaces de inducir un aumento en los
niveles proteicos de FABP4 en monocitos en diferenciacion, pero no asi en macréfagos

En segundo lugar, se estudiaron los niveles de CD36 expresados en la membrana celular de
monocitos en diferenciacion por citometria de flujo, utilizando anticuerpos comerciales. Entre los
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NO,-FA testeados, solo el NO,-CLA logré aumentar significativamente el nivel de CD36 (

a) CLA Control anticuerpo
secundario

FABP4 en macrofagos

106 . — 106

- N
S 104 S 104
2 2
s ]
2 o
2 1024 Z 1024
o o
10° r 10° T r T
o e & ¥ ¥y v
& & & & Wp\? o P
£ <
d) e)
CD36
NO,-CLA CLA Rosi DMSO «
e f Bp—
- 3
I 2
- a
Ponceau [ 24
— ©
w
o *k
Z * *k
&
° i
a-FABP4 - 2
°
2 ol
= NN U~ N sm‘—N
=] (e X=]

DMSO:
Rosi
CLA

NO,-CLA  NO,-0A NO,-AA

Figura 2.8e), siendo este aumento menor al inducido por Rosi (1 vs. 2.3 veces, respectivamente),
de manera concordante con lo visto a nivel transcripcional.
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Figura 2.8: Los NO2-FA indujeron un aumento en la sintesis proteica de FABP4 en monocitos en
diferenciacion, pero no en macréfagos

Monocitos en diferenciacién THP-1 (a, b, e) y macréfagos THP-1 (c y d), obtenidos tras el tratamiento con
PMA, se estimularon con 1 uM de Rosi, NO,-FA o los correspondiente FA precursores. En paralelo las células
se trataron con DMSO (vehiculo) como control. Luego de 12 h de estimulacién, las células fueron lavadas y
teflidas usando anticuerpos de conejo anti-rFABP4 purificados por afinidad y anticuerpos anti-IgG de conejo
conjugados a Alexa Fluor 488 para el revelado. Los paneles de la derecha resultan del tratamiento de
monocitos en diferenciacion con Rosi y se utilizaron como controles de la tincion. El panel superior derecho
corresponde al control del conjugado, tefiido en ausencia de anticuerpos anti-rFABP4. El panel inferior
derecho se generd en paralelo y se tifid del mismo modo que el resto de los paneles. Para todos los casos los
nucleos se tifieron con DAPL Las células se observaron y contaron usando microscopia de epifluorescencia. Las
imagenes se analizaron usando el software Image J. En (a), los paneles muestran imagenes representativas de
monocitos en diferenciacién luego de la estimulacién con el tratamiento indicado o el control. Las graficas en
(b) y (c) corresponden a la cuantificacion de los niveles de proteina FABP4 en monocitos en diferenciacion o
macréfagos, respectivamente. Las barras corresponden a la Densidad Integrada (DI, en unidades arbitrarias) de
al menos 70 células por tratamiento * SD. Los * y # indican diferencias estadisticamente significativas
comparado con el control con DMSO o su precursor no nitrado, respectivamente (ANOVA de una via, Test de
Dunn de comparaciones multiples */# p<0.05, ***/### p<0.001). En (d) se trataron macréfagos por 16 h con
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Rosi, NO>-FA o FA (1 uM). Finalizado el tiempo se lisaron las células y se analiz6 por SDS-PAGE y Western Blot
el contenido de FABP4, utilizando un suero hiper inmune anti-rFABP4 (suero D357) y la tincién con rojo
Ponceau como control de carga (d). En (e) monocitos en diferenciacién se trataron por 16 h con Rosiy FA a 1
MM o NO;-FA a las concentraciones indicadas. Finalizado el tiempo se recogieron las células y los niveles de
CD36 se determinaron por citometria de flujo usando un anticuerpo IgM de ratén anti-CD36 humano y anti-
IgM de ratdn conjugado a ficoeritrina para el revelado. Los resultados se presentan como niveles relativos de
proteina en relacion al grupo Medio (no mostrado), y corresponden al promedio de tres experimentos
independientes + SD. (*) Indica diferencias significativas comparado con el DMSO (ANOVA de dos vias, Test
de Tukey de comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001).
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SP|Q01469| FABP5 HUMAN MATVQQLEGRWRLVDSKGFDEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCIITCDGKNLTIKTESTL 60
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Figura 2.9: La FABP4 y FABP5 humana tienen un alto grado
de similitud estructural

En (a) se muestra el alineamiento de las secuencias de FABP4 y
FABP5 humanas, obtenido utilizando CLUSTALO multiple
sequence alignment (sitio web http://www.uniprot.org/align/). El

andlisis muestra que ambas proteinas poseen 69 aminoacidos
idénticos (indicados con *) y 40 aminoacidos similares (indicados
con : 0 .), arrojando un porcentaje de identidad del 51.11%. En (b)
se muestra el alineamiento estructural de las proteinas humanas
FABP4 (en gris, 10.2210/pdb3RZY/pdb) y FABP5 (en rojo,
10.2210/pdb4LKP/pdb), creado usando el software VMD **,

2.3.4 Dependencia de la activacién de PPARYy en los efectos mediados por los
NO,-FA en monocitos en diferenciacion

2.3.4.a Efecto de la inhibicion de PPARy en la induccion de FABP4 y CD36

Considerando la robustez de los efectos de los NO,-FA observados en los monocitos en
diferenciacion tanto a nivel transcripcional como a nivel proteico, los ensayos subsiguientes se
realizaron en dichas células. Con el fin de evaluar si la induccion de FABP4y CD36 mediada por los
NO,-FA era dependiente de la activacion de PPARy, se realizaron experimentos similares a los
descriptos anteriormente pero en presencia de un inhibidor irreversible y especifico de PPARYy, el

26,4321
643215 De este modo se

GW9662 (290 citas del articulo original en el que lo describieron
comprobo que el GW9662, inhibié de manera significativa la expresion de FABP4y CD36 inducida
por Rosi y los NO,-FA (Figura 2.10a y b). Mientras que sobre los NO,-FA en general la inhibicion fue
total, con excepcién de la expresion de CD36 inducida por NO,-CLA, Rosi presentd una actividad
remanente incluso en presencia de GW9662. Asimismo, se observd la inhibicion de la sintesis de

FABP4 en lisados celulares analizados por Western blot (Figura 2.10c), donde se cuantificé una
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reduccidn en los niveles de la proteina inducidos por Rosi (80% de inhibicidn) y por los NO,-FA
(entre 72 y 89%, Figura 2.10d) en presencia de GW9662. Teniendo en cuenta todos los resultados,
se puede decir que los NO,-FA fueron capaces de activar PPARy en monocitos en diferenciacion.
Ademas, la expresién de FABP4 y CD36, inducida por los NO,-FA analizada tanto a nivel
transcripcional como del producto proteico, fue siempre menor que la provocada por la Rosi, lo
cual correlaciona con el hecho que el inhibidor GW9662 abolié por completo los efectos de los
NO,-FA pero no asi los de Rosi. En conjunto, estos resultados apoyan estudios previos usando

otros modelos celulares que sugirieron que los NO,-FA se comportan como ligandos parciales de
PPARy **.
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Figura 2.10: La induccion de la expresion de FABP4y CD36 por los NO;-FA es dependiente de
PPARy.

Se trataron monocitos en diferenciacién con el inhibidor especifico de PPARy GW9662 (1 uM) por 30 min y
luego se cultivaron en presencia de una concentracion 1 uM de Rosi, NO,-FA o sus FA precursores, o con
DMSO como control del vehiculo. Los niveles de ARNm de FABP4'y CD36 se midieron a las 6 h post-
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estimulaciéon por RT-qPCR tomando como gen constitutivo GAPDH para la normalizacién. Se representa el
aumento en la expresién de FABP4 (a) y CD36 (b) en relacion al grupo Medio (no mostrado); los valores
corresponden al promedio de tres experimentos independientes + SD. (*) y (#) indican diferencias
estadisticamente significativas con DMSO o con GW9662, respectivamente (ANOVA de dos vias, test de Tukey
de comparaciones multiples */# p<0.05, **/## p<0.01, ***/### p<0.001, ****/#### p<0.001). Se evalud el
efecto de GW9662 (2.5 uM) sobre el nivel de FABP4 por Western blot, usando tubulina como control de carga.
Se muestra un resultado representativo del Western Blot (c) y los niveles de FABP4 relativos al contenido en
las muestras tratadas con Rosi (100%), cuantificados por densitometria a partir de las bandas obtenidas y
expresados como el promedio = SD de tres experimentos independientes (d).

2.3.5 Estudios /in vitro e in silico de la interaccion FABP4-NO,-FA

Como se menciond en la introduccion, la FABP4 es la principal isoforma de la familia de las
FABPs expresada en monocitos y macrofagos, y su principal funcion consiste en transportar los FA
dentro de la célula. Por tanto, una hipdtesis que surgié de los resultados obtenidos fue que la
induccion de la FABP4 por los NO,-FA influenciaria el transporte de los NO,-FA dentro de la célula
asi como la sefalizacion en monocitos y macréfagos. Hasta el momento no hay reportes sobre la
interaccién entre los NO,-FA y la FABP4. Si bien los acidos grasos insaturados se comportan como
ligandos de la FABP4 ™ no se puede descartar que la presencia del grupo nitro modifique de
algin modo la interaccién que se establece entre la FABP4 y el FA. Por lo tanto, en primer lugar nos
planteamos examinar usando ensayos /n vitroy herramientas /n sifico si los NO,-FA pueden unirse a
la FABP4.

2.3.5.a Estudio de la capacidad de los NO,-FA de unirse a FABP
2.3.5.a.1 Analisis /n vitro de la unién FABP4 - NO,-FA

Para este estudio utilizamos como modelo la rFABP4 de raton obtenida previamente (Figura
2.6), que como ya se comentd, presenta una gran similitud de secuencia y estructura con la FABP4
humana (Figura 2.5). En primer lugar estudiamos /n vitro la posible unién de los NO,-FA a la
rFABP4, a partir de ensayos de desplazamiento de una sonda fluorescente hidrofébica (ANS)
previamente unida a la FABP4; se trabajo en condiciones de saturacion de la proteina, aplicando
una relacién molar 1:3 rFABP4:ANS. El agregado de NO,-FA a la rFABP4 cargada con ANS, produjo
una disminucién de la fluorescencia emitida por la sonda, reflejando el desplazamiento del ANS
desde el bolsillo hidrofébico al medio acuoso. Las curvas de desplazamiento pudieron ajustarse al
modelo de decaimiento hiperbélico, sugiriendo una estequiometria 1:1 rFABP4:NO,-FA como se

habia reportado anteriormente %%’

y permitieron el calculo de las constantes de disociacion
aparente (Kgapp). La comparacion de las Kqgap, reveld diferencias de afinidad entre los NO,-FA.
Mientras que NO,-OA parece comportarse como un ligando de alta afinidad, NO,-CLA y NO,-AA
mostraron ser ligandos débiles ***, ya que en condiciones de saturacion de la proteina desplazaron
cerca del 84 %, 58 % y 46 % del ANS unido, respectivamente (

Figura 2.11). Esto se correlaciona directamente con el hecho de que el NO,-OA mostrd la menor
Kaapp (Tabla 2.2, indicado con *). Por otro lado, de acuerdo con las Kg,pp calculadas, la nitracion del
OA, CLA y AA causé una reduccién en la afinidad por rFABP4 (Tabla 2.2, indicado con #).

Gracias a la colaboracion establecida con el grupo de la Dra. Laura Coitiflo (Laboratorio de
Quimica Tedrica Computacional, Facultad de Ciencias, UdelaR), se logré obtener informacién acerca
de la energia libre de unién para cada complejo FABP4:NO,-FA (resultados obtenidos por el Dr.

Jenner Bonanata). Estos resultados mostraron un aumento de los valores de AG como consecuencia
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de la nitracion de los FA precursores, indicando una tendencia a la disminucién de la afinidad de las
especies nitradas por la proteina. Aunque estas diferencias no alcanzaron la significancia
estadistica, la tendencia se observo para los tres NO,-FA (Tabla 2.2). A pesar de estas variaciones, la
nitracién de la cadena hidrocarbonada no interfiri6 completamente con la unién de los FA a la
rFABP4, sugiriendo que la FABP4 podria participar en el transporte intracelular de los NO,-FA. De
todos modos, la comparacion de las Kgapp entre los distintos NO,-FA y FA indica que en las células
la union de los NO,-FA a la FABP4 dependera de varios factores, incluyendo la concentracion de la
FABP4, de los NO,-FA, y de otros FA y lipidos competidores presentes en el medio intracelular.

a) b) c)

: 12 12
@ NO,OA e NO.CLA ® NOAA
10 o¢.

Fluorescencia Relativa
°
>
Fluorescencia Relativa

0,0

[Concentracion] (uM) [Concentracion] (1M) [Concentracion] (1M)

Figura 2.11: Los NO>-FA desplazaron el ANS unido a la FABP4.

Se cargd la rFABP4 con la sonda fluorescente ANS y se agregd progresivamente el ligando de interés (FA o
NO;-FA), registrando el espectro de emisién del ANS luego de cada adiciéon. El aumento en la concentracion
de FA o NO;-FA produce una disminucién en la intensidad de fluorescencia emitida por el ANS. Cada punto
corresponde a la integral del espectro de emisién del ANS a la concentracién de ligando indicada, y la linea
representa el ajuste al modelo de decaimiento hiperbdlico. Se muestra el desplazamiento del ANS inducido
por los FA (circulos blancos) o los NO,-FA (circulos negros) para OA/NO,-OA (a), CLA/NO,-CLA (b) y AA/NO;-
AA (c). Las curvas son representativas de tres experimentos independientes.

Tabla 2.2: Kyapp de los complejos 1:1 rFABP4:FA y rFABP4:NO,-FA
In vitro (rFABP4)

Ligando Kaapp (HM)*° AGynion (kcal mol™)
OA 0.59 + 0.20 -8.49 + 0.34
NO,-OA 0.93 + 0.16™ -8.22 + 0.17
CLA 0.28 + 0.03 -8.90 + 0.11
NO,-CLA 3.03 £ 0,017/ -7.524 + 0.003
AA 0.25 + 0.02 -9.00 + 0.08
NO2-AA 3.02 + 0,08/ -7.53 + 0.03

® Los valores corresponden al promedio de tres experimentos independientes + SD, determinados por desplazamiento del
ANS con cada NO,-FA o su correspondiente FA precursor. ° El (#) y (*) indican diferencias significativas con respecto a su
correspondiente FA precursor o NO,-OA, respectivamente (ANOVA de una via, Test de Tukey de comparaciones multiples
*/# p<0.05, **/## p<0.01, ***/### p<0.001). ° Gunion = -RTINKgapp @ T = 298 K.

2.3.5.a.2 Analisis /n silico de la union FABP4 - NO,-FA

Buscando complementar los resultados obtenidos /n vitro, y profundizando en la colaboracién
con el grupo dirigido por la Dra. Laura Coitifio, se evalud la interaccién FABP4-NO,-FA mediante
dindmica molecular, utilizando como estructura de partida la cristalografia de la FABP4 de ratdn
unida a OA (PDB 1LID). En esta instancia se pudieron evaluar por separado los isémeros
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posicionales 9-NO,-OA y 10-NO,-OA, asi como el 9-NO,-CLA y 12-NO,-CLA, que forman parte de
las mezclas utilizadas en los experimentos /n vitro. En cambio no se estudiaron los isomeros del
NO,-AA debido a que son varios y no se caracterizdé la composicion de la mezcla utilizada,
haciendo imposible prever cudl seria el isomero mas relevante para este estudio. Los resultados
mostraron que los complejos FABP4:NO,-FA se mantuvieron termodinamicamente estables a lo
largo de los 1.2 us de duracion de la simulacién, de manera similar a los complejos con los FA. Las
energias libres extraidas de los célculos MM/GB(PB)SA (Tabla 2.3), que se desprenden de la
dindmica molecular, no mostraron cambios significativos entre la formacién de complejos con NO,-
FA o con sus FA precursores, asi como tampoco entre aquellos formados con distintos isomeros del
mismo NO,-FA. Todos los valores obtenidos se superponen al considerar los errores. Los resultados
in sifico indican que la nitracion no compromete la unién de los NO,-FA a la FABP4, apoyando la
idea de que ésta sucede de manera similar a la unién a los FA.

Tabla 2.3: AGynisn de los complejos 1:1 rFABP4:FA y rFABP4:NO,-FA

In silico rFABP4
AGunisn (kcal mol™)
Ligando MMGBSA MMPBSA
OA -41+5 -41+9
9-NO,-OA -48 £ 5 -49+8
10-NO,-OA -49 +5 -49 +9
CLA 42+ 6 -44 £ 7
9-NO,-CLA 49+ 5 -49 +7
12-NO,-CLA 45 £ 5 -46 + 8

2.3.5.b Estudio del efecto del glutation sobre la union FABP4 - NO,-FA

Otro punto importante a considerar en la unién de los NO,-FA a la FABP4, es que puede ser
afectada por la aduccion de los NO,-FA a nucledfilos suaves presentes en el medio intracelular. El
glutation (GSH) es uno de los nucledfilos suaves mas abundantes, que puede alcanzar

2382
38239 para evaluar

concentraciones del orden mM en los compartimentos celulares (revisado por
el efecto del GSH en la union de los NO,-FA a la FABP4 /n vitro, realizamos experimentos similares a
los descriptos anteriormente pero en presencia de concentraciones crecientes de GSH desde 0.3
mM a 7 mM, correspondiéndose éste Ultimo con un valor préximo a las concentraciones maximas
que podria alcanzar en el medio intracelular. En estos ensayos se trabajoé Unicamente con el NO,-
OA porque fue el ligando que mostré mayor afinidad entre los NO,-FA testeados. Los resultados
mostraron que a medida que aumentaron las concentraciones de GSH, el NO,-OA disminuyo
progresivamente su capacidad de competir con el ANS por la unién a la rFABP4, desplazando
cantidades menores de ANS en comparacion con el control sin GSH; concretamente a una
concentracién 10 pyM del NO,-OA el desplazamiento disminuyd desde un 70 % a un 40 % en
presencia de 7 mM de GSH, Figura 2.12a). Posteriormente, se repitié este analisis examinando el
efecto de una Unica concentracién de GSH (7 mM) sobre el desplazamiento del ANS mediado por
la union del NO,-OA, y de acidos grasos no electrofilicos como el OA y el acido nitro estearico
(NO,-SA). Los resultados mostraron que la presencia del GSH afect6 en forma similar la capacidad
de estos acidos grasos de disociar la union rFABP4-ANS, registrdndose un descenso en el
desplazamiento del ANS causado por concentraciones 10 uM de NO,-OA, OA y NO,-SA de 80% a
30%, 90% a 50% y 60% a 30%, respectivamente (Figura 2.12b-d, lineas punteadas). Por lo tanto, los
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estudios /n vitro indican que los niveles fisiolégicos mas altos de GSH afectaron la interaccién de la
FABP4 con sus ligandos, tal vez por alguna modificacion en la estructura de la proteina, que
dificulte la entrada y/o salida de los ligandos al bolsillo hidrofébico. Por otro lado, la menor
capacidad del NO,-OA de unirse a la FABP4 en presencia de GSH, no puede atribuirse sélo a la
formacion de aductos GSH-NO,-OA incapaces de desplazar al ANS, ya que el GSH afect6 también
la unién del NO,-SA, un nitrolipido no electréfilico incapaz de formar aductos con el GSH.
Finalmente, el pobre desplazamiento del ANS inducido por el NO,-OA a los niveles mas altos de
GSH, sugiere que en estas condiciones la capacidad de union a la FABP4 del NO,-OA, en su forma
libre o0 aductado a GSH, se ve muy disminuida.
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Figura 2.12: El GSH interfirié con la unién del NO,-OA y de otros FA no electréfilos a la rFABP4

Se cargd la rFABP4 con la sonda fluorescente ANS en ausencia o presencia de concentraciones crecientes
de GSH (entre 0.3 y 7 mM). Los ligandos se agregaron en forma progresiva y se registré el espectro de emision
del ANS luego de cada adicidn. El aumento en la concentracion del ligando, indujo una disminucion en la
intensidad de fluorescencia del ANS. Cada punto corresponde a la integral del espectro de emision del ANS a
la concentracién de ligando indicada y la linea representa el ajuste al modelo de decaimiento hiperbdlico. Se
muestra el desplazamiento del ANS inducido por NO,-OA a concentraciones variables de GSH (a) o el
desplazamiento inducido por NO,-OA (b), OA (c) o NO;-SA (d) en presencia de una concentracion 7 mM de
GSH, donde la linea punteada indica la fluorescencia relativa alcanzada a 10 uM del ligando correspondiente.
Las curvas son representativas de tres experimentos independientes.

2.3.5.c Anadlisis de la capacidad de los NO,-FA de unirse a FABP1 y FABP2

Una vez comprobada la interaccién entre los NO,-FA y la rFABP4, surgio la interrogante de si estos
lipidos podrian interaccionar con otras isoformas de la familia de las FABPs. Es asi que estudiamos
la interaccién de los NO,-FA con la FABP1 principalmente expresada en hepatocitos y la FABP2
expresada en hepatocitos y enterocitos. La interaccién de los NO,-FA con estas isoformas cobra
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mayor relevancia, cuando se piensa en los NO,-FA como lipidos moduladores de la inflamacién y
del metabolismo lipidico, que podrian suministrarse exdgenamente. En este contexto, resulta légico
cuestionarse si las FABPs podrian mediar su transporte, influenciando el destino de estos
mediadores, tanto en el epitelio intestinal como en los hepatocitos. Los resultados obtenidos
mostraron que la unién de los NO,-FA a la FABP1 presentd una estequiometria 2:1, como era de
esperar ya que la FABP1 presenta dos sitios de unién para el ligando **°. Por esta razén el calculo
de las Kgapp difiere levemente del utilizado para FABP4, y se informa una Kgapp Hin que resulta del
ajuste de la curva de desplazamiento del ANS al modelo sigmoidal de la ecuacién de Hill. Por su
parte la interaccion con la FABP2 mostré una estequiometria 1:1. Analizando las constantes
comprobamos que todos los NO,-FA fueron capaces de unirse a FABP1 y FABP2, siendo el NO,-OA
el de mayor afinidad. El NO,-CLA y NO,-AA mostraron una afinidad significativamente menor que
el NO,-OA por la FABP2, mientras que sélo el NO,-CLA mostré una reduccion significativa de la
afinidad al compararlo con el NO,-OA en la FABP1. Nuevamente se observa que la nitracion redujo
de manera significativa la afinidad del CLA por ambas proteinas, asi como la afinidad del AA
Unicamente por la FABP2 (Tabla 2.4, indicado con #). Por su parte la nitracion del OA no indujo
cambios significativos en la afinidad por la FABP1 o FABP2. Tomados en conjunto, estos resultados
plantean también la posibilidad de que en hepatocitos y enterocitos, los NO,-FA sean
transportados por FABP1 y FABP2, de manera andloga a lo que sucederia en monocitos y
macréfagos a través de la FABP4.

Tabla 2.4: Kqapp de los complejos 1:1 rFABP1/rFABP2:FA y rFABP1/rFABP2:NO2-FA

In vitro (fFABP1) In vitro (fFFABP2)
Ligando Kaapp Hi (HM)> > € Kaapp (HM)* ™ ¢
OA 0.15 + 0.07 0.05 + 0.01
NO,-OA 0.09 + 0.01 0.10 + 0.02
CLA 0.11 + 0.03 0.10 + 0.05
NO,-CLA 0.33 +0.1377** 0.64 + 010" /***
AA 0.020 + 0.002 0.021 + 0.004
NO,-AA 0.13 £ 0.02 047 + 02177

® Los valores corresponden al promedio de tres experimentos independientes + SD, determinados por
desplazamiento de ANS con cada NO3-FA o su correspondiente FA precursor. ® Los simbolos # y * indican
diferencias significativas con respecto a su correspondiente FA precursor o NO,-OA, respectivamente (ANOVA
de una via, Test de Tukey de comparaciones multiples */# p<0.05, **/## p<0.01, ***/### p<0.001). “ Las Kaapp
fueron calculadas por ajuste de la curva al modelo sigmoidal de la ecuacion de Hill de 4 parametros. ¢ Las Kdapp

fueron calculadas por ajuste de la curva al modelo de decaimiento hiperbdlico de 3 parametros. Para los

. T . . 22,
célculos se utilizd la Kq ans informada previamente por °%°.

2.3.6 Estudio del efecto de los NO,-FA sobre la localizacion celular de la
FABP4

2.3.6.a Evaluacion de la metodologia basada en el fraccionamiento subcelular y
Western blot para el analisis de la translocacion de la FABP4 al nucleo

Se describié que agonistas sintéticos de PPARy de la familia de las thiazolidinedionas inducen la
translocacion de FABP4 al nucleo en modelos celulares donde se expres6 la FABP4 ectopicamente

82



116118 Resultd interesante examinar si la estimulacion de monocitos humanos en diferenciacion con
los NO,-FA provoc6 cambios en la localizacidn celular de la FABP4 ya que se trata de una célula
donde ambas proteinas son expresadas. Como primer abordaje se realizaron estudios mediante el
fraccionamiento subcelular, buscando evaluar la distribucion celular de la FABP4 en base a su
cuantificacion en las fracciones citosélica (FC) y nuclear (FN) por Western blot con los anticuerpos
anti-rFABP4 obtenidos. Para el fraccionamiento subcelular se utilizé un gradiente de densidad
siguiendo el procedimiento descripto por Poglitsch y colaboradores **'. En primer lugar se ajustd
la cantidad de células de partida necesaria para obtener una buena sefal de la FABP4 en la FC. Este
ajuste implicoé una estimulacidon de las células (por 16 h) con el ligando fuerte de PPARy, Rosi,

porque como ya se mostrd, la FABP4 no se expresa en forma constitutiva en los monocitos
humanos THP-1 (
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Figura 2.8). Ademas, en estos ensayos se probo realizar una re-estimulacion con Rosi por 60
min, apuntando a que la movilizacién de la FABP4 es un evento que se da rapidamente y podria
perderse luego de 16 h. Los resultados mostraron que en las condiciones experimentales utilizadas
resulté necesario partir de al menos 1.5 millones de células para inducir la expresion y sintesis de



cantidades detectables de FABP4 en el FC. Sin embargo, en ninguna condicion se logré detectar la
FABP4 en la FN (Figura 2.13a). Dado que el tiempo de 60 min podria no ser el adecuado para
detectar la movilizacién de la FABP4 al nucleo, se utilizd una Unica concentracion de células (2
millones) y se ensayaron tiempos de 0, 15, 30, 60, 120, o 240 min. Nuevamente se observd que el
tratamiento con Rosi aumentd los niveles de la FABP4 (Figura 2.13b), pero ésta se detectd
Unicamente en la FC. La calidad de las FC y FN se controlé en base a la presencia de GAPDH e
Histona H3, proteinas constitutivas del citosol y nucleo, respectivamente. La sefial proveniente de la
GAPDH permitio verificar su presencia en la FC y ausencia en la FN, sugiriendo que esta ultima se
obtuvo con un buen grado de pureza (Figura 2.13a y b). En cambio, la Histona H3 se detectd,
aunque como una banda tenue, en la FC, indicando cierto grado de contaminacion de la FC con
componentes nucleares (Figura 2.13a y b). En conjunto, los resultados no permitieron evidenciar
movilizacion de la FABP4 al nucleo tras la estimulacion de los monocitos en diferenciacion con Rosi.
Como en la practica no resulté sencillo utilizar mayor nimero de células pensando en aumentar la
sensibilidad del ensayo, y la pureza de la FC podria ser dudosa, se decidié cambiar el abordaje
experimental.

a) FC FN b) FC FN
2 2
DMSO Rosi 1 pM DMSO Rosi 1 pM Rosi 1 M s Rosi 1 pM s
[=] [=)
X106células 1 15 2 1 15 2 1 15 2 1 15 2 min 0 15 30 60 120240240 0 15 30 60 120 240 240
a-FABP4 —ea a-FABP4
0-GAPDH TREp——— 0-GAPDH
a-H3 a-H3 ¥ e

Figura 2.13: Evaluacion de la translocacion al niicleo de la FABP4 mediante fraccionamiento
subcelular seguido de analisis por Western Blot.

Se obtuvieron monocitos en diferenciacion THP-1 por tratamiento con PMA y al mismo tiempo se
estimularon con Rosi 1 yM o DMSO como control por 16 h. Luego se re-estimularon con Rosi o DMSO y se
purificaron las fracciones citosdlica (FC) y nuclear (FN) mediante gradiente de densidad. Se muestra el analisis
de las fracciones obtenidas por Western Blot utilizando anticuerpos anti-rFABP4, anti-GAPDH (proteina
citosdlica constitutiva), y anti-Histona H3 (proteina nuclear constitutiva). Para el Western Blot las muestras se
analizaron por electroforesis desnaturalizante (tricina-SDS-PAGE, con geles de 10 % y 16.5 % para las
porciones separadora y corredora, respectivamente) de las muestras. En (a) se partié de distinta cantidad de
células: 1, 1.5 y 2 millones de células y se re-estimulé con Rosi por 60 min. En (b) se partié de 2 millones de
células y se re-estimulé por 0, 15, 30, 60, 120, o 240 min con Rosi 1 uM, o con DMSO Unicamente al tiempo
240 min.

2.3.6.b Aplicacion de la microscopia confocal para el estudio de la translocacion de
la FABP4

Como ya se menciond, existen varios trabajos que describen la capacidad de algunos agonistas
de PPARy de inducir la translocacién de la FABP4 al nucleo; en estos trabajos el analisis se realizd
por microscopia confocal y se usaron modelos celulares de expresion ectépica donde se

160

sobreexpresé la FABP4 o la proteina fusionada a GFP  ""®'®_ En particular, en estos dGltimos

modelos, la unién a la GFP podria interferir en la habilidad de la FABP4 de difundir libremente a

84



4 116,118,12
través de la membrana nuclear 116118120

, alterando el conjunto de eventos que se darian en
condiciones fisioldgicas. Para evitar esta interferencia, se realizaron estudios de inmuno-
fluorescencia usando microscopia confocal y el anticuerpo anti-rFABP4 producido en el laboratorio.
Siguiendo la misma légica empleada para los estudios basados en el fraccionamiento subcelular, se
buscé primero establecer el tiempo éptimo para analizar la translocacién de la FABP4. Para ello se
utilizaron monocitos en diferenciacién a los que se les indujo un nivel detectable de FABP4
mediante la incubacion por 10 h con NO,-CLA y luego se los re-estimuldé con el NO,-FA por
diferentes tiempos: 0, 30 y 240 min. En paralelo algunas células se trataron durante toda la noche
con DMSO o CLA y se las re-estimulé con el mismo tratamiento Unicamente por 240 min como
control. Los resultados mostraron que la re-estimulacién con NO,-CLA por 240 min disminuy6 la
relacion N/T-N de manera significativa (Figura 2.14a). Este efecto probablemente se debi6 al
aumento de los niveles totales de FABP4 observados a 240 min (indicado con *, Figura 2.14b). Por
otra parte, a los 30 min de re-estimulacién no se observaron cambios en la relacién N/T-N en
comparaciéon con el control, asi como tampoco se detectaron alteraciones en los niveles totales de
FABP4. Cabe destacar que se pudo evidenciar claramente niveles nucleares y citoplasmaticos
comparables en la mayoria de las células, lo que contrasta con los resultados obtenidos por
fraccionamiento subcelular, donde no fue posible detectar a la FABP4 en el nucleo, sugiriendo que
nos encontrabamos por debajo del limite de sensibilidad de la técnica. Por otra parte, el resultado
negativo obtenido por microscopia planteé la posibilidad de que la FABP4 permaneciera muy poco
tiempo en el nucleo, existiendo un mayor transito pero que no se reflejara en acumulacion de la
proteina en dicho compartimiento celular. Buscando hacer evidente la translocacién nuclear en
caso que ocurra, se probd el tratamiento con un inhibidor de la exportacion nuclear, Leptomicina B
(LMB) **'. Se observé que en presencia de LMB aument6 significativamente el contenido de FABP4
en el nlcleo de los monocitos en diferenciacién, lo cual se reflejé en valores mayores del cociente
N/T-N (Figura 2.14c).

En funcion de los resultados previos consideramos adecuado estudiar la translocacion luego de
una re-estimulacion corta de 30 min (que evite una alteracion del contenido total de FABP4 en la
célula por la estimulacion con el NO,-FA), pero utilizando un mayor rango de concentraciones de
NO,-FA y LMB. Ademas, este tiempo estd de acuerdo con los protocolos usados en los trabajos
citados anteriormente ''®. Los resultados mostraron que en todos los casos los niveles de FABP4
fueron variables en la poblacion de monocitos en diferenciacion, con células mostrando niveles
indetectables y otras con muy alta expresion. En las células control que expresaron FABP4, la
proteina se distribuyé en forma relativamente homogénea en toda la célula, con una relacién
nucleo citoplasma (N/T-N) cercana a 1 (Figura 2.15a). La re-estimulacién con un rango de
concentraciones entre 1y 10 pM de Rosi, NO,-FA o FA no modificé la distribucién celular de la
FABP4 en los monocitos en diferenciacion, lo cual se reflejé en una relacién invariable del cociente
N/T-N luego del tratamiento con los ligandos (Figura 2.15b-g). A su vez, los niveles totales de
FABP4 entre las células control y las tratadas fueron comparables, confirmando que a los 30 min la
re-estimulacién no aumenté los niveles de proteina, lo cual podria haber contribuido a aumentar la
sefial citoplasmatica de FABP4 y enmascarado una posible translocacion al nucleo (Figura 2.15h).
Tomando estos datos en su conjunto concluimos que en las condiciones ensayadas no se pudo
detectar aumento en la translocacién de FABP4 al nucleo inducido por la estimulacién con los NO,-
FA.

85



a) b)

1.5%10 " %
1.09%10 "

5.0010 °
1 :

0 T T T T T 0 T T T T T

0 30 240 240 240 minutos 0 30 240 240 240 minutos

N /T-N (u.a.)
Dl total (u.a.)

NO,-CLA DMSO CLA NO,-CLA DMSO CLA

c)

*hkk

’ﬁ_

1

0.0 T T
LMB

2.0 7

-
o
1

N /T-N (u.a.)
-
o
:

o
o
L

DMSO

Figura 2.14: Andlisis de la translocacion nuclear de la FABP4 utilizando microscopia confocal: ajuste
de las condiciones experimentales.

(a y b) Monocitos en diferenciacion de la linea celular THP-1, obtenidos a partir del cultivo por 10 h con
PMA'y 1 uM de NO,-CLA, se re-estimularon con NO,-CLA por diferentes tiempos: 0, 30 o 240 min. En paralelo
se cultivaron y re-estimularon células control, utilizando 1 pM CLA o DMSO (vehiculo). Posteriormente las
células se lavaron y tifieron con anticuerpos de conejo anti-rFABP4 purificados por afinidad, y se revelo la
reaccién con anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados a Alexa Fluor 488. Los nucleos se tifieron con DAPL
Las células se observaron usando microscopia confocal, y las imagenes se analizaron mediante el software
Image J. (c) Se prepararon monocitos en diferenciacién por tratamiento con PMA y 1 uM de NO,-CLA por 10
h. Previo a la re-estimulacion se incubaron por 30 min con LMB (10 ng/ml) y se re-estimularon con DMSO por
30 min. Luego las células se trataron como se describié anteriormente. Se representan la distribucién
intracelular de la FABP4, como el cociente DI Nuclear/(DI Total-DI Nuclear) (N/T-N), expresado como la
mediana * rango (a y c) y el contenido total de la FABP4 como el valor de DI total, expresado como la
mediana * rango (b). Los graficos muestran los valores correspondientes a la cuantificaciéon de al menos 15

células por condicion.
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Figura 2.15: Los NO:-FA no promueven la translocacién de FABP4 al niicleo en monocitos en
diferenciacion

(a-h) Monocitos en diferenciacion de la linea celular THP-1, obtenidos a partir del cultivo por 10 h con
PMA y 1 uM de NO;-FA, se re-estimularon con Rosi, NO»-FA o el FA precursor correspondiente en un rango
de concentraciones de 1-10 uM, en presencia de LMB (10 ng/ml). En paralelo, algunas células fueron re-
estimuladas con DMSO (vehiculo) como control. Luego de 30 min de re-estimulacion, las células fueron
lavadas y tefidas usando anticuerpos de conejo anti-rFABP4 purificados por afinidad y revelados con
anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados a Alexa Fluor 488. Los nucleos se tifleron con DAPL Las células
fueron adquiridas por microscopia confocal, y las imagenes se analizaron mediante el software Image J. Los
paneles muestran iméagenes representativas obtenidas a 63x de células tratadas con DMSO (a), Rosi (b), CLA
(c), NO,-CLA (d), OA (e) o NO,-OA (f). Se representan la distribucion intracelular de la FABP4, como el
cociente DI Nuclear/(DI Total-DI Nuclear) (N/T-N), expresado como la mediana + rango (g) y el contenido
total de la FABP4 como el valor de DI total, expresado como la mediana + rango (h) luego de 30 min de re-
estimulacién. Los graficos muestran el rango de valores obtenidos correspondiente a la cuantificacion de al
menos 30 células por condicién. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.

2.3.7 Estudio de la exposicion de la senal de localizacion nuclear de FABP4
inducida por la union de NO,-FA

Como se menciond en la introduccién, la FABP4 posee una sefial de localizacién nuclear (SLN)
no convencional, que se expone luego de la unién de un ligando activador y promueve su
translocacion al nucleo. La exposicion de la SLN se da como consecuencia del movimiento de la
Phe57 hacia su posicién cerrada, quedando cercana a la Thr29, e induciendo en la FABP4 la llamada
conformacién de portal cerrado. Debido a que no fue posible detectar la translocacién de FABP4
luego del tratamiento de las células con los NO,-FA, decidimos estudiar por dindmica molecular en
qué medida los NO,-FA inducen la exposicién de la SLN, evaluando el movimiento de la Phe57.
Para este caso se pudo realizar el estudio por separado de los isémeros posicionales del NO,-CLA y
NO,-OA, considerando que la posicidon del grupo nitro podria afectar la interaccion con la FABP4.
Se obtuvieron las distintas conformaciones adoptadas por los complejos FABP4:NO,-FA a lo largo
de las simulaciones y se midio la distancia entre la Phe57 y la Thr29, considerando como posicién
cerrada aquellas menores a 8.5 A. Este andlisis permitid calcular el porcentaje de moléculas que
presentan la conformaciéon cerrada dentro de la totalidad de conformaciones adoptadas por la
FABP4 luego de la unién del ligando. Los resultados mostraron que en ausencia de ligando la
poblacion de moléculas presenta ambas conformaciones, abierta y cerrada, con la mayoria de las
moléculas en la posicion cerrada (76%, Tabla 2.5), lo que coincide con reportes anteriores **%, y con
la presencia de FABP4 en el nucleo incluso en ausencia de ligado (Figura 2.15a). De manera similar
todos los complejos FABP4:FA o FABP4:NO,-FA visitaron ambas conformaciones, con alguna
diferencia en los porcentajes correspondientes a la conformacion cerrada. La unién de OA y CLA a
la FABP4 promovio la redistribucion de la poblacién inicial, favoreciendo la posicidén cerrada que
expone la SLN (87% y 91% respectivamente, Tabla 2.5). Por otra parte, la unién de los NO,-FA
mostré efectos disimiles. EI 10-NO,-OA, pero no el 9-NO,-OA, aumentoé la predominancia de la
Phe57 en su posicién cerrada, similar a lo observado para el OA. Por el contrario, la unién del 9-y
12-NO,-CLA no aument6 la predominancia de la conformacion cerrada, contrastando con el efecto
mediado por el CLA y el 10-NO,-OA. Globalmente estos resultados indican que los NO,-FA no son
mejores inductores de la conformacion cerrada que sus FA precursores, lo que va en linea con los
resultados de translocacién nuclear obtenidos anteriormente.
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Tabla 2.5: Peso relativo de la conformacion cerrada (expresada en porcentaje) de los complejos
FABP4:FA y FABP4:NO;-FA durante simulaciones de dindmica molecular de 1.2 ps.

Complejos FABP4:ligando (1:1)

Ligando Conformacion cerrada (%)°

OA 87
9-NO,-OA 71
10-NO,-OA 87
CLA 91
9-NO;-CLA 71
12-NO,-CLA 66
Sin ligando 76

? Resultados obtenidos por J. Bonanata, trabajo en colaboracién con el
Laboratorio de Quimica Computacional, Facultad de Ciencias, UdelaR

2.3.8 Estudio del papel de la FABP4 en la seializacion mediada por los NO,-
FA

2.3.8.a Efectos de la inhibicién de FABP4 sobre la activacion de PPARy, Keap1/Nr2 y
HSF1 por NO,-FA

Para evaluar la participacion de la FABP4 en la sefalizacion mediada por los NO,-FA en
monocitos en diferenciacion se utilizaron dos inhibidores comerciales de FABP4, llamados BMS y
HTS, los cuales poseen mayor afinidad por la proteina que los NO,-FA "***® Los monocitos se
diferenciaron en presencia de los inhibidores de FABP4, luego se estimularon con NO,-FA o FA
como control, y la expresién de FABP4y CD36 se us6 como indicador de la activacién de PPARy. Es
importante hacer notar que en las condiciones ensayadas los inhibidores no afectaron los niveles
basales de FABP4 por microscopia de fluorescencia ni por PCR en tiempo real (Figura 2.16), lo que
permitid una comparacion directa entre las células con y sin inhibidor. Se observé que el
tratamiento con BMS causd una reduccidn en la expresion de FABP4 inducida por los NO,-FA
(cercana al 50 %) y abolié la induccion de (D36 mediada por NO,-CLA (Figura 2.17a y b,
respectivamente). Estos resultados fueron reproducidos por HTS, que inhibié fuertemente la
expresion de FABP4y CD36 por los NO,-FA (100 % de inhibicidn, Figura 2.17c y d). Posteriormente,
se estudiaron los efectos de los inhibidores de FABP4 en la induccién de la expresion de HMOX7,
GCLMy HSP70 mediada por NO,-FA. Los resultados mostraron que el tratamiento con BMS afecté
de manera diferente a la sefializacién por NO,-OA y NO,-CLA. En el caso de NO,-OA, se observé
una induccién significativa de la expresién de HMOX7y GCLM que fue parcial o completamente
inhibida por BMS, respectivamente (Figura 2.18a y b). En cambio, el NO,-CLA por un lado indujo
pobremente la expresién de HMOXT, pero no la de GCLM, y la presencia del BMS no inhibié los
efectos sobre HMOXT e incluso favorecio la expresién de GCLM (Figura 2.18a). Por su parte, la
habilidad de los NO,-FA de activar la via de HSF1 mostré que el NO,-OA pero no el NO,-CLA,
aumento la expresion de HSP70, que fue reducida significativamente por el tratamiento con BMS
(Figura 2.18c¢). Curiosamente, cuando se estudiaron los efectos de HTS sobre los genes reporteros
de las vias Keap1/Nrf2 y HSF1, se observaron aumentos significativos de los niveles de ARNm de
los genes reporteros en todas las condiciones a causa del tratamiento con el inhibidor, lo que
impidi6 hacer una comparacién directa entre las células tratadas con HTS y las control. Sin
embargo, al normalizar la expresion génica por los correspondientes valores basales se evidencio
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una inhibicién por el HTS de la activacion de Keap1/Nrf2 inducida por los NO,-FA, comparable a la
provocada por BMS (Figura 2.19). De hecho, se observé que el tratamiento con HTS disminuy6
considerablemente el efecto del NO,-OA en la induccidn de HMOXT7y en menor medida el efecto
mediado por el NO,-CLA, mientras que anuld por completo la induccidén de GCLM mediada por el
NO,-OA. En relacién a la via de HSF1, el tratamiento con HTS no alterd la expresion de HSP70
inducida por NO,-OA.
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Figura 2.16: El tratamiento con BMS y HTS no modificé la expresion o sintesis de FABP4 comparado
con la condicién basal

(a) Analisis del nivel de FABP4 por inmunofluorescencia en monocitos diferenciados en presencia de los
inhibidores sintéticos de FABP4. Se diferenciaron monocitos THP-1 con PMA y 1 uM de NO,-FA por 10 h 'y
luego se trataron con BMS (25 pM) o DMSO como control. Luego de 1.5 h, se agregd LMB (10 ng/ml) y se re-
estimulé por 30 min con DMSO como control, posteriormente las células se lavaron y tifieron usando
anticuerpos anti-rFABP4 purificados por afinidad, y anti-IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor 488 para el
revelado. Los nlcleos se tifieron con DAPL Las células se observaron por microscopia confocal y las imégenes
se analizaron usando el software Image J. Los graficos muestran el rango de valores obtenido de DI total
correspondiente a la cuantificacién de al menos 30 células por condicion. (b y c) Andlisis a nivel de la
expresion de ARNm de FABP4. Se diferenciaron células THP-1 con PMA tal como se describido en a) en
presencia de BMS (b) o HTS (c), utilizando DMSO como control. Se purific6 el ARNm total y se midio la
expresion de FABP4 por PCR cuantitativa normalizdndola contra el gen 785 o GAPDH, respectivamente. Los
graficos representan los niveles de ARNm como 2t y corresponden al promedio de cuatro experimentos

independientes + SD.
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Figura 2.17: El bloqueo de la actividad de la FABP4 afect6 la sefializacion de los NO,-FA a través de
PPARy en monocitos en diferenciacién

Se diferenciaron células THP-1 con PMA en presencia de los inhibidores de la FABP4 BMS (25 uM) o HTS
(15 uM), o de DMSO como control, por 2 h. Luego, se agregaron los FA (1 uM), NO2-FA (1 uM) o DMSO por 6
h. Para estudiar la sefalizacién inducida por los NO,-FA, se purificé el ARNm total y la expresion de FABP4 (a)
y (c) o CD36 (b) y (d) se midi6 por RT-qPCR. Los resultados se muestran como niveles relativos de ARNm
(incremento) en relacion al grupo control DMSO y corresponden al promedio de cuatro experimentos
independientes + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas con el control correspondiente
DMSO o DMSO+BMS/DMSO+HTS, (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001). #) Indica diferencias estadisticamente significativas con el mismo
tratamiento sin inhibidor (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples # p<0.05, ## p<0.01,
### p<0.001, #### p<0.001).
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Figura 2.18: El bloqueo de la actividad de la FABP4 altero6 la capacidad de los NO-FA de activar las
vias de Keap1/Nrf2 y HSF1 en monocitos en diferenciacién

Se diferenciaron células THP-1 con PMA en presencia del inhibidor de FABP4 BMS (25 pM) o DMSO
(control) por 2 h. Luego, se agregaron por 6 h los FA (1 pM), NO,-FA (1 yM) o DMSO como control. Para
estudiar las acciones sefializadoras de los NO;-FA, se purificé el ARNm total y la expresién de HMOXT (a),
GCLM (b), o HSP70 (c) se midid por RT-gPCR normalizando contra la expresion de 78S como houskeeping.
Los resultados se muestran como el incremento en el nivel de ARNm relativo al grupo DMSO y corresponden
al promedio de cuatro experimentos independientes + SD. (*) Indica diferencias significativas con el control
correspondiente DMSO o DMSO+BMS, (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples *
£<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001). (#) Indica diferencias significativas con el mismo tratamiento sin
inhibidor (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001,
#### p<0.001).
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Figura 2.19: El bloqueo de la actividad de la FABP4 con HTS alteré la capacidad de los NO,-FA de
activar las vias de Keap1/Nrf2 y HSF1 en monocitos en diferenciacién.

Células THP-1 fueron incubadas con el inhibidor de FABP4 HTS (15 pM) o DMSO (control) por 24 h. Se
indujo la diferenciacién a monocitos con PMA, y luego de 2 h se agregaron los FA (1 uM), NO»-FA (1 pM) o
DMSO por 6 h. Para estudiar las acciones sefalizadoras de los NO,-FA, se purifico el ARNm total y la expresién
de HMOXT7 (a) y (d), GCLM (b) y (e) y HSP70 (c) y (f) se midi6 por PCR en tiempo real normalizando contra la
expresion de GAPDH como gen constitutivo. En (a-c) los resultados se muestran como niveles relativos de
ARNmM (incremento) en relacién al grupo DMSO. En (d-f) los resultados se muestran como niveles relativos de
ARNm (incremento) en relacion a su control correspondiente DMSO o DMSO+HTS, (ANOVA de dos vias, Test
de Tukey de comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001). (#) Indica diferencias
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estadisticamente significativas con el mismo tratamiento sin inhibidor (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de
comparaciones multiples # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, #### p<0.001).

2.3.9 Efectos de la inhibicion de FABP4 sobre las respuestas anti-
inflamatorias disparadas por NO,-FA

Los NO,-FA han sido postulados como mediadores anti-inflamatorios y sus efectos en relacién a
esta actividad se encuentran ampliamente descriptos en la literatura ("* y revisado por **%). Por otro
lado, PPARy se ha reportado como un factor capaz de regular en cierto punto la respuesta
inflamatoria. Dados estos antecedentes se decidié investigar en qué medida la activacién de PPARy
y la actividad de la FABP4 participan de efectos anti-inflamatorios de los NO,-FA sobre los
monocitos en diferenciacion.

Estaba reportado que los NO,-FA inhibieron la expresion de la metalo proteinasa 9 (MMP-9) %,
una enzima necesaria para la remodelacion de la matriz extracelular y la migraciéon de células hacia
el sitio danado, que actla en las primeras etapas de la inflamacion pero que debe regularse para
evitar un dafio excesivo en el tejido. Utilizando THP-1, los autores comprobaron que la activacion
con PMA indujo la expresion de MMP-9 la cual fue inhibida por el tratamiento con los NO,-FA, por
un mecanismo dependiente de PPARy “°. Lamentablemente, en las condiciones de nuestros
ensayos en donde previamente comprobamos que los NO,-FA activaron a PPARy evidenciado por
el aumento de FABP4, no logramos ver la induccion de la MMP-9 por el PMA, lo que imposibilitd
explorar el efecto modulador de los NO,-FA y la FABP4 sobre la expresidn de esta enzima.

Por otra parte, dado que existen numerosos antecedentes sobre las acciones anti-inflamatorias
de los NO,-FA, se quiso explorar la relevancia de FABP4 y PPARy en estos efectos, para lo cual se
estudid la expresion de dos citoquinas pro-inflamatorias, MCP7 e IL7B, en presencia o ausencia de
BMS y GW9662, en monocitos en diferenciacion luego del tratamiento con los NO,-FA. En este
sistema la expresidn de citoquinas inflamatorias estd desencadenada por el tratamiento con PMA,

244
. Los resultados

gue induce en Ultima instancia la activacién de vias inflamatorias como NF-«B
mostraron que el NO,-OA inhibid la expresién de los genes MCP7 e IL7B, mientras que NO,-CLA
tuvo un efecto marginal sobre MCP7 (Figura 2.20a y d). Ademas, el GW9662 revirtidé levemente los
efectos del NO,-OA, lo que sugiere la participacion de otra via ademas de PPARy en estas acciones
anti-inflamatorias (Figura 2.20c y f). Por su parte, el bloqueo de la FABP4 por BMS revirtio la
inhibicion mediada por NO,-OA en MCP7 e IL7B en un 87 % y 44 % respectivamente, y del NO;-
CLA en MCP-17 por completo (Figura 2.20b y e). Estos resultados indican que el transporte mediado
por la FABP4 es importante en los efectos anti-inflamatorios de los NO,-FA, donde parece

participar PPARy entre otras vias no exploradas en nuestros ensayos.
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Figura 2.20: FABP4 participa en la modulacion de la expresion de citoquinas por NO>-FA

Monocitos en diferenciacion se estimularon con 1 uM de Rosi, NO,-FA o su correspondiente FA precursor.
En paralelo, se realizaron controles por incubacién de las células con DMSO (vehiculo). Luego de 6 h de
estimulacion, las células se homogeneizaron para obtener el ARNm total y los niveles de ARNm de MCP7 e
IL7B se determinaron por RT-gqPCR y normalizaron contra el gen GAPDH (a, c, dy f) o 785 (b y e). En los
experimentos con BMS, las células se incubaron con dicho inhibidor (25 uM) 2 h previo al tratamiento con
NO,-FA (b) y (e). En los experimentos con GW9662, las células se diferenciaron en presencia de GW9662 (1
M) por 30 min previo al tratamiento con NO»-FA (c) y (f). La expresion de MCP7 (a-c) e IL78 (d-f) se
representa como niveles relativos de ARNm (incremento) en relaciéon al control (DMSO), y corresponde al
promedio de tres experimentos independientes + SD. El (*) indica diferencias significativas con los
tratamientos DMSO/DMSO+BMS/DMSO+GW9662 segun corresponda (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de
comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001).
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Capitulo 3

Los NO,-FA potencian la activacion
alternativa de los macrofagos por
un mecanismo dependiente de la
FABP4
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3.1 Introduccion

Existen multiples reportes que muestran la capacidad de los NO,-FA de inhibir la activacion
clasica de los macrofagos, pero poco se sabe acerca de sus efectos sobre la activacion alternativa.
Se postula que PPARy participa en la sefalizacién inducida por la IL4 para la adquisicion del
fenotipo alternativo de los macréfagos '*?**?%. En el capitulo anterior demostramos que los NO,-
FA son capaces de activar PPARy en monocitos en diferenciacion y en macréfagos humanos. Por lo
tanto, resultd interesante estudiar sus efectos sobre la activacion de los macréfagos inducida por
IL4, explorando ademas el eventual papel de la FABP4.

Se considero en primer lugar continuar los estudios en el modelo de monocitos humanos pero,
lamentablemente, en nuestro grupo hemos tenido dificultades para inducir la diferenciacion
alternativa en la linea celular THP-1 con las citoquinas IL4 e IL13 (formas recombinantes
comerciales). En ensayos de estimulaciéon con dichas citoquinas la induccién de la expresion del
receptor de manosa y de la arginasa 1 (medida en funcién de la actividad arginasa) fueron muy
pobres o indetectables. Por tanto, dado que en el marco de esta tesis no resulté posible trabajar
con concentrados de células sanguineas humanas (buffy coats), que permitieran purificar
monocitos en cantidad suficiente para estos ensayos, se decidié cambiar de modelo. Se optd por
realizar estos estudios en células de ratén tomando ventaja de que en nuestro laboratorio se
contaba con experiencia en el trabajo con macréfagos murinos, en particular aquellos derivados de
progenitores de médula 6ésea (BMDM). Estas células se consideran un buen modelo de macréfagos
derivados de la extravasacién de monocitos sanguineos, mas que de macréfagos residentes.
Teniendo en cuenta que la activacidon de PPARYy resulté mas notoria en monocitos en diferenciacion
gue en macréfagos, administramos los NO,-FA durante la diferenciacion de precursores de médula
Osea con M-CSF (BMDM condicionados). Ademas, expandimos los estudios utilizando macréfagos
peritoneales reclutados por estimulacion con tioglicolato, que constituyen una poblacion
heterogénea de células en distintos momentos de su diferenciacidén a macréfago.

Para abordar el trabajo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Determinar si el condicionamiento de los macréfagos con NO,-FA durante su
diferenciacion a partir de progenitores de médula 6sea (BMDM condicionados) modifica el
fenotipo de los macréfagos obtenidos, particularmente a nivel de la expresion de la Fabp4.

2)  Estudiar /n vitro cémo responden los BMDM condicionados a la estimulacion con LPS o
IL4, y el eventual papel de la FABP4 en la modulacién de los NO,-FA sobre estas

respuestas.

3) Estudiar la capacidad de los NO,-FA de modular los efectos de IL4 /n vivo, evaluando si
contribuyen a la activacion alternativa de los macréfagos.

3.2 Materiales y métodos
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3.2.1 Reactivos quimicos

El origen de los reactivos quimicos y bioldgicos que son comunes a los estudios descriptos en el
Capitulo 2 se describieron en dicho capitulo. Los reactivos bioquimicos especificos de los ensayos
utilizados en este capitulo se detallan dentro de la descripcién de las metodologias.

3.2.2 Animales de experimentacion

Los ratones de la cepa Balb/c utilizados para la generacién de BMDM condicionados se criaron
en el bioterio de la Unidad de Animales Transgénicos de Experimentacion del Instituto Pasteur de
Montevideo. Los ratones de la cepa Balb/c, C57BI/6 LysCre x PPARy™"*, LysCre x PPARy*"" y LysCre x
PPARY"’ utilizados para generar macréfagos peritoneales reclutados por tioglicolato y realizar los
experimentos de potenciacion del fenotipo alternativo se adquirieron de la Unidad de Animales
Ann Walker, School of Biological Sciences, University of Edinburgh. Todos los protocolos
empleados obtuvieron la aprobacién de la Comisidén Honoraria de Experimentaciéon Animal (CHEA,
UdelaR) o del Servicio encargado de autorizar estos protocolos de la Universidad de Edimburgo.

3.2.3 Preparacion de sobrenadante de cultivo de L929

Las células L929 (ATCC, EEUU) se cultivaron a 37 °C y en atmdsfera hiumeda con 5 % de CO; en
medio DMEM (suplementado con 10 mM HEPES, 3.7 g/L bicarbonato de sodio, 2 mM glutamina,
100 U/ml penicillina, 0.1 mg/ml estreptomicina y 250 ng/ml anfotericina B) conteniendo 10 % de
suero bovino fetal (SFB, GIBCO, EEUU). Para expandir la linea, las células se subcultivaron cada vez
que alcanzaron la confluencia. Para la produccién del sobrenadante de L929 como fuente de M-
CSF, se sembraron varios frascos de cultivo T75 en paralelo y cada 3 dias se recuperd el
sobrenadante y se agregé medio fresco. El sobrenadante, se centrifugd 5 min a 350 g para
descartar restos celulares y la fraccién soluble se conserv6 a -80°C. Se repitié este procedimiento
hasta que comenzé a despegarse la monocapa de células. En ese punto, se mezclaron todos los
sobrenadantes obtenidos, se filtraron con filtros de 0.22 um y se titularon. La titulacién consistio en
la producciéon de BMDM (ver mas adelante) en presencia de distintos porcentajes de sobrenadante
de L929: 5, 10, 15 0 20 %, con el fin de determinar la concentracion éptima de uso como aquella
gue permitié obtener la mayor cantidad de BMDM (mayor rendimiento). Posteriormente, el
sobrenadante se alicuoté y mantuvo a -80°C hasta su uso.

3.2.4 Preparacion y estimulacion de macréfagos derivados de médula 6sea
(BMDM) condicionados con NO,-FA

3.2.4.a Preparacion de los BMDM condicionados

Se emplearon hembras de la cepa Balb/c (de 8 a 12 semanas). Los ratones se sacrificaron
mediante el anestésico inhalatorio isofluorano (Cristalina). Se practicé una diseccién de sus patas
para recuperar las tibias y los fémures. Los huesos se limpiaron con etanol 70 % (v/v) utilizando
papel absorbente y se colocaron en una placa de Petri con medio DMEM bajo camara de flujo
laminar. Para extraer la médula 6sea se cortaron las epifisis de los huesos y se perfundié el canal
medular de cada hueso con 3 ml de medio DMEM, utilizando una jeringa estéril con aguja 24G. Se
rompieron los agregados celulares mediante pipeteo suave y la suspension obtenida se centrifugo
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por 10 min a 350 gy 18 °C. Se descarté el sobrenadante y se resuspendieron las células en 10 ml
de DMEM para contarlas en camara de Neubauer usando Trypan blue. Se plaquearon 0.3x10°
células por pozo en placas de 24 pozos, en 1 ml de medio DMEM conteniendo 10 % (v/v) de SFB y
15% (v/v) de sobrenadante de cultivo de L929. Al mismo tiempo se estimularon con NO,-FA, FA o
Rosi a distintas concentraciones (1, 5 y 10 uM), utilizando DMSO como control. Al quinto dia se
realizé el cambio de medio y se volvieron a agregar los estimulos. Al séptimo dia se lisaron las
células y se preparé el ARNm para estudiar la expresién génica. Alternativamente se descarté el
sobrenadante y los macréfagos se despegaron mecanicamente mediante pipeteo utilizando PBS
conteniendo 3 mM EDTA y 0.1 % glucosa, para evaluar la presencia de marcadores de superficie
por citometria de flujo.

Para los experimentos en donde se evalud la activacion de PPARy en los BMDM condicionados,
se prepararon las células como se describié anteriormente, pero se realizd una pre-incubacion de
30 min con GW9662 (5 o 10 uM) previo al agregado de los NO,-FA que se repitio en el quinto dia
al realizar el cambio de medio. Al séptimo dia se lisaron las células y se prepard el ARNm para
estudiar la expresién génica.

Para los experimentos en donde se evalué el contenido de FABP4 por Western blot en los
BMDM condicionados, los progenitores se sembraron a razén de 0.4x10° células por pozo, en
placas de 24 pozos, conteniendo 1 ml de DMEM suplementado con 10 % SFB y 15 % sobrenadante
de L929. Los dias 0 y 5 las células se incubaron con GW9662 5 uM por 30 min previo al tratamiento
con NO,-FA, FA o Rosi (10 uM) o con el vehiculo (DMSO) como control. Luego del séptimo dia se
lisaron las células utilizando un tampon de lisis hipotonico (ver mas adelante).

3.2.4.b Ensayos de estimulacion de BMDM condicionados

Para los experimentos de estimulacidon con LPS (Sigma) o IL4 (PeproTech), se condicionaron los
BMDM como se describié anteriormente y al séptimo dia se descarté el medio, se lavaron las
células con medio sin SFB y se agregaron los estimulos en DMEM conteniendo 1 % SFB. En el caso
del LPS, se utilizaron concentraciones 1, 10 o 100 ng/ml y la incubacion se realizé por 3 h. En el
caso de la IL4, se utilizaron concentraciones de 0.5 o 1 ng/ml y la incubacién se realizé por 6 h. En
ambos casos, al finalizar la estimulacion se lisaron las células con Trizol para conservar los ARNm y
estudiar la expresion génica.

Para el estudio de la actividad arginasa, la incubacion con IL4 (1 o 10 ng/ml) se realizé en medio
DMEM conteniendo 1 % de SF delipidado por 24 h y al finalizar el tiempo las células se lavaron,
lisaron y conservaron -80 °C hasta su uso (ver mas adelante).

3.2.5 Obtencion y estimulacion de macréfagos peritoneales reclutados por
estimulacion con tioglicolato

3.2.5.a Obtencion de macrofagos peritoneales

Se utilizaron hembras Balb/c de 8 semanas de edad. Al dia O se inyectaron por via
intraperitoneal (i.p.) con 800 pl de medio tioglicolato estéril al 4 % (BD). Tres dias después de la
inyeccion, los ratones se sacrificaron en cdmara de CO, y se recuperaron las células reclutadas en el
peritoneo, mediante dos lavados de 5 ml cada uno con RPMI suplementado con 2 mM glutamina,
100 U/ml penicillina, 0.1 mg/ml estreptomicina y 250 ng/ml anfotericina B. Las células se
centrifugaron durante 5 min a 350 g, y luego de descartar el sobrenadante se contaron en un
contador de células (Cellometer, Nexcelom Bioscience, USA) usando Trypan blue.
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3.2.5.b Ensayos de estimulacion de macrofagos peritoneales

Se sembraron 0.5x10° células por pozo, en placas de 24 pozos, conteniendo 1 ml de RPMI y se
estimularon con NO,-FA o FA a distintas concentraciones 1, 2.5, 5y 10 uM o con Rosi a 1 uM por 6
h. Se utilizé DMSO como control del vehiculo. Para algunos experimentos se realizé en simultaneo
una estimulacion con IL4 0.5 ng/ml. Al finalizar el tiempo se lisaron las células y se prepar6 el
ARNmM para estudiar la expresion génica.

Los ensayos con células deficientes para PPARYy, se realizaron con hembras C57BI/6 LysCre x
PPARY*"* (wt), LysCre x PPARy™" (heterocigotas) y LysCre x PPARY"™" (deficientes) de entre 10-15
semanas. La obtencion de macréfagos de tioglicolato y el sembrado en la placa de cultivo se
realizé como se describid anteriormente. Las células fueron estimuladas con CLA o NO,-CLA a 2.5
MM u OA, NO,-OA o Rosi a 1 uM vy se utilizo6 DMSO como control. La estimulacion se hizo por
incubacion en ausencia o presencia de 0.5 o 5 ng/ml de IL4 durante 6 h. Al finalizar el tiempo se
lisaron las células y se prepard el ARNm para estudiar la expresion génica.

3.2.6 Ensayos de evaluacion del fenotipo alternativo en macréfagos
peritoneales

Para el estudio del fenotipo alternativo en macréfagos peritoneales de ratones naive, hembras
Balb/c de 8 semanas de edad se inyectaron por via i.p. con una Unica dosis de IL4 complejo [IL4c, 1
Mg de IL4 recombinante (Miltenyi) mas 5 pg de anti-IL4, 11B11, BioXcell] en 100 ul de PBS. A
continuacion se les suministré por via i.p. 0.035 umoles de Rosi en 100 ul de PBS o DMSO como
control. Los ratones se dividieron en dos grupos, unos se sacrificaron en camara de CO, alas 24 hy
otros a las 48 h post-inyecciéon. Tres horas antes del sacrificio, todos los animales recibieron una
dosis sub cutanea de 1 mg de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU, Sigma) en 100 ul de PBS. Luego de
la eutanasia, se recuperaron las células de la cavidad peritoneal mediante dos lavados con 5 ml de
RPMI suplementado. Se centrifugaron durante 5 min a 350 g, se contaron y se plaquearon 0.5x10°
células por pozo en una placa de 96 pozos fondo en V para realizar la tincién de marcadores de
superficie e intracelulares.

Para el estudio del fenotipo alternativo en macréfagos peritoneales reclutados por estimulacion
con tioglicolato, hembras Balb/c de 6 semanas de edad fueron inyectadas por via i.p. con 800 ul de
medio tioglicolato estéril al 4 %. Luego de tres dias todos los animales recibieron una Unica dosis
de IL4c i.p. y a continuacion se dividieron en cuatro grupos que recibieron por via i.p. 0.175 pmoles
de NO,-OA, OA o Rosi en 100 pl de PBS, o DMSO como control. 21 h después de la inyeccion de
IL4c, los animales recibieron un pulso de BrdU y a las 24 h fueron sacrificados por camara de CO,.
Las células se recuperaron y procesaron como se explicé anteriormente.

3.2.7 Determinacion de la expresion de marcadores de superficie por
citometria de flujo

Las células en estudio se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo en V, en el entorno de
0.25-0.5x10° células por pozo, dependiendo del experimento. Todas las incubaciones se realizaron
protegiendo las células de la luz y manteniéndolas en frio a no ser se indique lo contrario. Una vez
distribuidas las células en la placa, se tifieron con la sonda de viabilidad Live/Dead (Invitrogen)
diluida en PBS, 10 pl p/pozo, durante 10 min a 25 °C. Se continué con el bloqueo de los sitios de
unién inespecificos de los anticuerpos, como ser los receptores Fc, mediante el agregado de suero
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normal de rata 10 % en tampdn FACS (PBS, BSA 0.1 %, EDTA 2 mM) 15 pl p/pozo, durante 20 min.
Sin descartar el sobrenadante, se realizé la tincion de marcadores de superficie, con los anticuerpos
diluidos en FACS, 25 pl p/pozo durante 30 min. Pasado el tiempo se lavaron las células dos veces
con FACS. Cada lavado consistid en centrifugar las células 5 min a 350 g, descartar el sobrenadante,
mezclar bien las suspensiones en un mezclador tipo vortex para disgregar el pellet de células,
agregar 150 pl por pozo del tampdn de lavado y repetir el procedimiento. En algunos casos se
realiz6 una segunda tinciéon de superficie, con anticuerpos conjugados a fluorocromos en 50 pl de
FACS durante 30 min y luego se lavaron las células. Para el caso de las BMDM condicionadas, se
realizd Unicamente tincion de marcadores de superficie, por lo que luego de los lavados las células
se resuspendieron en 70 ul de FACS para analizarlas en el citometro de flujo.

En todos los experimentos las muestras se adquirieron en un citometro de flujo FACS Canto II
(BD Biosciences) de ocho detectores. Cada muestra se tomé durante 1 min y se grabaron al menos
10000 eventos. El andlisis posterior se realizé utilizando el software FlowJo v7.6 (TreeStar) y
disefando estrategias de seleccion particulares para cada tincion. En la mayoria de los ensayos, la
expresion de cada marcador se informé relativa a su control denominado FMO (del inglés,
fluorescence minus one). Este control se realiza en paralelo con la tincion de las muestras, y
consiste en agregar todos los anticuerpos conjugados a fluorocromos empleados en el panel de
tincion menos uno, de manera de poder medir la intensidad de fluorescencia basal que causa la
combinacion de los fluorocromos en un canal en particular. De este modo se fija el umbral de
fluorescencia a partir del cual la sefial de la muestra se considera positiva. En otros casos la
expresion de los marcadores se informo relativa al control isotipico, que consiste en un anticuerpo
del mismo isotipo y conjugado al mismo fluorocromo que el anticuerpo de interés, pero que
reconoce un epitope ausente en la muestra, de modo que la sefial que emita correspondera con
interacciones inespecificas y al igual que el FMO permite fijar el umbral de fluorescencia a partir del
cual la sefial de la muestra se considera positiva. Los resultados se informaron como el porcentaje
de células positivas para el marcador en estudio, o el nivel de expresion del marcador en estudio
representado como la media geométrica de la intensidad de fluorescencia. Los graficos se
realizaron expresando el promedio + desvio estandar de experimentos independientes o individuos
independientes segun corresponda.

3.2.7.a Estrategia de seleccion de las poblaciones celulares hematopoyéticas
obtenidas luego del condicionamiento de BMDM

En la Figura 3.1 se muestra la estrategia de seleccion utilizada para analizar la presencia de
diferentes poblaciones hematopoyéticas en la preparacion de células de médula 6sea diferenciadas
con M-CSF y condicionadas con los NO,-FA o sus controles. En primer lugar, se seleccionaron
aquellos eventos considerados células integras, dejando por fuera a los eventos de menor tamafo
y granularidad que son usualmente deshechos celulares (Figura 3.1a). Dentro de la regién de
células integras se seleccionaron las células vivas (Figura 3.1b) y luego los singuletes (Figura 3.1¢, lo
cual descarta aquellos eventos asociados a la sefial generada por dos o mas células que atraviesan
a la vez el haz de luz). Luego, dentro de la region de singuletes se definieron las poblaciones de LB
(CD19") y LT (CD3") y se selecciond la poblacién doble negativa (CD19°CD3’, Figura 3.1d).
Posteriormente se definieron las células CD11b" (Figura 3.1e) y dentro de éstas los neutrofilos
(Ly6G", Figura 3.1f). Cabe sefalar que los monocitos y macréfagos se diferenciaron por la alta
expresion en F4/80 y ausencia de Ly6C que presentan los macréfagos (F4/80*°Ly6C) y la expresion
baja y variable de F4/80 y Ly6C en monocitos (F4/80°¥°Ly6C") (Figura 3.1). Finalmente, cuando se

101



visualizaron los macréfagos seleccionados en un grafico de puntos IFg s vs FSC, se observo la
presencia de dos grupos definidos de células que denominamos macréfagos grandes
(F4/80"FSC®") y chicos (F4/80*FSC@°, Figura 3.1h).
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Figura 3.1: Estrategia de analisis y seleccion de las poblaciones celulares hematopoyéticas obtenidas
al condicionar precursores de médula 6sea durante su diferenciacion

Los progenitores de médula ésea condicionados durante su diferenciacion se tifieron con anticuerpos
especificos para diferentes marcadores fenotipicos conjugados a diferentes fluorocromos. Las células se
analizaron por citometria de flujo y los datos obtenidos se procesaron con el software FlowJo. Se utilizaron
graficos de puntos donde se representan las dispersiones de la luz en la misma direccién que el haz laser (FSC,
del inglés forward scatter) y a 90 grados de este haz (SSC, del inglés side scatter), y la intensidad de
fluorescencia (IF) correspondiente a cada fluorocromo, indicando a qué marcador celular corresponde. Se
muestra con flechas la secuencia de regiones que se fueron seleccionando en el andlisis para identificar y
separar las poblaciones de interés. De acuerdo con eso las regiones indicadas corresponden a células integras
(a), células vivas (b), singuletes (c), células CD19°CD3’, que descartaria a los LB y LT maduros (d), células
inflamatorias (CD11b", panel e), neutréfilos (Ly6G*, panel ), macréfagos (F4/80°°/Ly6C", panel g), macréfagos
grandes (F4/80"FSC™, panel h) y chicos (F4/807FSC®®, panel h).

3.2.7.b Estrategia de seleccion para analizar los marcadores de superficie en las
BMDM condicionadas

En la Figura 3.2 se muestra la estrategia de seleccion utilizada para analizar la presencia en
membrana de marcadores de superficie en la preparacion de células de médula ésea diferenciadas
con M-CSF y condicionadas con los NO,-FA o sus controles. En primer lugar, se seleccionaron
aquellos eventos considerados células integras (Figura 3.2a). Dentro de la region de células integras
se seleccionaron las células vivas (Figura 3.2b) y luego los singuletes (Figura 3.2¢). Continuando,
dentro de la regidn de singuletes se definieron dos poblaciones seglin su tamafo en el detector
FSC-H, a las que llamamos células grandes y células chicas (Figura 3.2d). Posteriormente dentro de
las células grandes se definieron las células F4/80°, para lo cual se utilizd el control FMO
correspondiente, que permitié fijar el umbral a partir del cual la sefal se considerd positiva (Figura
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3.2e). El andlisis del resto de los marcadores MHCII, CD36, CD80 y CD86 se realiz6 dentro de la
poblacidn F4/80" y se utilizaron como controles los FMO correspondientes en cada caso.
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Figura 3.2: Estrategia de seleccion de los macré6fagos BMDM para analizar la presencia en membrana
de marcadores de superficie.

Las BMDM obtenidas se tifieron con anticuerpos especificos para analizar la presencia de distintos
marcadores de superficie por citometria de flujo tal como se describe en el punto 3.2.7. Se utilizaron gréaficos
de puntos donde se representan las dispersiones de la luz en la misma direccién que el haz laser (FSC, del
inglés forward scatter) y a 90 grados de este haz (SSC, del inglés side scatter), y la intensidad de fluorescencia
(IF) correspondiente a cada fluorocromo, indicando a qué marcador celular corresponde. La estrategia de
seleccion de la poblacién de macréfagos se muestra con flechas que vinculan las regiones seleccionadas en los
paneles desde a hasta e. Se seleccionaron las células integras (a), luego las células vivas (b) y los singuletes
(c). Posteriormente dentro de esta Ultima region se definieron las poblaciones de células, las grandes (FSCa'tO,

bajo

panel d) y las chicas (FSC", panel n). Finalmente, dentro de la poblacion de células grandes se definieron las

células F4/80" con ayuda del control FMO para F4/80. Posteriormente, se analizé la fluorescencia
correspondiente al marcador de interés en la poblacion de células F4/80°.

3.2.8 Determinacion de la expresion de marcadores intracelulares por
citometria de flujo

Después de la tincion de marcadores de superficie descripta en el punto 3.2.7, se continud el
procesamiento de las muestras con el fin de teflir marcadores intracelulares. Para ello, a las células
previamente dispuestas en la placa de 96 pozos se le realizaron lavados con FACS y posteriormente
se fijaron y permeabilizaron con tampdn permeabilizante (TPerm, eBioscience, 100 ul por pozo),
durante toda la noche (para la tincion de Ki67, BrdU y Arg1). Alternativamente las células se fijaron
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con paraformaldehido 2 % durante 20 min y luego permeabilizaron con TPerm durante toda la
noche (para la tincién de Relma). Posteriormente las células se lavaron dos veces con el TPerm,
bloquearon con 20 pl de suero normal de rata 10 % en TPerm durante 20 min y se realizé la tincion
intracelular con los anticuerpos diluidos en TPerm (50 ul por pozo durante 30 min). Cuando fue
necesario se realizé una segunda tincion intracelular con anticuerpos conjugados a fluorocromos,
50 pl por pozo, durante 45 min. En el caso de la tincién para BrdU, luego de la permeabilizacion fue
necesario realizar un tratamiento con DNAsa por 30 min a 37 °C, para después proceder a la tincién
intracelular. Algunas células no se trataron con DNAsa como control. Finalizadas las tinciones
intracelulares, las células se lavaron dos veces con TPerm y se resuspendieron en 70 pl de FACS
para ser analizadas en el citémetro de flujo.

3.2.8.a Estrategia de seleccion para analizar la expresion de marcadores de
diferenciacion alternativa y proliferacién en macréfagos de la cavidad peritoneal

En la Figura 3.3 se muestra la estrategia de seleccion empleada para definir los macréfagos
peritoneales y evaluar los marcadores de diferenciacion alternativa y proliferacion celular. En primer
lugar se seleccionar las células vivas (a), luego los singuletes (b) y posteriormente se hizo una
seleccién de varias poblaciones marcadas con el mismo fluorocromo para eliminarlas del anélisis.
Aqui se incluyeron los LB (CD19%), LT (TCRb"), esosindfilos (SiglecF*) y neutréfilos (Ly6G™) (c). Luego
se descartaron las células MHCII'F4/80 (d), y se seleccionaron los macréfagos como CD115" y
F4/80 medio y alto (e). Posteriormente, se diferenciaron las poblaciones de macréfagos en
residentes y recientemente reclutados, seguin la expresion de F4/80 y MHCII siendo los primeros
F4/80*"°MHCII™, y los segundos F4/80™*MHCI*"™ (f). Finalmente dentro de ambas poblaciones de
macréfagos, se evaluaron los marcadores alternativos y de proliferacion, haciendo uso del control
FMO correspondiente, que permitio fijar el umbral a partir del cual la sefial de cada muestra se
considero positiva.
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Figura 3.3: Estrategia de seleccion para definir los macréfagos peritoneales

Se obtuvieron células de cavidad peritoneal y se tifileron con anticuerpos especificos para definir a los
macréfagos peritoneales. La estrategia de seleccion consistié en (a) seleccionar las células vivas, (b)
seleccionar los singuletes, (c) definir LB CD19", LT TCRb", eosindfilos SiglecF™ y neutréfilos Ly6G™ para
eliminarlos del analisis y continuar con el resto de las células. En (d) se definieron y descartaron las células
MHCII" F4/80°, en (e) se definieron los macréfagos como F4/80° CD115" y en (f) se diferenciaron los

low

macréfagos reclutados como F4/80™" y los residentes de cavidad peritoneal como F4/80".

3.2.8.b Estrategia de seleccion para analizar la expresion de marcadores de
diferenciacion alternativa y proliferacion en macrofagos de la cavidad peritoneal
reclutados por estimulacion con tioglicolato

En la Figura 3.4 se muestra la estrategia de seleccion empleada para definir los macréfagos
peritoneales reclutados por tioglicolato y evaluar los marcadores de diferenciacién alternativa y
proliferacién celular. En primer lugar se seleccionaron las células vivas (a), luego los singuletes (b) y
posteriormente se hizo una seleccion de varias poblaciones marcadas con el mismo fluorocromo
para eliminarlas del analisis. Aqui se incluyeron los LB (CD19%), LT (TCRb"), esosindfilos (SiglecF*) y
neutréfilos (Ly6G") (). Luego se descartaron las células MHCITF4/80° (d), y se seleccionaron los
macrofagos como CD115°F4/80" (e). Posteriormente, se diferenciaron las poblaciones de
macrofagos como F4/80*MHCIF*™® y F4/80*"MHCII®®°. Finalmente, dentro de ambas poblaciones de
macrofagos, se evaluaron los marcadores alternativos y de proliferacién, haciendo uso del control
FMO correspondiente, que permitio fijar el umbral a partir del cual la sefal de cada muestra se
considero positiva.
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Figura 3.4: Estrategia de seleccion para definir los macréfagos de peritoneo reclutados por
estimulacién con tioglicolato

Se indujo el reclutamiento de macréfagos a la cavidad peritoneal tras la inyeccién de tioglicolato y luego
de tres dias se recuperaron las células y se tifieron con anticuerpos especificos para analizarlas por citometria
de flujo. La estrategia de seleccidon consistié en (@) seleccionar las células vivas, (b) seleccionar los singuletes,
(c) definir LB (CD19"), LT (TCRb"), eosindfilos (SiglecF") y neutréfilos (Ly6G*) para eliminarlos del analisis y
continuar con el resto de las células. En (d) se definieron y descartaron las células MHCII'F4/80", en (e) se
definieron los macréfagos como F4/80°CD115" y en (f) se determinaron dos poblaciones de macréfagos
como F4/80* MHCI*™ y F4/8* MHCII®®°.

Tabla 3.1: Anticuerpos utilizados en la tincion de citometria de flujo

Antigeno Fluorocromo Factor de Dilucion Clona Marca
CD19 APC-Cy7 200 1D3 BD
CD3 PE 80 17A2 PharMingen
CD11b PerCp 400 M1/70 BioLegend
Ly6C eFluo 200 HK1.4 eBioscience g
Ly6G APC 200 1A8 BioLegend g
F4/80 PE-Cy7 300 BM8 Invitrogen §
MHCII APC 80 M5/114.15.2 BiolLegend %
CD80 Pe-Cy5 40 16-10A1 BioLegend %_
CD86 PE 80 GL1 eBioscience | &
CD36 s/m 25 CRFD 2712 BD
Marcadores | anti-IgA FITC 50 C10-3 BD
de superficie | pp-12 PE 200 TY25 eBioscience
CD115 biot. - 100 AF598 BioLegend
Streptavidina  PerCP 400 - BioLegend
CD206 APC 400 C068C2 Biolegend
MHC-II AF700 500 M5/114.15.2 BiolLegend
CD19 Pac.Blue 300 6D5 BioLegend
Siglec-F BV421 300 E50-2440 BD
Ly6G BV421 300 1A8 BioLegend <
TCRb Bv421 300 H57-597 BioLegend :9—;
CD115 FITC 100 AFS98 BioLegend §
Tim4 PE 500 RMT4-54 BioLegend g:
Ki67 FITC 5 ul/tubo B56 BD Pharmigen
YM-1 biot - 40 policlonal RyD Systems
Marcadores | Relm-a - 100 policlonal PeproTech
intracelulares | antj-rabbit IgG APC 300 RyD Systems
Arg-1 APC 100 policlonal RyD Systems
BrdU PE 1.5 ul/tubo Bu20a BioLegend
Viabilidad L/D Aqua 500 - Invitrogen
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3.2.9 Obtencion de extractos celulares

Para medir la expresion de FABP4 por Western blot se obtuvieron extractos celulares de BMDM
condicionados con NO,-FA en presencia o ausencia de GW9662 como se explicd en el punto
3.2.4.a. Luego de los siete dias de condicionamiento, las células se lavaron con PBS y se lisaron
utilizando un tampén hipoténico (Hepes 10 mM, EDTA 0.5 mM, KCl 10 mM, pH 7.5, suplementado
con DTT 1 mM y céctel de inhibidores de proteasas, 100 pl p/pozo). Para obtener cantidades
suficientes de proteina se juntaron 4 pozos de cada condicion y se sonicaron (3 rondas de pulsos
de 1 min a 15 % seguido de tres rondas a 30 % de la potencia total) usando un Omni-Ruptor 4000
(OMNI International Inc.). Posteriormente se centrifugaron los lisados a 10000 g durante 15 min a 4
°C. La concentracion aproximada de proteinas se estimo en base a la Abs a 280 nm.

Para medir la actividad arginasa se obtuvieron extractos celulares de BMDM condicionadas e
incubadas por 24 h con IL4 como se explicd en 3.2.4.a. Se descarto el sobrenadante, se lavaron las
células con PBS 3 veces y se lisaron con tritébn 0.1 % en agua suplementado con coctel de
inhibidores de proteasas (100 pl p/pozo). Se pipetd cada pozo vigorosamente para favorecer la lisis,
se incubd la placa con agitacién por 30 min a 25 °C y se conservé a -80 °C hasta su uso.

3.2.10Separacion de proteinas por SDS-PAGE y Western blot

En un primer paso las muestras de los lisados celulares se fraccionaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE) siguiendo protocolos
convencionales. Brevemente, se utilizaron geles concentradores y separadores de acrilamida de 1.5
mm de espesor al 4 % (m/v) y al 12.5 % (m/v), respectivamente. Las muestras (36 ug de proteina) se
diluyeron en tampdn de carga 6x (0.35 M Tris-HCI, pH 6.8, 10 % SDS, 10 % glicerol, conteniendo
azul de bromofenol) en condiciones reductoras (40 uM DTT), y se calentaron por 10 min a 90 °C
previo a ser sembradas. La corrida se realizé usando una soluciéon tampén de corrida (Tris al 0.3 %
(m/v), glicina al 1.44 % (m/v), SDS al 0.1 % (m/v)). La electroforesis se realiz6 en el sistema Mini
Protean 3 (Bio-Rad), aplicando entre 25-35 mA durante toda la corrida. Se utilizaron marcadores de
peso molecular pre-tefidos de entre 20 y 120 kDa (Thermo Fischer Scientific). Luego, las proteinas
separadas en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore-Merck,
EEUU), utilizando el sistema de electrotransferencia himeda (Bio-Rad) y una solucién tampoén de
transferencia [Tris-base 50 mM, glicina 380 mM, SDS al 0.1 % (m/v), metanol al 20 % (v/v)] durante
toda la noche a voltaje constante de 56 V y 4 °C. Las membranas se bloquearon con PBS-BSA 0.5 %
y se incubaron (durante toda la noche, con agitacion continua a 4 °C) con el antisuero de conejo
anti-rFABP4 (1:20000) o el anticuerpo IgM de ratén anti-GAPDH humana (1:1000, SIGMA-Aldrich,
EEUU) con reactividad cruzada por GAPDH de ratén, diluidos en PBS-Tween-BSA. Luego de tres
lavados con PBS-T, se incubaron con el anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (1:2000,
Calbiochem) o anti-Ig de ratdn conjugado a peroxidasa (1:2000, Calbiochem). El revelado se realizo
utilizando el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Thermo Fischer Scientific) y se
fotografié en un sistema de imagen (G:BOX, Syngene, India). La densitometria de las bandas se

. s 21
realizé con el software Image) *'°.

3.2.11 Analisis de la expresion génica

Para analizar la expresién génica en primer lugar se obtuvo el ARN total de las células. Para esto,
las células se lisaron con TRIzol Reagent siguiendo las recomendaciones del fabricante (300 pl del
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reactivo para 5x10° células, pipeteando varias veces para homogeneizar) y se conservaron a -80 °C
hasta su procesamiento. Para extraer el ARN total, al homogeneizado se le agregd cloroformo (60
pl), se agitd manualmente y se separaron las fases acuosa y organica mediante centrifugacién
(12000 g, por 15 min a 4 °C). Se recuper?d la fase acuosa y se precipitd el ARN con isopropanol (150
pl) mezclando suavemente y dejando reposar a temperatura ambiente por 10 min. Luego se
centrifugd la muestra (12000 g, por 15 min a 4 °C), se descarté el sobrenadante y el pellet se lavd
con 300 pl de etanol (75 % en agua libre de ARNsas) usando un agitador tipo vortex.
Posteriormente la muestra se centrifugd (7500 g, 5 min a 4 °C), se descarté el sobrenadante y se
dejo secar el pellet a temperatura ambiente por 30 min. Se resuspendié el pellet en 20 pl de agua
libre de ARNsas y se calenté durante 10 min a 55 °C para disolver completamente el ARN. Se midio
la concentracién y se verifico la calidad del ARN obtenido (relacién Abs 260/Abs 280 y Abs 260/Abs
230) utilizando el espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific). Las muestras de ARN se
congelaron a -80 °C para su conservacion.

En segundo lugar a partir del ARN total se preparé el ADN copia (ADNc), pero previamente las
trazas de ADN se eliminaron de la muestra por tratamiento con ADNasa-I, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, 1 ug de ARN se mezclé con 1 unidad de ADNasa-],
su correspondiente tampon conteniendo MgCl, y agua libre de ARNasas (c.s.p. 10 pl). Se incub6 30
min a 37 °C en termociclador (Bioer, China). Luego se inactivd la enzima por incubacién a 65 °C
durante 10 min en presencia de EDTA. A continuacion se realizd la sintesis de la hebra
complementaria de ADN (ADNc) usando la transcriptasa reversa M-MLV. Brevemente, a la mezcla
de reaccion anterior se le adicionaron la enzima M-MLV (200 unidades), 0.5 mM dNTPs, 5 uM
cebadores aleatorios y el inhibidor de ARNasas Ribolock (40 unidades). La reaccién de sintesis se
realiz en un termociclador en tres pasos utilizando las siguientes condiciones: 25 °C por 10 min, 37
°C por 50 miny 70 °C por 15 min.

Para evaluar los niveles de expresidon génica, se utilizaron cebadores especificos del gen de
interés para amplificar el ADNc correspondiente por PCR en tiempo real (qPCR). Los cebadores, se
diseflaron en el software Primer Express (Applied Biosystems, EEUU) y se verifico su eficiencia de
amplificacién exigiendo que fuera entre 90 y 110 %. Las secuencias de los cebadores utilizados se
muestran en la Tabla 3.2. Para la gPCR se emple6 el kit comercial QuantiNova SYBR Green PCR kit
(Qiagen, Hilden-Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se mezclaron 5 pl
de SYBR con los cebadores especificos (sentido y anti-sentido) a una concentracién final de 0.9 uM,
en un volumen final de 10 pl conteniendo 2 yl de molde. La reaccion se realizd en un Rotor-Gene
Q real-time PCR cycler (Qiagen) utilizando el siguiente protocolo: 15 min a 95 °C, seguido de 40
ciclos de 15sa 94 °C, 30sa 50 °Cy 30 s a 72 °C. El cambio en el nivel de expresion de los genes de
interés se reporté relativo a los niveles observados en las muestras control usando el método 244
218 donde ACt = Ct del gen de interés-Ct de un gen constitutivo. Para todos los ensayos se us6
como gen constitutivo la f-actina o el 78S.

Tabla 3.2: Cebadores disefiados para RT-qPCR en muestras provenientes de monocitos y macréfagos

murinos

Gen Cebador sentido Cebador anti-sentido

188 GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG
b-Actina GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG
Fabp4 GATGAAATCACCGCAGACGACA ATTGTGGTCGACTTTCCATCCC
Cd36 CAGTCCTGGCTGTGTTTGGA TTTGAAAGCAGTGGTTCCTTCTT
Lpl CACAACCAGGCCTTCGAGAT ACCTCGGGCAGGGTGAA
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Pparg CCGTGCAAGAGATCACAGAG CCCTGGTCATGAATCCTTGG

Hmox1 ACTAGCCCAGTCCGGTGATG TTCAAGGCCTCAGACAAATCCT
Nos2 CCCCGCAGCTCCTCACT CTGTGGACGGGTCGATGTC

Il6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
Arg1 CGATTCACCTGAGCTTTGATGTC GTCCTGAAAGGAGCCCTGTCT
Chi3I3 CATTGGAGGATGGAAGTTTGGA GAATATCTGACGGTTCTGAGGAGTAG
Mrc1 GCATGGGTTTTACTGCTACTTGATT CAGGAATGCTTGTTCATATCTGTCTT
Retnla CGTGGAGAATAAGGTCAAGGAACT CACTAGTGCAAGAGAGAGTCTTCGTT
1o CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA TGCTCCACTGCCTTGCTCTT

3.2.12Ensayo para la determinacion de la actividad arginasa

La actividad arginasa se determiné aplicando la metodologia descripta previamente por
Corraliza et al. ***, que se basa en la deteccién colorimétrica de la urea formada a partir del sustrato
L-Arginina. Para ello, se descongelaron los lisados celulares en tritdon 0.1 % y se mantuvieron en
hielo durante toda la preparacion. Se mezclaron 50 pl de los lisados con 50 ul de Tris-HCl 50 mM
pH 7.5 conteniendo 10 mM MnCl,, en tubos de PCR. Se pre-calent6 el termociclador a 55 °C y
luego se incubaron las muestras durante 15 min. Finalizado el tiempo se colocaron las muestras en
hielo, se les agregd 100 ul por tubo de L-Arginina (AppliChem, Alemania) 0.5 M en agua pH 9.7
(preparada fresca) y se incubaron 1-2 h a 37 °C. Mientras tanto, se prepard el estandar de urea
(Applichem) en agua, mediante diluciones seriadas al medio que abarcaran un rango de
concentracién de 0.6 a 0.002 mg/ml y una solucién fresca de a- isonitrosopropiofenona (ISPF,
Sigma) al 9 % m/v en etanol. Se armd otro set de tubos de PCR considerando las muestras y el
estandar por duplicado a los que se les agregd 8 ul de ISPF 9 % y 160 ul de solucion de freno
(H,SO,4/H3PO,/H,O destilada, 1/3/7, v/v/v) por tubo. A los tubos nuevos conteniendo ISPF vy
soluciéon de freno, se les transfirid 40 ul de cada muestra salida del termociclador o del estandar y
se los incubd durante 30 min a 90 °C para frenar la reaccién. Finalizado el tiempo se esperd a que el
termociclador alcanzara la temperatura ambiente y se colocaron las muestras en hielo. Se
transfirieron 180 ul de cada tubo a una placa de 96 pocillos de microtitulacion y se midié la
absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA (Labsystems Multiskan). Con el estandar se construyé
una curva de calibracion de absorbancia vs. concentracion de urea, y se estimé la concentracion de
urea presente en la muestra. Posteriormente se calcularon las unidades de actividad enzimatica (U),
definidas como los umoles de producto formado por minuto de reaccién y se normalizaron contra
la cantidad de proteina total determinada por el kit micro BCA (Thermo Fisher Scientific).
Finalmente el resultado se informé como mU/mg de proteina total.

3.2.13 Analisis de los datos

La mayoria de los experimentos se realizaron al menos 3 veces (n = 3) con cada condicién por
duplicado. Los andlisis estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism (version 6,
GraphPad Software, EEUU, www.graphpad.com). En todos los casos se utilizé el analisis de varianza

de dos vias (ANOVA) para las comparaciones multiples, con el post-test de Tukey.
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3.3 Resultados

3.3.1 El condicionamiento con los NO,-FA durante la diferenciacién de
precursores de médula 6sea modificé el fenotipo de los macréfagos
obtenidos

Se conoce que es posible obtener macréfagos murinos por diferenciacion de precursores de

246

médula ésea de ratdon con M-CSF “. El procedimiento rinde una poblacion homogénea de

macrofagos (90 %), en un estado relativamente quiescente que pueden responder a distintos
estimulos. A su vez, la diferenciacion induce una minoria de otras poblaciones contaminantes *4"#%.
Con el fin de caracterizar el efecto del condicionamiento con los NO,-FA de los BMDM, primero se
analizo el fenotipo de las células obtenidas luego de 7 dias de diferenciacién con M-CSF (aportado
por el sobrenadante de cultivo de la linea de firboblastos murinos L929), en ausencia o presencia
de NO,-FA (10 uM) o Rosi (5 y 10 uM, para comparar con un ligando total de PPARy). Ademas, de
los controles realizados sin agregar NO,-FA (control medio), se trataron células con DMSO como
control de vehiculo. Al dia 7 se despegaron las células y se caracterizaron por citometria de flujo
utilizando dos tinciones: i) para examinar la presencia de células pertenecientes a diferentes linajes
hematopoyéticos, en base al uso de anticuerpos especificos para los marcadores CD19 (especifico
de linfocitos B, LB), CD3 (especifico de Linfocitos T, LT), CD11b (especifico de células inflamatorias),
Ly6G (expresado en gran nivel en neutrofilos), Ly6C (especifico de monocitos) y F4/80 (expresado
en gran nivel en macréfagos); ii) para evaluar dentro de la poblacién de macréfagos (F4/80
positiva) el nivel de expresién de moléculas de superficie vinculadas a las funciones de los
macréfagos, como ser el complejo proteico MHC de clase IT (MHCII), necesario para la presentacion
de antigenos, las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86, fundamentales para la
inmunoestimulacién de LT, y el receptor barrendero CD36, asociado a la funcién fagocitica que
contribuye a la remocién de componentes de desecho y resolucién de la inflamacién.

En primer lugar se analizo si el condicionamiento con los NO,-FA modifico el rendimiento de la
produccion y/o la viabilidad de las células obtenidas. Los resultados mostraron que la presencia del
NO,-CLA durante la diferenciacién de los precursores mieloides no afectd significativamente ni el
rendimiento ni la viabilidad en comparaciéon con los controles (sin tratamiento y DMSO). Sin
embargo, esto no fue asi para el NO,-OA, que provocd una reduccion significativa en el
rendimiento, aunque las células obtenidas mantuvieron una buena viabilidad (Figura 3.5a y b
indicado con *). Estas observaciones, sumado a que no se observaron células muertas durante el
cultivo, sugieren que el NO,-OA podria haber afectado la tasa de proliferacion celular durante el
proceso de diferenciacién de los precursores mieloides. Debido al bajo rendimiento obtenido en la
preparacion de células condicionadas con NO,-OA, no se pudo realizar la caracterizacién fenotipica
completa de estas células en todas las preparaciones obtenidas y, por lo tanto, estos grupos no se
incluyeron en el analisis estadistico aunque los datos obtenidos se muestran en la Figura 3.6. Por su
parte, el condicionamiento con CLA y Rosi 10 uM indujo un aumento significativo del nimero de
células, sugiriendo un efecto positivo sobre la tasa de proliferacion de los progenitores (Figura
3.5a).
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Figura 3.5: Efectos del condicionamiento con NO;-FAs sobre el rendimiento de la producciony la
viabilidad de las células obtenidas

Se obtuvieron progenitores de médula 6sea y se diferenciaron con M-CSF por 7 dias en presencia o
ausencia de los NO;-FAs (10 uM), Rosi (5 o 10 uM) o sus respectivos controles (FA y DMSO, respectivamente).
Al dia 7 las células se despegaron y se tifieron con una sonda para medir la viabilidad celular (L/D) por
citometria de flujo. El andlisis de los resultados, incluyendo la estrategia de seleccion, se realizé con el software
FlowJo tal como se describié en Materiales y Métodos (punto 3.2.7.a). Se muestra el nimero total de células
obtenidas (a) y el porcentaje de células vivas (b) para cada tratamiento. En todos los casos los gréficos
muestran el promedio de tres experimentos independientes (barras horizontales) + SD. (*) Indica diferencias
significativas con DMSO (ANOVA de dos vias, test de Tukey de comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01,
*** p<0.001, **** p<0.001).

La caracterizacion de las células diferenciadas en presencia de M-CSF evidencio, como era de
esperar, un contenido despreciable de linfocitos (ausencia de LB y un porcentaje muy bajo, cercano
a 1 % de LT Figura 3.6a). En contraste, la mayoria de las células obtenidas expresaron CD11b
(CD11b", aproximadamente 80 %, Figura 3.6b), un marcador que adquieren principalmente las
células mieloides de la inmunidad innata. Tal como se esperaba luego de la diferenciacion con M-
CSF ?*, los macréfagos constituyeron la poblacién mayoritaria dentro de las células CD11b* (85 %,
Figura 3.6c), mientras que se definieron dos poblaciones minoritarias, los neutrofilos (cerca de 10%,
Figura 3.6d) y los monocitos (cerca de un 4 %, Figura 3.6e). En cuanto a los efectos causados por el
condicionamiento con los distintos estimulos, se observd que el NO,-CLA aumenté
significativamente el porcentaje de macréfagos en relacion al DMSO (91.7 % vs 852 %,
respectivamente, Figura 3.6b), mientras que disminuy6 el de neutréfilos (2.5 % vs 7.7 % para el
DMSO, Figura 3.6d) y en menor medida el de monocitos (2.9 % vs 4.1 % para el DMSO Figura 3.6e).
Por su parte el CLA provocé cambios sutiles que incluyeron una disminucién del contenido de
macrofagos (84.6 %, Figura 3.6b) y aumento de monocitos (4.5 % Figura 3.6e). Finalmente el
tratamiento con Rosi a sus dos concentraciones provocé una leve disminucién de los monocitos
(3.2 %y 3.7 % para Rosi 5y 10 uM, respectivamente, Figura 3.6e). Por otra parte, se observé que la
poblacién de macréfagos obtenida no fue homogénea, presentando dos subpoblaciones con
distinto tamafo (determinado por la sefial en el detector FSC), a las que llamamos F4/80*FSC™°
(Figura 3.6f) y F4/80"FSC"° (Figura 3.6g). Entre ambas poblaciones la F4/80"FSC™™ fue la mas

abundante en todas las muestras, con un porcentaje entre 75-80 % (Figura 3.6f).
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Dado que el NO,-CLA provocd un aumento en el porcentaje de macréfagos obtenidos (CD11b*
F4/807), se analiz6 si esto se acompafiaba de un aumento en la expresidon de este marcador. Para
ello se compard la intensidad de fluorescencia correspondiente a la tincidén para F4/80 entre las
células condicionadas con los NO,-FA, FA y DMSO, seleccionando por separado las regiones
correspondientes a las células CD11b*F4/80*FSC™™ (grandes) y CD11b"F4/80"FSC*° (chicas). En la
Figura 3.7 se muestran los graficos de puntos representativos de los resultados obtenidos para la
expresion de F4/80 en los macrdfagos grandes y chicos, y los valores medios del porcentaje de
células positivas y el nivel de expresién de F4/80 en tres experimentos independientes, asi como
también el nimero total de macrofagos obtenido en cada tratamiento. Se comprobd que el CLA'y
los NO,-FAs indujeron un aumento significativo del porcentaje de células CD11b*F4/80*FSC*"
(desde 65 % a 75 % aproximadamente, Figura 3.7b), y solo el CLA y NO,-CLA aumentaron ademas
el nimero de células de manera significativa (Figura 3.7¢, indicado con un *). Sin embargo, al
considerar la intensidad de fluorescencia de la expresion de F4/80 de todas las células grandes, se
evidencia que sélo los NO,-FA inducen un aumento de la misma (desde 830 a 1900 y 2100, el NO,-
CLA y NO,-OA respectivamente, Figura 3.7d). En cambio, no se observaron diferencias entre los
tratamientos al analizar el porcentaje de células CD11b*F4/80'FSC™ o la intensidad de
fluorescencia del marcador F4/80 en las células chicas, aunque el tratamiento con Rosi, CLA y NO,-
CLA aumentaron el nimero de células de manera significativa (Figura 3.7f-g).
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Figura 3.6: El condicionamiento de progenitores de médula 6sea con NO>-FAs condujo a un
aumento en el porcentaje de la poblaciéon de macréfagos obtenida

Se obtuvieron progenitores de médula 6sea y se diferenciaron con M-CSF por 7 dias en presencia o
ausencia de los NO;-FAs (10 uM), Rosi (5 o 10 pM) o sus respectivos controles (FA y DMSO, respectivamente).
Al dia 7 las células se despegaron y tifieron con anticuerpos especificos para analizar los distintos tipos
celulares por citometria de flujo. El andlisis de los resultados, incluyendo la estrategia de seleccion, se realizd
con el software FlowJo tal como se describié en Materiales y Métodos (punto 3.2.7.a). Se muestran los
porcentajes correspondientes a los LT (a) y células CD11b" (b) relativos al total de la poblacién de células vivas
(singuletes), y los porcentajes de macréfagos (c) neutréfilos (d) y monocitos (e) relativos al total de células
CD11b". Ademas, dentro de la poblacién de macréfagos (F4/80") se definieron los macréfagos grandes
(FSC®™ panel f) y chicos (FSC™¥°, panel g). En todos los casos los graficos muestran el promedio de tres
experimentos independientes (barras horizontales) + SD. (*) Indica diferencias significativas con DMSO
(ANOVA de dos vias, test de Tukey de comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001).
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Figura 3.7: El condicionamiento con NO>-FAs condujo a un aumento en la expresion de F4/80 en los
macréfagos grandes (CD11b*F4/80* FSC*'*°).

Se analizd por citometria de flujo el nivel de expresién de F4/80 en las células BMDM obtenidas por
condicionamiento con FA (10 uM), NO2-FA (10 uM), Rosi (5 o 10 pM) o DMSO como control. Se realiz6 el
analisis por separado de las células grandes (a-d) definidas como CD11b*F4/807FSC*" y de las células chicas
(e-h) definidas como CD11b*F4/80"FSC°°. En (a y e) se muestran gréficos de puntos correspondientes a la
expresion de F4/80 vs tamafio de células (FSC-H), los cuales son representativos de los resultados obtenidos
en tres experimentos independientes. En (b y f), (c y g) y (d y h) se muestran los valores medios + desvio
estandar (SD) del porcentaje de células F4/80", del nimero de células F4/80" y del nivel de expresién de F4/80
(media geométrica de la intensidad de fluorescencia, IF), correspondientes a dos o tres experimentos
independientes. (*) Indica diferencias significativas con DMSO (ANOVA de dos vias, test de Tukey de
comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001).

3.3.2 El condicionamiento con NO,-FA redujo la expresion de MHC-II y
moléculas co-estimuladoras, y aumento la expresion de CD36 en la
superficie de los BMDM

En segundo lugar, se analiz6 la expresion de varias moléculas de superficie celular de los
macrofagos que se asocian con su capacidad fagocitica (CD36) y de recibir ayuda de células T
efectoras (MHC-II, CD86 y CD80). Este andlisis se realizd sobre las dos poblaciones de macréfagos
descriptas anteriormente, CD11b*F4/80*FSC*™ y CD11b"F4/807FSC*°, siguiendo la estrategia
detallada en Materiales y Métodos; se construyeron graficos de puntos correspondientes a la IF del
marcador de interés vs. FSC-H y se defini6¢ el umbral a partir del cual la fluorescencia se consider6
positiva utilizando el control FMO correspondiente. En este caso, no se observaron diferencias en el
perfil de expresion de los marcadores entre los macréfagos grandes y chicos. De todos modos en
las Figuras 3.8 a 3.11 se muestran los resultados obtenidos solamente para los macréfagos grandes
CD11F4/80*FSC", ya que representaron la mayoria de la poblacion en todos los tratamientos
(entre 75y 80 %) y la expresion del marcador F4/80 fue inducida por el tratamiento con los NO,-FA
Unicamente en estas células.

En cuanto a la expresion de MHCII, se puede ver como el tratamiento con Rosi, tanto a 5y 10
UM, y en mayor medida el tratamiento con NO,-CLA y NO,-OA, disminuyé significativamente el
porcentaje de células MHCII" (Figura 3.8b). Estos resultados se refuerzan al analizar la intensidad de
fluorescencia de la totalidad de las células F4/80", donde nuevamente Rosi 10 y ambos NO,-FAs
indujeron una disminucion de la expresion de MHCII (Figura 3.8d).
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Figura 3.8: El condicionamiento de los BMDM con los NO;-FAs inhibié la expresion en la membrana
plasmatica de MHCII

Se analizd por citometria de flujo el nivel de expresién de MHCII en las células BMDM obtenidas por
condicionamiento con FA (10 uM), NO-FA (10 uM), Rosi (5 o 10 uM) o DMSO como control. Para este analisis
se seleccionaron células CD11b*F4/80"FSC®" que constituyen la mayoria de los macréfagos BMDM obtenidos.
En (a) se muestran graficos de puntos correspondientes a la expresion de MHCII vs tamafio de células (FSC-H),
los cuales son representativos de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. En (b) y (c)
se muestran los valores medios + SD del porcentaje de células MHCII" y del nivel de expresién de MHCII
(media geométrica de la intensidad de fluorescencia, IF), correspondientes a dos experimentos
independientes. (*) Indica diferencias significativas con DMSO (ANOVA de dos vias, test de Tukey de
comparaciones multiples * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001).

Por su parte, la expresion de CD86 mostré un patrén similar al observado para la expresién de
MHCIL El tratamiento con Rosi o NO,-FAs disminuyd significativamente tanto el porcentaje de
células CD86" como el nivel de expresién de CD86 (intensidad de fluorescencia) en los BMDM
condicionados (Figura 3.9b-e), indicando que el condicionamiento interfirié con la expresiéon de
este co-estimulador. El hecho que el efecto de los NO,-FA, particularmente el NO,-CLA, sobre la
expresion de MHCII y CD86 sea mas fuerte que el provocado por la Rosi, sugiere que los mismos
podrian involucrar la activacion de otra(s) via(s) de sefalizacidn ademas de PPARYy.
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Figura 3.9: El condicionamiento de los BMDM con los NO>-FAs inhibié la expresion en la membrana
plasmatica de la molécula co-estimuladora CD86

Se analizo6 por citometria de flujo la expresion de CD86 en las BMDM condicionadas con FA (10 pM), NO,-
FA (10 uM), Rosi (5 o 10 pM) o DMSO como control. Para este analisis se seleccionaron células
CD11b*F4/80"FSC™™ que constituyen la mayoria de los macréfagos (a, b y €) o las células CD11b*FSC*™ (d y
e), que de acuerdo a la caracterizacién previa contienen aproximadamente un 70% de macréfagos F4/80°. En
(a) se muestran gréficos de puntos representativos de la expresion de CD86 vs tamafio (FSC-H) para los
BMDM condicionados por los distintos tratamientos. En (b) y (c) se muestran los valores medios + SD del
porcentaje de células CD86" y del nivel de expresion de CD86 (media geométrica de la intensidad de
fluorescencia, IF), correspondientes a un experimento realizado con duplicados analiticos. En (d y e) se
muestran los valores medios + SD del porcentaje de células CD86" y del nivel de expresién de CD86 (media
geométrica de la intensidad de fluorescencia, IF) correspondientes a dos experimentos independientes. (*)
Indica diferencias significativas con DMSO (ANOVA de dos vias, test de Tukey de comparaciones multiples *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001).

En cuanto a la expresion de CD80 no se observaron cambios por el condicionamiento con los
FA, NO,-FA o Rosi respecto al grupo control (DMSO). Todos los tratamientos indujeron un
porcentaje alto de células CD80" (entre 83 y 95 %, Figura 3.10b), y no hubo variacion en el nivel de
expresion medido en término de la intensidad de fluorescencia Figura 3.10c). El hecho de no haber
detectado variaciones en la expresion de CD80 apoya la idea de que los efectos del
condicionamiento con los NO,-FA sobre la expresion de MHCII y CD86 no se deben a una
interferencia general sobre la traduccién de proteinas o sobre los mecanismos ligados a la
expresion de proteinas de membrana plasmatica, sino que responden a una modulacién especifica
sobre estos genes.
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Figura 3.10: El condicionamiento de los BMDM con los NO>-FAs no alteré la expresién en la
membrana plasmatica de la molécula co-estimuladora CD80

Se analiz6 por citometria de flujo la expresion de CD80 en las BMDM condicionadas con FA (10 uM), NO;-
FA (10 uM), Rosi (5 o 10 yM) o DMSO como control. Para este analisis se seleccionaron células
CD11b*F4/80"FSC™™ que constituyen la mayoria de los macréfagos (a, b y €) o las células CD11b*FSC*™ (d y
e), que de acuerdo a la caracterizacion previa contienen aproximadamente un 70% de macréfagos F4/80°. En
(a) se muestran gréaficos de puntos representativos de la expresion de CD80 vs tamafio (FSC-H) para los
BMDM condicionados por los distintos tratamientos. En (b) y (c) se muestran los valores medios + SD del
porcentaje de células CD80" y del nivel de expresién de CD80 (media geométrica de la intensidad de
fluorescencia, IF), correspondientes a un experimento realizado con duplicados analiticos. En (d y e) se
muestran los valores medios + SD del porcentaje de células CD80" y del nivel de expresién de CD80 (media
geométrica de la intensidad de fluorescencia, IF) correspondientes a dos experimentos independientes.

En cuanto a la expresion de CD36, Unicamente el NO,-CLA fue capaz de inducir un aumento en
el porcentaje de células CD36" (Figura 3.11b). Sin embargo, al evaluar el nivel de expresion de este
receptor, se observé que tanto los NO,-FA como la Rosi indujeron un aumento significativo
comparado con el control del vehiculo (Figura 3.11c).
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Figura 3.11: El condicionamiento de los BMDM con los NO,-FAs aumenté la expresién en la
membrana plasmatica del receptor barrendero CD36

Se analizd por citometria de flujo el nivel de expresién de CD36 en las células BMDM obtenidas por
condicionamiento con FA (10 uM), NO,-FA (10 uM), Rosi (5 o 10 uM) o DMSO como control. Para este analisis
se seleccionaron células CD11b*F4/80*FSC*"® que constituyen la mayoria de los macr6fagos BMDM obtenidos.
En (a) se muestran graficos de puntos correspondientes a la expresién de CD36 vs tamafio de células (FSC-H),
los cuales son representativos de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. En (b) y (c)
se muestran los valores medios + SD del porcentaje de células CD36" y del nivel de expresion de CD36 (media
geométrica de la intensidad de fluorescencia, IF), correspondientes a dos experimentos independientes. (*)
Indica diferencias significativas con DMSO (ANOVA de dos vias, test de Tukey de comparaciones multiples *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001).

Tomando en cuenta todos los resultados del estudio de las poblaciones celulares y de los
marcadores de superficie realizado sobre las células condicionadas, se puede concluir que la
presencia de NO,-FA o Rosi durante la diferenciacion de precursores de médula 6sea hacia
macrofagos, generd una mezcla de células enriquecida en macréfagos, dentro de los cuales se
definen dos poblaciones que difieren en su tamafo, pero no en el perfil de expresion de los
marcadores de superficie analizados, siendo predominante la poblacion de mayor tamafo
(F4/80+FSCa't°). El condicionamiento con Rosi y NO,-FA provocd una reduccion en la expresion de
MHCII y de CD86, y un aumento en la expresion de CD36, pero no alterd la expresiéon de CD80. En
conjunto, estos resultados sugieren que el condicionamiento con NO,-FA y Rosi induce un fenotipo
de macrofago que debido a la disminucién en MHCII y CD86 tiene disminuida su capacidad de
funcionar como célula presentadora de antigenos, particularmente para recibir ayuda de células T
CD4+ efectoras, mientras que ve aumentada su capacidad fagoctitica a través del aumento en
CD36. Este perfil podria contribuir a la capacidad de estas células de remover detritos celulares y
facilitar la resolucion de la inflamacion.
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3.3.3 El condicionamiento con NO,-CLA se asoci6 con la presencia de un
mayor contenido de FABP4, dependiente de la activacion de PPARYy.

Para evaluar la capacidad de los NO,-FA de activar PPARy durante el proceso de diferenciacion
de los macréfagos, se trabajo Unicamente con el NO,-CLA, ya que como se comentd previamente
se obtuvieron rendimientos muy bajos de células al condicionar con NO,-OA. Brevemente, se
diferenciaron los progenitores de médula ésea en presencia de distintas concentraciones de NO,-
CLA (1,5 0 10 uM), Rosi (1 0 5 uM) o DMSO (control del vehiculo) y, con el fin de inhibir a PPARYy,
previo al agregado de los estimulos se realizd una pre-incubacién con GW9662 (5 o 10 uM) o
DMSO como control. Una vez completada la diferenciacion, se evalué por RT-gPCR la expresion de
genes reporteros de PPARy como Fabp4, Cd36 y la lipoprotein lipasa (Lp). Los resultados
mostraron que utilizando concentraciones entre 1y 10 uM de NO,-CLA no se detecté un aumento
en la expresion de Fabp4, aunque cuando se utilizd una concentracion 1 uM de NO,-CLA se
observé una tendencia a aumentar (Figura 3.12a) que no llegd a ser estadisticamente significativa.
En contraste, la expresion de Cd36 y Lp/ aumentd de manera dosis dependiente con la
concentracién de NO,-CLA, alcanzando la significancia estadistica Unicamente a 10 pM del NO,-
CLA. (Figura 3.12b y c respectivamente); este resultado concuerda con el aumento en la expresién
en membrana de este receptor determinada por citometria de flujo. Sin embargo, la respuesta de
ninguno de estos dos genes resultd inhibida por la presencia de GW9662, sugiriendo que en los
BMDM condicionados el efecto sobre la expresiéon de CD36 fue independiente de la activacién de
PPARYy. En linea con estos resultados, no se detectaron aumentos en la expresién de Fabp4, Cd36 ni
Lp/ bajo el condicionamiento con Rosi. Considerando que no pudimos detectar cambios en la
expresion de genes que han sido considerados reporteros de la activaciéon de PPARy, nos
cuestionamos si la expresion del propio factor nuclear podria estar afectada, por lo que analizamos
los niveles de expresion de Pparg. Los resultados mostraron cierto grado de variacion en la
expresion de Pparg en las células condicionadas, pero estas variaciones no fueron significativas.
Llamé la atencion sin embargo, que la expresion de Pparg se redujo significativamente cuando se
condiciond con 10 uM NO,-CLA y 5 yM GW9662, sugiriendo que existe cierto grado de activacién
de PPARy durante la diferenciacion de los BMDM (Figura 3.12d). Esta observacién contribuy6 a que
nos cuestionaramos si la ausencia de expresion de la Fabp4 podria deberse a las condiciones
experimentales utilizadas; seria posible que el tiempo al cual se analiz6 la respuesta no fuera el
Optimo ya que para lograr la diferenciacion completa de la célula, el andlisis se realiz 48 h después
de la estimulacion con el NO,-FA, y a este tiempo seria probable que se haya perdido un efecto
diferencial a nivel del ARNm. Sin embargo, de existir un efecto sobre la expresion de Fabp4, seria
factible que a las 48 h fuera medible a nivel de la proteina. Para evaluar esta posibilidad se realizd
un analisis de los niveles proteicos de FABP4 al dia final del condicionamiento de BMDM con los
NO,-FA, FA, Rosi o DMSO como control. El resultado obtenido (Figura 3.13) mostré que el
condicionamiento con NO,-FA asi como con Rosi aumentd el contenido de FABP4 en los lisados
celulares, y este aumento fue inhibido por la pre-incubacién con el GW9662. Este resultado
indicaria que los NO,-FA son capaces de activar PPARy durante la diferenciacion de los precursores
mieloides hacia BMDM, aunque a las concentraciones de NO,-FA y a los tiempos de estimulacién y
analisis utilizados no se logré detectar un aumento a nivel de la transcripcion del gen Fabp4. Por las
mismas razones que las consideradas para el analisis de la FABP4, no se puede descartar que
PPARy participe en la induccién de Cd36'y que el efecto a nivel de ARNm se haya perdido al
tiempo de andlisis usado.
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Figura 3.12: No se detectaron cambios dependientes de PPARy en la expresion de Fabp4, Cd36y Lp/
en BMDM condicionadas con los NO>-FA.

Se obtuvieron progenitores de médula 6sea por diferenciacién con M-CSF por 7 dias. En los dias 0y 5 las
células se pre-trataron con GW9662 (a distintas concentraciones por 30 min), y luego se estimularon con NO;-
CLA (1, 5 0 10 pM) o Rosi (5 pM). Se utilizé DMSO como control negativo. Las células se despegaron al
séptimo dia, se homogeneizaron para obtener el ARNm total y la expresion de Fabp4 (a), Cd36 (b), Lp/ (c) y
Pparg (d) se determiné por RT-qPCR normalizando contra el gen de la B-actina. Los resultados se muestran
como niveles relativos de ARNm (incremento) en relacion al grupo control (DMSO). Las barras representan el
promedio de duplicados biolégicos + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas comparado con
el DMSO/DMSO+GW (ANOVA de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples ** p<0.01, *** p<0.001).
(#) Indica diferencias estadisticamente significativas comparado con el NO,-CLA 10 uM y GW 10 pM (ANOVA
de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples # p<0.05, #### p<0.001).
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Figura 3.13: El condicionamiento de las BMDM con los NO;-FA indujo un aumento en el contenido
proteico de FABP4 que fue inhibido por GW9662.

Se obtuvieron progenitores de médula 6sea por diferenciacién con M-CSF por 7 dias. En los dias 0y 5 las
células se pre-trataron con GW9662 (a 5 pM por 30 min), y luego se estimularon con NO,-CLA (10 uM) o Rosi
(5 uM). Se utiliz6 DMSO como control negativo. Al séptimo dia se lisaron las células para evaluar la expresién
de FABP4 a nivel proteico por Western blot, usando el anticuerpo anti-rFABP4 purificado por afinidad (ver
Materiales y Métodos). En paralelo se controld la cantidad total del extracto sembrado en cada carril
determinando los niveles de la proteina constitutiva GAPDH, con un anticuerpo IgM de ratén anti-GAPDH.
Posteriormente se incubaron las membranas con anticuerpos anti-IgG de conejo y anti-IgM de ratén
conjugados a peroxidasa. Finalmente se utilizé un sustrato quimioluminiscente para el revelado. Se muestra un
resultado representativo del Western blot.

3.3.4 Efecto del condicionamiento con NO,-FA sobre la respuesta de los
BMDM a estimulos de tipo clasico o alternativo y el posible papel de la
FABP4 en dicho condicionamiento

Hasta ahora comprobamos que el condicionamiento con NO,-FA modificé el fenotipo de los
BMDM, en cuanto a la expresion de moléculas de superficie asi como también al aumento del
contenido de FABP4, este Ultimo dependiente de la activacion PPARy. Para definir si estos cambios
se acompafan de una alteracién para responder a estimulos inflamatorios, se propuso estudiar la
respuesta de los BMDM condicionados por NO,-FA o sus controles (FA o DMSO) frente a estimulos
de tipo clasico (LPS) y alternativo (IL4). Ademas, dado que la expresion de FABP4 estaria
aumentada, se exploré en qué medida la sefializacion de los NO,-FA en monocitos/macréfagos
expuestos a los distintos estimulos se afectaba tras la inhibicidn de la proteina. En este sentido es
importante recordar que los distintos estimulos (LPS o IL4) pueden variar las concentraciones de
FABP4 asi como el conjunto de ligandos endégenos que compitan con los NO,-FA por la unién a la
FABP4, modificando en ultima instancia la distribucion celular y la actividad sefalizadora de los
NO,-FA.

Basicamente el disefio experimental implic6 condicionar a los progenitores durante su
desarrollo a BMDM con los NO,-FA, en presencia o ausencia del inhibidor de la FABP4, y
enfrentarlos posteriormente a LPS o IL4, para determinar el efecto sobre los principales marcadores
de activacion celular. En primer lugar, se ajustaron las condiciones éptimas de concentracion asi
como de tiempo de estimulacion de las células para cada uno de los estimulos por separado (LPS e
IL4). Se buscoé determinar las condiciones donde los BMDM respondieran claramente a ambos
estimulos sin llegar a la saturacién, para luego poder visualizar el efecto causado por el
condicionamiento en presencia de NO,-FA y la inhibicion de la FABP4.

3.3.4.a Respuesta de los BMDM condicionados frente al LPS y el posible papel de la
FABP4

Para ajustar las condiciones de estimulacion con LPS, se examino la respuesta de BMDM frente a
tres concentraciones de dicho estimulo (1, 10 y 100 ng/ml) y durante distintos tiempos (3, 6 y 9 h).
Luego del tiempo de estimulacion se evalud la expresion de genes reporteros como NosZ e ll6
(Figura 3.14), que codifican para dos moléculas efectoras importantes del macréfago inflamatorio la
sintasa de 6xido nitrico y la interleuquina 6. Para ambos genes se registraron buenos niveles de
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induccion en los tres tiempos evaluados, que mostraron ser dependientes de la concentracion de
LPS utilizada. Incluso los menores incrementos registrados fueron elevados, siendo para el tiempo
de 3 hy LPS 1 ng/ml, 1000 veces para Nos2y cercano a 500 veces para //6. Se eligid continuar
trabajando con las concentraciones 1y 10 ng/ml, y a tiempo final 3 h, ya que para ambos genes se
observé una buena respuesta lejos de la saturacion.
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Figura 3.14: El tratamiento de BMDM con LPS indujo la expresion de los genes Nos2 e 1/6, de forma

dosis dependiente.

Se obtuvieron progenitores de médula 6sea y se diferenciaron con M-CSF por 7 dias. Al séptimo dia se
descart6 el medio y se agregé LPS a 1, 10 o 100 ng/ml en DMEM 1 % SFB por 3, 6 0 9 h. Se utilizé6 PBS como
control negativo. Luego de la estimulacién se homogeneizaron las células para obtener el ARNm total y la
expresion de NosZ (a) e /6 (b) se determind por RT-qPCR normalizando contra el gen de la B-actina. Los
resultados se muestran como niveles relativos de ARNm (incremento) en relacién al grupo PBS. Las barras
representan el promedio de duplicados biolégicos + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas
comparado con el PBS 3 h/PBS 6 h/ PBS 9 h (ANOVA de dos vias, test de Tukey de comparaciones multiples *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.001).

Una vez decididas las condiciones del ensayo con LPS, se incubaron los progenitores de médula
osea con NO,-CLA, CLA, Rosi o DMSO (vehiculo) como control, en presencia o ausencia de BMS.
Finalizados los 7 dias, las células se enfrentaron a LPS y luego se evalud la expresién de varios
marcadores de activacion clasica. En la Figura 3.15 se muestran los resultados de dos experimentos
independientes que presentaron el mismo perfil de induccién pero valores absolutos distintos, por
lo cual para representar el conjunto de los resultados se realizd una normalizacién con respecto al
tratamiento con DMSO+LPS 10 ng/ml, que se tomé como el 100 % de expresion en cada
experimento. Se observd que el condicionamiento con NO,-CLA logré reducir de manera
significativa el aumento en la expresion de Nos2 e I/6 inducido por LPS 10 ng/ml (Figura 3.15,
indicado con *), mientras que se observé una tendencia en el mismo sentido que no llegd a ser
significativa a 1 ng/ml de LPS. Por otra parte, el bloqueo de la FABP4 no modifico el resultado,
sugiriendo que la inhibicion de la respuesta al LPS mediada por NO,-CLA es independiente de la
actividad de la FABP4. También se estudid la expresion de /75 en este caso se observod que los
niveles inducidos por NO,-CLA mostraron una tendencia a ser menores que los inducidos por el
control, pero esta tendencia no alcanzé la significancia estadistica.
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Figura 3.15: La inhibicién de la expresion de Nos2 e 1/6 mediada por el NO,-CLA en BMDM

condicionados es independiente de la actividad de la FABP4

Se obtuvieron progenitores de médula ésea y se diferenciaron con M-CSF por 7 dias. En los dias 0 y 5 se
agrego BMS 25 uM por 2 h'y luego se agregd CLA o NO,-CLA a 10 pM o Rosi a 5 uM. Se utiliz6 DMSO como
control negativo. Al séptimo dia se descartd el medio y se agregd LPS a 1 o 10 ng/ml por 3 h. Luego de la
estimulacién se homogeneizaron las células para obtener el ARNm total y la expresién de NosZ2 (a), /16 (b) e
1/7b (c) se determind por RT-gPCR normalizando contra el gen de la B-actina. Los resultados se muestran
como porcentaje de expresion tomando como 100 % la expresion de los genes inducida por DMSO+LPS 10
ng/ml. Las barras representan el promedio de dos experimentos independientes + SD. (*) Indica diferencias
estadisticamente significativas comparado con DMSO+LPS 10 ng/ml o DMSO+LPS 10 ng/ml+BMS (ANOVA,
de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).

3.3.4.b Respuesta de los BMDM condicionados a IL4 y el posible papel de la FABP4
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De manera similar al tratamiento con LPS, utilizando BMDM se testearon dos concentraciones
de IL4 a diferentes tiempos y se evaluo la expresidon de genes reporteros de la activacién alternativa
como ser Arg1, Chi3/3(Ym1) y MrcT (receptor de manosa) (Figura 3.16). Para los tres genes se logré
una induccion dosis dependiente por parte de la IL4 a los 3 tiempos estudiados, siendo la Arg7 la
que mostrd el mayor incremento (cercano a 60 veces a las 6 h de IL4 0.5 ng/ml, Figura 3.16a),
mientras que Chi3/3y Mrc7 fueron similares entre si y menores a Arg7 (3 y 2.5 veces alas 6 h e IL4
1 ng/ml para Chi3/3 'y Mrcli, respectivamente). Como condiciones finales, se decidi®é mantener
ambas dosis de L4 y usar 6 h como tiempo de estimulacién ya que trabajar con las dos
concentraciones ayudaria a ver la dependencia con la concentracién y a ese tiempo se observaron
buenos niveles de induccion.

a) b) c)

Argl Chi3l3 Mrc1l

Incremento
Incremento
Incremento

3 La L4 ILa L4 L4 L4 La L4

Figura 3.16: El tratamiento de BMDM con IL4 indujo la expresion de los genes Arg1, Chi3/3y Mrc1

de forma dosis dependiente

Se obtuvieron progenitores de médula 6sea y se diferenciaron con M-CSF por 7 dias. Al séptimo dia se
descart6 el medio y se agregé IL4 a 0.5 o 1 ng/ml en DMEM 1 % SFB por 3, 6 0 9 h. Se utilizé PBS como
control negativo. Luego de la estimulacién se homogeneizaron las células para obtener el ARNm total y la
expresion de Arg7 (a), Chi3/3 (b) y MrcT (c) se determin6é por RT-qPCR normalizando contra el gen de la B-
actina. Los resultados se muestran como niveles relativos de ARNm (incremento) en relacion al grupo PBS. Las
barras representan el promedio de duplicados biolégicos + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente
significativas comparado con el PBS 3 h/PBS 6 h/ PBS 9 h (ANOVA, de dos vias, Test de Tukey de
comparaciones multiples, * p<0.05, ** p<0.01).

Posteriormente, se condicionaron los progenitores con NO,-CLA, CLA, Rosi o DMSO como
control, en presencia o ausencia de BMS. Luego de los 7 dias, se realizo el tratamiento con IL4 y se
evalud la expresion de marcadores de activacion alternativa. Al igual que para la expresion de los
marcadores clasicos, los experimentos independientes mostraron el mismo comportamiento en
cuanto a la induccién de Arg7, pero las respuestas tuvieron distinta intensidad, por lo que con el fin
de informar el promedio de los resultados se tuvieron que normalizar los valores. Es asi, que se
calculé la induccién de la Arg7 relativa al tratamiento conjunto con Rosi e IL4 a 1 ng/ml en cada
experimento, el cual se tom6 como 100% de incremento (Figura 3.17a). Los resultados indican que
el NO,-CLA y Rosi lograron potenciar de manera significativa la expresién de Arg7inducida por IL4
1 ng/ml, desde un 68 % a un 100 % de induccién al combinar IL4+NO,-CLA o IL4+Rosi (Figura
3.17a, indicado con un *). En cambio, al bloquear la actividad de la FABP4 no sélo disminuyeron los
niveles de Arg7inducidos por la administracién de IL4 junto con el vehiculo (desde 68 % a 37% de
induccion), sino que la potenciacion por parte del NO,-CLA o Rosi se anulé por completo,
indicando que la FABP4 participa activamente en los efectos mediados por el NO,-CLA y Rosi sobre
la expresidon de este gen (Figura 3.17a, indicado con un #). Por otra parte, la potenciacion de la
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expresion de Arg7 correlaciond con un aumento en la actividad arginasa en los lisados celulares
(como se determind en un Unico experimento, no fue posible realizar un analisis estadistico).

También se evaluaron otros marcadores de diferenciacion alternativa como ser Mrci, Retnla
(Relma), Chi3/3, Fabp4, Cd36 e /70 (Figura 3.18). Este Ultimo no es un marcador exclusivamente
alternativo, pero se ha reportado que el tratamiento con IL4 lo induce **°. Resulté interesante
evaluar estos genes en particular debido a que se agrupan en subconjuntos que presentan una
regulacién extra ademas de la ejercida por la IL4. Es asi que Retnl/a junto con Arg7 forman un
subconjunto controlado por la via de Akt/mTORC1, mientras que Chi3/3, Fabp4 y Cd36 son
denominados como independientes de Akt/mTORC1 #*°. Por su parte, Fabp4'y Cd36 son regulados
ademas por PPARYy y la IL4 puede potenciar su expresion >*'. Al estudiar el efecto de la IL4 sobre
Mrci, Retnlay Chi3/3, se logrd ver una tendencia al aumento de la expresion dependiente de la
dosis de IL4 utilizada, que llego a ser significativa para Mrc7 y Retnla (Figura 3.18a, indicado con
A). Para Chi3/3 y en menor medida para Retnl/a se observaron tendencias compatibles con un
efecto potenciador del NO,-CLA y la Rosi, principalmente a la concentracién 1 ng/ml de IL4, pero
gue no llegd a ser significativa. Contrariamente, no se observo efecto potenciador del NO,-CLA en
la expresion de Mrc7 (Figura 3.18a). Cabe mencionar que para estos tres genes no se observd
dependencia de la actividad de FABP4, ya que en presencia de BMS no se modificaron los perfiles
de expresion. Por su parte, la expresion Fabp4, Cd36 e /70 no se modificé en respuesta a la IL4 y
para el caso de Fabp4 e I/70 tampoco se observaron efectos por parte del NO,-CLA ya sea de
induccidn y/o potenciacion de la expresidon génica en ausencia o presencia de BMS (Figura 3.18d-f).
El hecho de que la expresién de Fabp4 no se haya modificado en presencia de BMS es
particularmente importante ya que indica que no se afectaron los niveles basales de la proteina por
el tratamiento con el inhibidor (Figura 3.18d), lo cual podria alterar la interpretacion de los
resultados. Finalmente, para el caso de Cd36, se observo una induccion significativa por parte del
NO,-CLA y en menor medida de la Rosi (Figura 3.18e, indicado con *) que fue independiente de la
concentracién de IL4, pero que disminuyd en presencia de BMS (Figura 3.18e, indicado con #),
mostrando cierta dependencia de la FABP4.
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Figura 3.17: Los NO-FA son capaces de potenciar la expresién y actividad de la arginasa 1 inducida

por la IL4, por un mecanismos dependiente de la FABP4.

Se obtuvieron progenitores de médula ésea y se diferenciaron con M-CSF por 7 dias. En los dias 0 y 5 se
agregd BMS 25 uM por 2 h y luego se agregd CLA o NO,-CLA a 10 uM o Rosi a 5 pM. Se utilizé DMSO como
control negativo. Al séptimo dia se descartd el medio y se agreg6 IL4 (0.5 o 1 ng/ml) por 6 h para los ensayos
de expresion (a), o se agrego IL4 (1 o 10 ng/ml) por 24 h para los ensayos de actividad (b). Luego de la
estimulacién se homogeneizaron las células para obtener el ARNm total y la expresién de Arg7 se determind
por RT-qPCR cuantitativa normalizando contra el gen de la B-actina (a). Los resultados se muestran como
porcentaje de expresion tomando como 100 % la expresion de Arg7 inducida por la Rosi+IL4 1 ng/ml. Las
barras representan el promedio de dos experimentos independientes + SD. (*) Indica diferencias
estadisticamente significativas comparado con DMSO+IL4 1 ng/ml (ANOVA, de dos vias, Test de Tukey de
comparaciones multiples, * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001). (#) Indica diferencias estadisticamente
significativas comparado con el mismo tratamiento sin inhibidor (ANOVA, de dos vias, Test de Tukey de
comparaciones multiples, ## p<0.01, #### p<0.001). Luego de 24 h se lisaron las células y se midié la
actividad arginasa por ensayos enzimaticos, utilizando L-Arginina como sustrato de la reacciéon. Luego de 2 h
se frend la reaccion y se midio la urea generada por adicién de un sustrato coloreado e interpolacién en una
curva de calibracion (b). Los resultados se muestran como mU/mg de proteina, que corresponde a los mmoles
de urea generados por segundo, normalizados por la cantidad de proteina en la muestra. Las barras
corresponden al promedio de réplicas analiticas + SD.

a) b)
Mrc1 Retnla
4 6
2 2 4
c c
(] []
£ £
[ <]
[S] Q
£ £ 24
0- < 45 <3 < <L ‘1’3
0%3Y 03 oG 0333 033 o%
2200 2500 BE0y 8500 Bgon 280y
o o gao 6o §ga S0 &
= =z =z -4 =z =z
L40,5 IL41 L4055 IL41 IL405 L4 1 405 IL41
ng/ml  ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml  ng/ml ng/ml ng/ml
BMS 25 uM BMS 25 uM
c)
Chi3I3 d) Fabp4
35
ad L
2 3] £ 2]
j = f=
Q [+
£ E
g 24 3
Q Q
£ £ 1
14
0- _ji '55 "‘(5 '—‘tj "r<5 —55 0- <L <L (5 (j <L<L <L <L (j
oY 0@ o2IY 0% 08Iy 0B o023 023Y 0239 0%3F ovlY o%
€20G @x00 8500 2500 2300 2x00 2800 2800 8E00 8500 BEoD BE0Y
o o o0 da &a ga & o o 4o o da o o
2 2 =4 -4 =4 2 4 =z 4 z z 2
L40,5 IL41 IL40,5  IL41 IL40,5 IL41 405 IL41
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml  ng/ml ng/ml  ng/ml
BMS 25 uM BMS 25 uM

126



e) )
Cd36 f 1o
104 3
2 2 21
c c
(] (]
£ E
o o
] [¢]
£ £ M
0- T"E‘E '_j‘t "5‘1 "j‘t _jﬂ: '_Ett
o8 o8 og [=¥3 o2 of
@00 @x0g Bxog 8z0Y B0) BxOD
o 80 80 8o &o o &
= =z = = = =
IL40,5 IL41 IL405 IL41 IL4 0.5 IL41 IL40,5 IL41
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml  ng/ml ng/ml ng/ml
BMS 25 uM BMS 25 uM

Figura 3.18: La expresion de varios marcadores de diferenciacién alternativa inducidos por la IL4 en

BMDM condicionados son independientes de la actividad de la FABP4.

Se obtuvieron progenitores de médula ésea y se diferenciaron con M-CSF por 7 dias. En los dias 0 y 5 se
agregd6 BMS 25 uM por 2 h y luego se agregd CLA o NO,-CLA a 10 uM o Rosi a 5 uM. Se utilizé DMSO como
control del vehiculo. Al séptimo dia se descarté el medio y se agregé IL4 a 0.5 o 1 ng/ml por 6 h. Luego de la
estimulacién se homogeneizaron las células para obtener el ARNm total y la expresion de Mrc7 (a), Retnla (b),
Chi3/3 (c), Fabp4 (d), Cd36 (e) e /70 (f) se determind por PCR cuantitativa normalizando contra el gen de la
B-actina. Los resultados se muestran como niveles relativos de ARNm (incremento) en relacion al grupo
DMSO. Las barras representan el promedio de réplicas analiticas + SD, con excepcidon de Retnlay Cd36 que
corresponden al promedio de dos experimentos independientes + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente
significativas comparado con DMSO/DMSO+IL4 0.5/DMSO+IL4 1 ng/ml (ANOVA, de dos vias, Test de Tukey
de comparaciones multiples, * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001). (*) Indica diferencias estadisticamente
significativas comparado con DMSO/DMSO+BMS (ANOVA, de dos vias, Test de Tukey de comparaciones
multiples, A p<0.01, Arn p<0.001).

En conclusion los resultados indican que la FABP4 no estaria involucrada en los mecanismos
anti-inflamatorios asociados al condicionamiento con los NO,-FA que modulan la respuesta de los
macréfagos al LPS. En cambio, el condicionamiento con los NO,-FA potencio la activacién
alternativa, inducida por IL4, de los BMDM, al menos en lo que refiere a la expresidn y actividad de
arginasa 1. Esta potenciacion si dependid de la actividad de la FABP4. Considerando que la IL4 es
capaz de aumentar la expresion de PPARy asi como de ligandos enddgenos del factor nuclear, que
ademas se ha vinculado la activacion alternativa y en particular la expresiéon de Arg7 con la
activacion de PPARy y que los NO,-FA activaron PPARy durante la diferenciacién de los BMDM, se
podria establecer un eje 1L4/ PPARy/FABP4, que seria estimulado por los NO,-FA contribuyendo a
la respuesta de tipo alternativa en monocitos/macréfagos.

3.3.5 Estudio in vivo de la capacidad de ligandos de PPARYy de potenciar la
activacion alternativa de los macréfagos inducida por IL4
Los resultados obtenidos mostraron que el condicionamiento con NO,-CLA modificod la
capacidad de los BMDM condicionados de activarse in vitro en respuesta a estimulos de tipo

clasico como el LPS, y de tipo alternativo como la IL4. En particular, los BMDM condicionados con
NO,-CLA expresaron niveles mayores de Arg7 en respuesta a la IL4, de manera dependiente de la
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actividad de la FABP4 y, posiblemente de PPARy, dado que este receptor contribuyé al aumento en
los niveles de FABP4 observado en los BMDM condicionados con NO,-FA. Nos interesé examinar si
este perfil de activacion de tipo regulatorio o alternativo podria ser inducido por el NO,-CLA en un
modelo /n vivo, donde el NO,-CLA se administre en forma conjunta con la IL4. En estudios
preliminares realizados por nuestro grupo la inyeccién intraperitoneal (i.p.) de NO,-OA en conjunto
con IL4 y alimina provocd un aumento en la expresidon temprana (8 h) de algunos marcadores
alternativos como Arg7, Mrc1y Chi3/3 ?*?. En este modelo se utilizé la alimina como matriz para
adsorber a la IL4 y protegerla de la degradacion, pero su presencia tuvo ciertos efectos inhibitorios
sobre la induccion del fenotipo alternativo por lo cual se optd por explorar otros modelos
tradicionalmente utilizados para examinar la activacion alternativa de los macréfagos. Un modelo
ampliamente aceptado consiste en la inyeccién por via i.p. del complejo IL4:anticuerpo anti-IL4
(IL4c); esta forma de administracién protege a la citoquina de la degradacion alargando su vida
media. Ademas, en el modelo de IL4c se ha logrado medir no sélo los efectos sobre la expresion de
genes de tipo alternativos, sino también la capacidad de la IL4 de promover la proliferacién de los
macréfagos '*°. En este sentido, la inyeccidén subcutanea de un analogo de la timidina llamado 5-
bromo-2"-desoxiuridina (BrdU) previo al punto final del experimento, permite evidenciar cambios
en la tasa de proliferacion inducida por la IL4, debido a que se incorpora en el ADN de las células
en proliferacion. Todos los estudios que se describen a continuacion se realizaron en colaboracion
con el grupo de investigacién dirigido por la Dra. J. Allen (Institute for Inmunology and Infection
Research, School of Biological Science, University of Edinburgh), y permitieron explorar la capacidad
de ligandos de PPARy, incluyendo los NO,-FA, de influenciar la activacion alternativa de los
macréfagos in vivo.

Haciendo uso del modelo de IL4c, en primer lugar se evalud si un activador total de PPARy
como la Rosi potenciaba el fenotipo alternativo inducido por la IL4c y la proliferacion de
macrofagos peritoneales, para en una segunda etapa estudiar el efecto de los NO,-FA, ya que la
cantidad y forma de dosificarlos represent6é un punto critico para los estudios. Se suministré IL4c y
0.035 pmoles de Rosi por via i.p, (dosis previamente utilizada en los experimentos /n vivo realizados
en nuestro laboratorio con el modelo con alimina %) y luego de 24 o 48 h se recuperaron las
células de la cavidad peritoneal, y se evaludé por citometria de flujo la expresion de Argl y la
proliferacién por incorporacion de BrdU y expresion del marcador intracelular Ki67.

Se siguid la estrategia de seleccion detallada en la Figura 3.3 de Materiales y Métodos, con el fin
de diferenciar las poblaciones de macrofagos presentes en el peritoneo. Como ya se menciono se
diferenciaron dos grupos, los macréfagos residentes definidos como F4/80°"°MHCI™ y los
macréfagos reclutados definidos como F4/80™MHCIP"™. Los resultados mostraron que el
tratamiento con Rosi no modifico el porcentaje de células Arg1” o la intensidad de fluorescencia de
la expresion de Arg1 a ninguno de los tiempos evaluados (Figura 3.19a, b, d, y e), si bien se observé
una tendencia al aumento en ambos parametros a las 24 h en los macréfagos reclutados, que no
lleg6 a ser significativa (Figura 3.19c y f). Tampoco se detecté aumento en la expresion de Arg7 por
RT-gPCR, si bien estos tiempos podrian no ser los 6ptimos para la deteccidon del aumento a nivel
del ARNm (Figura 3.19g). Ademas, buscando evidencias de la activacién PPARy se examinaron los
niveles de ARNm de Fabp4y Cd36. Se observé una tendencia al aumento de la expresidon de Fabp4
mediada por la Rosi a las 24 h (Figura 3.19h) y una tendencia similar pero de menor magnitud para
Cd36 (Figura 3.19i). Sin embargo, en ninguno de los casos se alcanzd la significancia estadistica
aunque como mencionamos para la Arg7, los tiempos de analisis (24 y 48 h) posiblemente no
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coincidan con el pico de expresién de los mensajeros de Fabp4y Cd36'y la tendencia observada
podria estar reflejando la caida luego de un pico de expresién. Ademas, en este caso el andlisis por
RT-gPCR no permite estudiar la expresion génica Unicamente en la poblacién de macréfagos, lo
cual obscurece el resultado. Por otra parte, se evaluaron los efectos de la Rosi sobre la proliferacién
de macréfagos inducida por IL4. Se encontré que la Rosi no alterd la proliferacion de los
macroéfagos inducida por IL4 a ninguno de los tiempos examinados, aln cuando se analizaron por
separado las poblaciones F4/80™° y F4/807" (Figura 3.20). Globalmente, los resultados sugieren
gue hubo una leve activacion de PPARy por parte de la Rosi en los macrofagos recientemente
reclutados, pero que no llegd a ser suficiente como para inducir una potenciacion significativa de
los marcadores alternativos. Esto podria ser compatible con la idea de que las células
respondedoras a la activaciéon de PPARYy, serian sobre todo los macréfagos reclutados mas que los
residentes. Con esto en mente, buscamos un modelo donde se induzca una mayor infiltracion
celular de forma que la poblacidon de macrofagos reclutados constituya la fraccién mayoritaria de la
muestra.
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Figura 3.19: In vivo no se detectd potenciacion por la Rosi de la expresion de Arg7inducida por IL4c
en macréfagos peritoneales.

Se obtuvieron células de la cavidad peritoneal de ratones después de 24 o 48 h del tratamiento con IL4c y
Rosi (0.035 pmoles) o IL4c y DMSO como control. Paneles (a-f) Anélisis por citometria de flujo de los niveles
de Arg1. Se muestran el porcentaje de células Arg1” (a-c) y la intensidad de fluorescencia de la expresion de
Arg1 (d-f) en la totalidad de los macréfagos F4/80° (ay d), en los macréfagos residentes F4/807° (by e) y en
med (¢ y f). Paneles (g-i) andlisis por RT-qPCR de la expresion de Arg7 (g),
Fabp4 (h) y Cd36 (i) (normalizando contra el gen 7895) en el total de las células peritoneales. Los resultados se
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los macréfagos reclutados F4/80
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muestran como niveles relativos de ARNm (incremento) en relacion al grupo control a las 24 o 48 h (DMSO).
En todos los casos, los datos se expresan como el promedio + SD (n=5).
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Figura 3.20: El tratamiento con Rosi no modificoé la proliferacion inducida por IL4c de los
macréfagos peritoneales

Se obtuvieron células de la cavidad peritoneal de hembras Balb/c después de 24 o 48 h del tratamiento
con IL4c (1 pg) y Rosi (0.035 pmoles) o IL4c y DMSO como control. Se analizd la proliferacion de los
macréfagos por citometria de flujo determinando la expresion de Ki67 o la incorporacién de BrdU en la
poblacién de macréfagos F4/807, la cual se informa como porcentaje de células positivas para cada marcador.
Se muestran los resultados del andlisis realizado sobre la totalidad de los macréfagos (a y b), la subpoblacion

de macrofagos residentes F4/80°% med (e y ). Los

(cy d) y a la subpoblacion de macréfagos reclutados F4/80
resultados se expresan como el promedio de los individuos (barras horizontales) + SD (n=5).

3.3.6 Estudios in vitro e in vivo de la capacidad de los NO,-FA de potenciar
los efectos de la IL4 en macréfagos peritoneales reclutados por
estimulacion con tioglicolato

3.3.6.a Los NO,-FA activaron PPARy y potenciaron la expresion de Arg7 inducida
por IL4 en macréfagos reclutados al peritoneo in vitro

Las observaciones obtenidas /n vitro sobre la capacidad de los NO,-FA de activar PPARy en
monocitos y macréfagos, y los resultados utilizando el modelo descripto en el punto 3.3.5,
sugirieron que los monocitos reclutados a un sitio inflamatorio, que comienzan su diferenciacion a
macroéfagos, tendrian mayor capacidad de responder a los ligandos de PPARy, lo cual esta de
acuerdo con la escasa literatura en el tema °®. Esto nos llevé a disefiar un modelo de estudio que
nos permitiera evaluar los efectos sobre monocitos inflamatorios reclutados en el peritoneo. Se
decidié utilizar como estimulo inflamatorio el tioglicolato, ya que se ha descripto que induce la
infiltracién de varios tipos celulares a la cavidad peritoneal (neutréfilos, eosinéfilos y monocitos),
pero a los tres dias post-inyeccion la poblacién méas abundante es la de macréfagos recientemente
reclutados ***. Ademas, la administracion de tioglicolato conduce al reclutamiento de una gran

. , , . 2l
cantidad de células y los macréfagos reclutados expresan altos niveles de PPARy °*, lo cual
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favoreceria detectar el efecto de los NO,-FA. El disefio propuesto implicé por tanto inyectar
tioglicolato en el peritoneo y a los tres dias post-inyeccion realizar una estimulacién con IL4c en
presencia o ausencia de NO,-FA. Con esta idea en mente, en primer lugar quisimos evaluar /n vitro,
si los macréfagos peritoneales reclutados por tioglicolato eran capaces de responder a los NO,-FA
evaluando la activacion de PPARy por RT-qPCR. Para ello, se recuperaron las células peritoneales a
los tres dias de la inyeccidn de tioglicolato, se sembraron en placas de cultivo y se enriquecié la
muestra en macrofagos por adherencia al plastico. Posteriormente se estimularon las células con
diferentes concentraciones (1, 2.5, 5 y 10 uM) de NO,-CLA, NO,-OA o sus FA precursores, y se
utilizo DMSO como control. Luego de 6 h se evalud la expresiéon de Fabp4 por RT-qPCR. Los
resultados mostraron que los NO,-FA no modificaron la expresion de Fabp4 en comparacion con el
control. Sin embargo, se observé nuevamente que la expresion de Fabp4 tendid a ser mayor luego
del tratamiento con NO,-CLA 2.5 pM y NO,-OA 1 uM, aunque esta tendencia no llegd a ser
estadisticamente significativa (Figura 3.21a). Por su parte, la Rosi mostrd una tendencia en el mismo
sentido que los NO,-FA e incluso mayor, que de todos modos tampoco alcanzé la significancia
estadistica (Figura 3.21a). Sin embargo, al aumentar el nimero de experimentos independientes
donde se probaron Unicamente las concentraciones que mostraban una tendencia al aumento, se
verifico que el efecto del NO,-CLA a 2.5 uM indujo significativamente la expresion de Fabp4 (Figura
3.21b, indicado con un *). Mientras que para el NO,-OA se siguié viendo una tendencia no
significativa (Figura 3.21b).

Por otra parte, se ha descripto que la expresion de la Fabp4 inducida por activacion de PPARy
en macréfagos murinos es potenciada por el tratamiento con IL4 °. Por tanto, buscando hacer mas
visible el efecto de los NO,-FA observado en los macréfagos reclutados con tioglicolato, se
repitieron los experimentos anteriores en presencia de esta citoquina y se evaluaron cambios en la
expresion de Fabp4. En este caso, se evidencid un aumento significativo de la expresién de Fabp4
inducida por ambos NO,-FA en presencia de IL4 en comparacién con el control (Figura 3.21c,
indicado con un *). Por su parte el CLA también indujo un aumento significativo de la Fabp4, pero
fue menor que el del NO,-CLA (Figura 3.21¢, indicado con #). En estas mismas muestras se evalud
la expresion de la Arg7, observandose tal como se esperaba que el tratamiento con IL4 aumenté
los niveles basales de expresion de dicho gen. A su vez, el tratamiento con los NO,-FA potencio el
efecto de la IL4, y en el caso del NO,-CLA esta potenciacién alcanzo la significancia estadistica
(Figura 3.21d, indicado con *).

Para verificar que el aumento en la expresion de Fabp4 dependid de la presencia de PPARy y no
fue resultado de una interaccién directa entre la IL4 y los NO,-FA, se realizaron los mismos ensayos
utilizando células provenientes de ratones silvestres (wt), y ratones con deficiencia en la expresion
PPARy en células mieloides, ya sea parcial (heterocigotas) o total (deficientes). Los resultados
mostraron que en presencia de IL4 el NO,-OA logré inducir Fabp4 en las células wt (Figura 3.22,
indicado con *), y que esta induccion se anuld en las células con deficiencia en los niveles de PPARy
(tanto heterocigotas como deficientes totales, Figura 3.22, indicado con #). En el caso del NO,-CLA,
los resultados muestran una tendencia similar a la observada con el NO,-OA, pero en este
experimento estas tendencias no alcanzaron la significancia estadistica. El mismo comportamiento
se observé para la Rosi (Figura 3.22), confirmando la participacion de PPARy en la induccion de la
expresion de Fabp4 en los macréfagos peritoneales reclutados por tioglicolato.
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Figura 3.21: Los NO,-FAs logran potenciar in vitro la expresion de Fabp4y Arg1inducida por la IL4
en macrofagos reclutados en el peritoneo por estimulacion con tioglicolato

Se colectaron las células reclutadas a la cavidad peritoneal a los 3 dias de la administracién de tioglicolato,
se plaguearon y se enriqueci6 la muestra en macréfagos por adherencia al plastico. Las células se estimularon
in vitro con NO3-FA, sus correspondientes FA precursores o Rosi, en ausencia o presencia de IL4 (0.5 ng/ml).
En paralelo se trataron células con DMSO como control. Se muestran los resultados del analisis por RT-qPCR
(normalizando contra el gen 785) de la expresion a las 6 h de los genes Fabp4 (a-c) y Arg7 (d). En (a) se
utilizaron los NO,-FA/FA a concentraciones de 1, 2.5, 5y 10 uM, y la Rosi a 1 uM. En (b-d) se agregd el NO;-
CLA/CLA a 2.5 uM, el NO»-OA/OA a 1 pM y la Rosi a 1 uM. Los resultados se muestran como niveles relativos
de ARNm (incremento) en relacion al grupo control (DMSO). En (a) las barras representan el promedio de
duplicados biolégicos + SD. En (b-d) las barras representan el promedio de al menos tres experimentos
independientes + SD. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas comparado con DMSO o DMSO+IL4
0.5 ng/ml (ANOVA, de dos vias, Test de Tukey de comparaciones multiples, * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001).
(#) Indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos indicados (ANOVA, de dos vias, Test de
Tukey de comparaciones multiples, # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001).
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Figura 3.22: En presencia de IL4, los NO,-FA y la Rosi indujeron un aumento dependiente de PPARy

en la expresion de Fabp4 en macréfagos peritoneales reclutados por estimulacién con tioglicolato

Se colectaron los macréfagos reclutados en la cavidad peritoneal a los 3 dias de la administracion de
tioglicolato a ratones silvestres (wt, del inglés wild type), o a ratones con deficiencia en la expresion de PPARy
en células mieloides, de tipo parcial (heterocigotas) o total (deficientes). Se enriquecio la suspension celular en
las poblaciones adherentes y se estimularon /n vitro con NO,-CLA/CLA a 2.5 pM, el NO,-OA/OA a 1 uM o Rosi
a 1 M, en ausencia o presencia de IL4 (0.5 o 5 ng/ml). En paralelo se realizaron controles con el vehiculo
(DMSO). Se muestran los resultados del anélisis por RT-gPCR (normalizando contra el gen 785) de la expresion
temprana (6 h) de Fabp4. Los datos corresponden a los niveles relativos de ARNm (incremento) en relacion a
las células control obtenidas de los ratones con niveles normales de PPARy (wt) y tratadas con DMSO. Las
barras representan el promedio de al menos 4 individuos = SD. (*) Indica diferencias estadisticamente
significativas con el control (células wt tratadas con DMSO y sin IL4, ANOVA de dos vias, test de Tukey de
comparaciones multiples, * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001). (#) Indica diferencias estadisticamente
significativas comparado con el mismo tratamiento en los animales wt (ANOVA, de dos vias, Test de Tukey de
comparaciones multiples #### p<0.0001).

En conjunto, los resultados obtenidos del andlisis /n vitro de los efectos de los NO,-FA sobre los
macréfagos reclutados por tioglicolato, apoyaron la idea de que seria posible examinar la
capacidad de los NO,-FA de potenciar la expresién de Arg7 inducida por la IL4, utilizando el
modelo de estimulacién intraperitoneal con tioglicolato /n vivo. De este modo, luego de inducir el
reclutamiento de células al peritoneo por la inyeccién de tioglicolato, se podria suministrar por via
i.p. los NO,-FA junto con la IL4c y evaluar posteriormente el desarrollo del fenotipo alternativo asi
como la proliferacion de las células peritoneales.

3.3.6.b Efecto de los ligandos de PPARy sobre la activacion de macréfagos
peritoneales inducida por IL4 jn vivo

Para realizar este estudio se inyecté tioglicolato en la cavidad peritoneal y a los tres dias se
administro la IL4cy el ligando de PPARy o DMSO como control. En estos experimentos se utilizo el
NO,-OA, OA, Rosi (para comparar con un activador total de PPARy) y DMSO como control del
vehiculo. En este caso los estimulos se suministraron a una concentracién 5 veces mayor a la usada
anteriormente (0.175 vs. 0.035 pmoles), ya que se estimd que el tioglicolato recluta cerca de 5 veces
mas células que las que residen normalmente en el peritoneo. Se eligid trabajar con el NO,-OA
debido a que fue el NO,-FA empleado en los estudios previos realizados en el modelo de alimina,
y a su vez, en los estudios con macrofagos peritoneales /n vitro, se observé una mayor actividad
con menor concentracion de NO,-OA que de NO,-CLA. Continuando con el protocolo, a las 21 h
post-estimulacion con IL4c, se realizd el pulso de BrdU y a las 24 h se recuperaron las células

133



mediante lavados peritoneales. Para el analisis por citometria de flujo se seleccionaron los
macrofagos dentro del total de células peritoneales como CD19TCRb SiglecFLy6G CD115"F4/80".
Es importante aclarar que la poblacién de macréfagos peritoneales reclutada por tioglicolato difiere
claramente de la reclutada por la inyeccién de IL4c (ver punto 3.2.8.b ), ya que en ese caso se
detectaron macrofagos F4/807™ residentes de peritoneo y macréfagos recientemente reclutados
F4/80™ mientras que el tratamiento con tioglicolato recluté una poblacién de macréfagos
homogénea en cuanto a su expresion de F4/80 (F4/80") pero que expresa niveles variables de
MHCII (Figura 3.4f). Consecuentemente, esta poblacion de macréfagos reclutada se dividiod en dos
subpoblaciones seguin la expresion de MHCII alto o bajo. Se evaluaron varios marcadores de
diferenciacion alternativa asi como de proliferacién en los macréfagos F4/80*MHCI®® y
F4/80*MHCI™™, obteniéndose resultados similares. Por simplicidad se muestran solamente los
resultados obtenidos al analizar el total de los macréfagos. La expresion de los marcadores de
diferenciacion alternativa Arg7, Relma, Ym71y Mrcl, se evalud tanto a nivel del porcentaje de
células positivas como del nivel de intensidad del marcador, pero no se encontraron diferencias por
el tratamiento con NO,-OA o con la Rosi (Figura 3.23a-h). En particular, la Arg1 que habia mostrado
cierta modulacion en el modelo de estimulacion con IL4 y alimina, no parecid afectarse tras el
tratamiento con la Rosi en las células reclutadas por tioglicolato (Figura 3.23a y e). Al evaluar la
proliferacién por incorporacion de BrdU en la totalidad de los macréfagos (Figura 3.24a), no se
observaron efectos por el tratamiento con NO,-OA o por Rosi, asi como tampoco al estudiarla en la
poblacién F4/80"MHCIP"™ o F4/80"MHCIIP¥ (Figura 3.24b y ¢, respectivamente).
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Figura 3.23: El tratamiento con NO,-OA no potencié la expresion de marcadores de diferenciaciéon
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alternativa inducidos por IL4c en macréfagos peritoneales reclutados por tioglicolato

Se inyectaron hembras Balb/c con tioglicolato y a los 3 dias se administr6 NO,-OA, OA o Rosi (0.175
pmoles), en conjunto con IL4c (1 pg). En paralelo un grupo de ratones se traté con DMSO como control. Luego
de 24 h se recuperaron las células de la cavidad peritoneal, se tifleron con anticuerpos especificos y se
analizaron por citometria de flujo. Se evalué la expresién de distintos marcadores de diferenciacion alternativa
como Arg1 (a) y (e), Relma (b) y (f), Ym1 (c) y (g) y Mrc1 (d) y (h). Los resultados se muestran como el
porcentaje de células positivas (a-d) o la intensidad de fluorescencia (e-h), correspondiente a la expresion de
cada marcador para la totalidad de los macréfagos CD19TCRb SiglecFLy6G CD115'F4/80". Los graficos

representan el promedio de los individuos + SD (n=4).
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Figura 3.24: El tratamiento con NO2-OA no modificé la proliferacion de macréfagos peritoneales
reclutados por tioglicolato inducida por IL4c

Se indujo el reclutamiento de macréfagos a la cavidad peritoneal tras la inyeccién de tioglicolato y luego
de tres dias se inyectdé NO,-OA, OA o Rosi, en conjunto con IL4c. Algunos animales fueron tratados con DMSO
como control. Luego de 21 h se inyectd BrdU y tres horas después se recuperaron las células de la cavidad
peritoneal, se tifieron con anticuerpos especificos y se analizaron por citometria de flujo. La proliferacion se
evalué mediante la incorporacion de BrdU en la totalidad de los macréfagos (a), en la sub-poblacion
F4/80*MHCI*"™ (b) y F4/80*MHCII®®° (c). Se grafica el promedio de los individuos (barras horizontales) + SD.

Considerando los resultados obtenidos en los dos modelos utilizados, podemos decir que en las
condiciones ensayadas, no se logré detectar /n vivo el efecto potenciador sobre la expresion de
Arg1 inducida por la IL4 que mostraron los NO,-FA y la Rosi /n vitro. No se puede asegurar que los
NO,-FA no puedan inducir este efecto /n vivo, ya que hay multiples variables que podrian haber
influenciado los resultados, y que se examinan en la discusion de esta tesis.
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41 Los NO,-FA actian como ligandos parciales de PPARy en
monocitos y en menor medida en macréfagos

Los NO,-FAs son mediadores lipidicos cuyas propiedades anti-inflamatorias han sido
demostradas /n vitro e in vivo, utilizando una variedad de tipos celulares y modelos de patologias
inflamatorias, respectivamente. Mas aun, actualmente el isdbmero posicional 10-NO,-OA (CXA10,

Complexa Inc., USA) esta siendo objeto de ensayos clinicos ***

. Una de las propiedades que apoya
el potencial anti-inflamatorio de los NO,-FA es su capacidad para actuar como ligandos de PPARYy,
descripta por primera vez en 2005 ''*. Sin embargo, la relevancia de esta capacidad en los efectos
anti-inflamatorios de los NO,-FA no fue completamente examinada. Como ya se menciond, la
mayoria de los antecedentes provienen de modelos celulares de expresién ectdpica de PPARy, por
lo cual los niveles de expresion del conjunto de co-activadores y co-represores podrian apartarse
de las condiciones fisiologicas sin reproducir completamente el complejo mecanismo de activacién
de este factor nuclear. En este contexto, esta tesis busco elucidar si en monocitos y macréfagos,
células del sistema inmune innato con capacidad de expresar PPARy, los NO,-FAs despliegan su
potencial para activar este receptor nuclear y qué consecuencias funcionales derivan de esta
activacion. En particular, dado que se reporté que PPARy puede tener un papel importante en la
diferenciacién de monocitos a macréfagos 2%, se realizaro

n estudios en modelos celulares de origen humano (basado en el empleo de la linea celular de
pre-monocitos humanos THP-1) y murino (basado en la diferenciacion de precursores mieloides a
BMDM), que permitieran valorar los efectos de los NO,-FA durante esta diferenciacién.

Los estudios en monocitos en diferenciacién y macréfagos humanos obtenidos a partir de la
linea celular THP-1, mostraron que los NO,-FAs indujeron la activacion de PPARy ya que al igual
gue el ligando sintético Rosi aumentaron la expresion de FABP4 'y CD36 por un mecanismo
inhibible por el antagonista irreversible de este receptor, GW9662. Similarmente, en el modelo
murino, los NO,-FAs provocaron un aumento de la FABP4 dependiente de PPARy; en este caso
aunque los NO,-FAs aumentaron la expresiéon de CD36, no se pudo demostrar la participaciéon de
PPARy en esta regulacion. En ambos modelos, a las concentraciones utilizadas, los FA no nitrados
no mostraron actividad, lo cual destaca la importancia del grupo nitro en la interaccion con
residuos claves del LBD de PPARy. En particular, se ha observado que el NO,-OA y el NO,-LA
pueden formar una union covalente con la Cys285 del LBD, lo cual los estabilizaria y favoreceria el
reclutamiento de co-activadores, que llevan a una mayor actividad transcripcional %. A su vez, la
sefializacién inducida a través de la formacidon de un enlace covalente, podria extenderse en el
tiempo en comparacién con la sefalizacién ejercida por los FA, que establecerian Unicamente
interacciones hidrofébicas reversibles. De este modo la activacion mediada por los NO,-FA
superaria a la de los FA, que logran activar a PPARy sélo a concentraciones mayores, cercanas a 100
WM. Finalmente, cabe mencionar que entre los genes candidatos a reporteros de PPARy, FABP4y
CD36 (en el modelo humano) fueron los Unicos positivamente regulados por los NO,-FA. De hecho,
255,256) y
las integrinas a, y 85>’ no mostraron cambios en su expresién compatibles con la activacion de
PPARY.

otros genes candidatos como ABCA7, ABCG71y CPTTA (vinculados al metabolismo lipidico,

Por otro lado, los NO,-FA mostraron en todos los casos efectos menores que el activador total
Rosi. De hecho, el tratamiento con GW9662 inhibié completamente el efecto de los NO,-FA sobre
la expresion de FABP4y CD36 en monocitos en vias de diferenciacién a macréfagos, pero lo hizo
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parcialmente sobre la expresién inducida por Rosi, reafirmando el concepto postulado previamente
de los NO,-FA como activadores parciales de PPARy ?°. Esto se explica porque la unién de los NO,-
FA induce cambios conformacionales diferentes a los inducidos por la Rosi, que posicionan distinto
a la hélice H12 del LBD de PPARYy, posibilitando solamente la unién de un subconjunto de los
factores co-estimuladores y no logrando disociar el total de los co-represores, lo cual confiere
actividad transcripcional parcial %°. De hecho, el anlisis de la estructura cristalina del complejo que
forma PPARy con dos regioisémeros de NO,-LA, muestra que estos ligandos establecen
interacciones con aminoacidos del bolsillo del LBD (particularmente Arg288, Glu343 y Phe287) que
no son relevantes para la formacion del complejo con la Rosi ®. Lejos de ser una desventaja, el
caracter de activadores parciales brinda una alternativa para la regulacién de la expresion génica a
través de PPARy, de forma de favorecer el control de un grupo, pero no de todos los genes
susceptibles a su regulacién. La activacion parcial seria ventajosa, ya que la activacion total, como la
obtenida con drogas de la familia de las thiazolidinedionas, como la Rosi, se ha asociado a efectos
perjudiciales (incluyendo el aumento de patologias cardiovasculares **%), lo que llevé a retirarlas del

mercado en varios paises %%,

Dentro de los NO,-FA, el NO,-CLA mostré ser mejor activador de PPARy que el NO,-OA y el
NO,-AA, lo que se evidencid por la capacidad del primero de inducir la expresion de CD36 en
monocitos humanos. Estas diferencias estan probablemente relacionadas con las interacciones que
cada NO,-FA establece con el LBD de PPARy, en donde la posiciéon del grupo nitro en la cadena
hidrocarbonada puede jugar un papel determinante en los cambios estructurales y el grado de
estabilizacion del complejo NO,-FA:LBD-PPARy. Cabe recordar que en este trabajo se utilizaron
mezclas de isdbmeros posicionales de los NO,-FA, constituidas por el 9-NO,-CLA y el 12-NO,-CLA,
el 9-NO,-OA y el 10-NO,-OA, y el 9- 12- 14- y 15-NO,-AA para el NO,-CLA, NO,-OA y NO,-AA,
respectivamente. Existen reportes que plantean que la nitracion en el C12 de la cadena del acido
graso, como ser el LA o el acido 12-octadecenoico (no presente en la naturaleza), induce una
mayor activacién de PPARy en comparacién con la inducida por otros isémeros posicionales tanto

444 Esto se relaciond con diferencias en la interaccion del NO,-FA con

naturales como sintéticos
aminoacidos claves del LBD; el NO; en la posicion 12 interacciona con el residuo Glu343, mientras
que en la posicion 10 lo hace con la Arg288 ¥. Esta diferencia influiria en la conformacién adoptada
por el LBD, y en consecuencia en las interacciones que se establecen con co-represores y co-
activadores que se posicionan sobre el dominio AF2 y regulan la actividad transcripcional de
PPARy. De este modo, en los estudios realizados en esta tesis podria esperarse que el NO,-CLA,
conteniendo el isémero 12-NO,-CLA, lograra una mayor activacién de PPARy que el NO,-OA. En
cuanto al NO,-AA, se desconoce la abundancia del isémero 12-NO,-AA en la mezcla, pero ademas
de que podria no ser el principal, la existencia de cuatro insaturaciones en la molécula le otorga
seguramente mayor rigidez, existiendo probablemente mayores diferencias en cdédmo estos
isbmeros se posicionan en el LBD en comparacién con el NO,-CLA. Por otra parte, la mayor
capacidad activadora del NO,-CLA cobra importancia considerando que en condiciones fisiolodgicas
el CLA es el FA que funciona como mejor sustrato de las reacciones de nitracion 2, sugiriendo que
la ingesta de una dieta rica en CLA y NO,™ podria contribuir a la activacién de PPARy /n vivo.

Por otro lado, la activacién de PPARy por los NO,-FAs fue mayor en los monocitos en proceso de
diferenciacion que en los macrofagos humanos ya diferenciados. Esta observacion parece
contrastar con el hecho que la expresiéon de PPARy aumenta durante el proceso de diferenciacién
de pre-monocito a macroéfago. Méas aun, este aumento puede potenciarse con estimulos como IL4
y M-CSF 9149163251259 "giny embargo, esta aparente contradiccion se explicaria considerando que la
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determinacion de la activacion de PPARy en nuestros ensayos es una medida relativa, asociada al
cambio en la expresién de un gen reportero y, por tanto, influida por el nivel de expresion basal de
este gen. Como este nivel basal queda determinado, al menos parcialmente, por el nivel de
expresion de PPARYy, seria posible que los niveles basales de expresion de FABP4y CD36 sean muy
altos en los macrofagos diferenciados haciéndolos menos sensibles como marcadores de la
actividad. De hecho la expresion basal de FABP4 en macro6fagos es mayor que en monocitos en
diferenciaciéon (datos no mostrados). Asi, la estimulacion con los NO,-FAs conduciria a una
respuesta relativa mayor en los monocitos diferenciandose que en los macréfagos ya diferenciados,
que se traduciria en un efecto activador de significancia para la célula. Otro factor a considerar es el
conjunto de ligandos enddgenos presentes en cada tipo celular, que también condicionaria la
expresion basal de los genes reporteros. Se conoce que el perfil transcriptémico de los monocitos
humanos sufre alteraciones durante la diferenciacién a macréfagos, las cuales incluyen la inducciéon
de transcriptos involucrados en la sintesis de palmitato y oleato, y en la desaturacion y elongacién
de FA °®°. Estas alteraciones introducirian importantes diferencias en el perfil de ligandos
enddgenos con los cuales los NO,-FA deberian competir, influyendo en su capacidad de promover
la activacion de PPARy en estas células.

Respecto a la activacion de PPARy en el modelo murino, utilizamos dos modelos celulares,
buscando evaluar el efecto de los NO,-FA sobre estadios de tipo monocitario generados con
estimulos diferentes, tanto /n vitro (M-CSF) como /n vivo (tioglicolato). Si bien estos modelos no
son estrictamente comparables con el modelo de diferenciacién con PMA del monocito THP-1
humano, la activacion de PPARy por los NO,-FA en células humanas parece ser mas robusta que en
células de raton. Por otra parte, en estudios preliminares no pudimos observar induccién de la
Fabp4 por estimulacion de BMDM ya diferenciados con los NO,-FA (datos no mostrados). Este
conjunto de datos sugiere que podria haber diferencia en la respuesta de PPARy asociada a la
especie. Segun la literatura los BMDM, a pesar de ser macréfagos, tendrian menor capacidad de
expresar PPARy ?®', lo que dificulta su activacién incluso por ligandos fuertes como Rosi ° H
escenario en los macréfagos reclutados con tioglicolato es completamente diferente, porque
expresan niveles altos de PPARy, seguramente como resultado de la estimulacién derivada del
ambiente inflamatorio °®. Por lo tanto, en este caso, la expresion basal de Fabp4 podria haber
influido en la deteccidn de la actividad. Mas aun, se logrd hacer visible la accién de PPARy
realizando los experimentos en presencia de IL4, ya que esta citoquina logra potenciar la sintesis y
la actividad de PPARy a través de la activacion de STAT6 *'®2?% No se ha elucidado exactamente
como actla STAT6, pero se plantea que promoveria la union de PPARy a los PPRE, y que la unién
conjunta de STAT6 y PPARy a un promotor blanco contribuiria al reclutamiento de un mayor
nuimero de co-activadores aumentando la actividad transcripcional de PPARy °.

En resumen, a pesar de que la metodologia empleada para medir la activacion de PPARy sea
menos potente sobre células donde los genes reporteros tengan una fuerte expresion constitutiva,
los resultados muestran que el nivel basal de activacién de PPARy en los macréfagos podria hacer
irrelevante o poco significativa la activacion por los NO,-FA, al menos en términos de la expresion
de FABP4.
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4.2 La FABP4 regula la senalizacion de los NO,-FA probablemente
actuando como un transportador intracelular

4.2.1 Los NO,-FA son potenciales ligandos de la FABP4, pero en las células la
union dependera de multiples factores incluyendo los niveles de GSH

En vista de que la FABP4 resultd el gen reportero mas inducido tras la activacién de PPARy por
los NO,-FA en monocitos y macréfagos humanos, nos planteamos la posibilidad de que juegue un
rol en el transporte de los NO,-FA en estas células. Primero verificamos que los NO,-FA se
comportan como ligandos de la FABP4 /n vitro, y que la presencia del grupo nitro no impide su
uniéon, aunque se observd que se unen con menor afinidad que sus FA precursores. De todas
maneras, el hecho que la afinidad de la FABP4 por los NO,-FA no sea muy alta (Kq,pp del orden pM),
podria facilitar el traspaso de estos ligandos hacia otra proteinas blanco en la célula, como por
ejemplo PPARy. Como ya se menciond, proteinas de la familia FABP participan en la transferencia
de ligandos a los receptores PPAR en el nicleo ""®"""" por lo cual la union de los NO,-FA a la
FABP4 podria establecer un circuito de retroalimentacidn positiva en monocitos y macréfagos que

regule la adquisicion, el transporte y las posibles interacciones de los NO,-FA.

Con respecto al valor determinado para la Kq.pp que describe la afinidad de los NO,-FA por la
FABP4, resulta importante sefalar que es importante verificarlo optimizando las condiciones del
ensayo. La determinacion de la Kqapp se realizd mediante ensayos de desplazamiento de la sonda
fluorescente ANS previamente unida a la FABP4, con concentraciones crecientes de NO,-FA. En
estos ensayos se utilizdé una concentracidon constante de FABP4 de 3 uM, que requirid de
concentraciones de NO,-FA cercanas a 20 uM para lograr la saturacion de la proteina. A esas
concentraciones podria darse la formacion de micelas de NO,-FA por su limitada solubilidad en el
medio acuoso, de modo que a partir de cierta concentracidn seria posible que una fraccion del
NO,-FA agregado no compitiera por el sitio de union de la proteina, lo cual habria conducido a
sobrestimar la Kgapp. Por tanto, seria recomendable utilizar concentraciones mas bajas de FABP4
(del orden de los 200 nM), para lograr saturar la proteina con concentraciones menores de NO,-FA,
y disminuir el error de la determinacion de las Kgapp 224 De todos modos, es importante aclarar que
esto no invalida la comprobacién de que los NO,-FA son ligandos de la FABP4, ni la comparaciéon
de las Kg,pp correspondientes a los equilibrios de la FABP4 con los NO,-FA o sus FA precursores, ya
que todas se obtuvieron en las mismas condiciones.

A la luz de los datos obtenidos en los ensayos de unién /n vitro, resultd evidente que en el medio
celular los NO,-FA tienen que competir con una gran variedad de acidos grasos por la unién a la
proteina. Esta es una competencia muy exigente porque, como ya se comento, se encuentran en
menor concentracion que los FA y poseen una menor afinidad por la FABP4. De todas maneras, los
resultados /n sifico, sugieren que a la misma concentracién molar de ligando, la diferencia en la
afinidad de la FABP4 por los FA y los NO,-FA no se traduciria en una diferencia significativa en el
nivel de formacion de los complejos FABP4:NO,-FA y FABP4:FA. Por lo tanto, dado que es de
esperar que la concentracion de los NO,-FA sea en cualquier circunstancia menor que la de los FA,
el nivel intracelular de la FABP4 podria ser un punto critico para la formacion de los complejos
FABP4:NO,-FA. Se conoce que la expresion de la Fabp4 en los monocitos/macrofagos depende del
estado de activacion/diferenciacion de las células, que queda definido por el contexto inflamatorio
en que se encuentren. Por ejemplo, en monocitos en diferenciacion la presencia de sefiales pro-
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inflamatorias como LPS/IFNy disminuye la expresion de FABP4 , mientras que sefiales como IL-
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4 aumentan dicha expresion a través del aumento de la actividad de PPARy ***°?*'. En cambio, el
panorama en macrofagos no es tan claro, ya que hay reportes contradictorios en cuanto al tipo de
regulacién por las sefiales inflamatorias clasicas o alternativas (LPS regula a la baja a FABP4 o
PPARy: 251262263 | pS no altera FABP4: °, LPS aumenta FABP4 146). De hecho en los ensayos con
macréfagos reclutados con tioglicolato observamos que la estimulacién con la IL4 aumentd la
expresion de Fabp4, pero este aumento no se observd al estimular con IL4 a BMDM totalmente
diferenciados (controles del condicionamiento con los NO,-FA, datos no mostrados). Finalmente,
otro factor que podria interferir con la interaccion FABP4- NO,-FA, es la aduccién de los NO,-FA a
nucledfilos endégenos. Mientras que la aduccion a una proteina ciertamente anularia la posibilidad
del NO,-FA de acomodarse en el bolsillo hidrofébico de la FABP4, es posible que la aduccion a
moléculas pequefias como GSH no lo haga. Resultados preliminares de nuestro grupo, en los que
se busco preformar el aducto GSH-NO,-OA para luego analizar su unién a la FABP4, indicaron que
la aduccién alteré pero no elimind la capacidad del NO,-OA de desplazar al ANS del bolsillo
hidrofdbico de la FABP4. Por otra parte, en esta tesis el efecto de nucledfilos endégenos quedd en
evidencia cuando altas concentraciones de GSH alteraron, aunque sin inhibir por completo, la
unién del NO,-OA, OA y NO,-SA a la FABP4, indicando un efecto independiente de la formacién de
aductos, y posiblemente relacionado con una alteracion en la estructura de la proteina y su
capacidad de unir ligandos. En suma, se puede decir que la unién de los NO,-FA a la FABP4 en los
monocitos/macréfagos dependerd de multiples factores incluyendo la concentracion de la FABP4,
NO,-FA, FA 'y de otros ligandos competidores, la presencia de nucledéfilos (GSH, tioles de proteinas)
y el contexto inflamatorio que regulara (positiva o negativamente) la expresion de la FABP4 asi
como también los niveles de otros mediadores lipidicos y nucledfilos capaces de aductar los NO,-
FA.

4.2.2 La FABP4 actuaria como un transportador no selectivo de potenciales
agonistas de PPARy

En esta tesis no fue posible buscar evidencias directas de la unién de los NO,-FA a la FABP4 en
el medio celular, pero buscamos evidenciar dicha unién en forma /ndirecta. La hipdtesis que
manejamos fue que esta union seria critica para el transporte intracelular de los NO,-FA, ya que la
funcion clasica de las FABPs es dirigir sus ligandos a distintos organelos o compartimientos
celulares. Por esa razon, examinamos la distribucion celular de la FABP4, ya que de acuerdo a la
literatura la union de ligandos activadores de PPARy, como por ejemplo las drogas de la familia de
las thiazolidinedionas, induciria la translocacion al ndcleo de la proteina. Para este fin analizamos
por microscopia confocal la distribucion celular de la FABP4 en monocitos en vias de diferenciacion
a macroéfagos estimulados con los NO,-FA, FA o Rosi. Curiosamente, ninguno de los estimulos
indujo la translocacidon de la proteina al nucleo, lo cual podria indicar que la unién de estos
ligandos no provocd un aumento significativo en la exposicion de la sefal asociada a la
translocacion nuclear, SLN. Para evaluar esta posibilidad analizamos /n silico las conformaciones
adoptadas por la FABP4 en la dindmica de los complejos FABP4:NO,-FA, FABP4:FA y comparamos
los datos con los reportados para la apo-FABP4. En concordancia con las observaciones obtenidas
por microscopia, la unién de los NO,-FA a la FABP4 no favorecié la adopcion de la conformacion
cerrada de la proteina que se asocia a la exposicidn del SLN, mostrando un nivel similar al inducido
por la union de los FA. Mas aun, en los complejos con NO,-CLA la FABP4 muestra menor tendencia
a adoptar la conformacién cerrada que la apo-FABP4. De todas maneras, el analisis de la dindmica
de todos los complejos estudiados muestra un predominio de la conformacién cerrada de la FABP4
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(del entorno del 70% o mayor). Estos resultados describen un escenario donde la mayoria de la
poblacion de moléculas de FABP4 adoptaria una conformacién cerrada que facilita la exposicion del
SLN y su translocacién al nucleo, independientemente del ligando que carguen. Este escenario es
compatible con el hallazgo que en todos los experimentos y bajo cualquier condicion de
estimulacion, se detectd una fraccidn de la proteina en el ndcleo, aunque en un porcentaje inferior
al 50%. Otros mecanismos podrian participar en la movilizacion de la FABP4 en la célula explicando
el perfil de distribucidn observado. Un mecanismo que no se puede descartar es la difusion pasiva
a través de los poros nucleares, ya que la FABP4 tiene un tamafio de 14.7 kDa que le permitiria
difundir a través de ellos independientemente del ligando que una. Ademas, células expresando
mutantes de FABP4 en la SLN y SEN, mostraron que la proteina se distribuy en toda la célula "'®.
En el caso de FABP1 y FABP2, que carecen de la SLN en su secuencia, se confirmé el ingreso al

162 . .
. Estos antecedentes en su conjunto podrian

nucleo de manera independiente de importinas
sugerir que ademas del transporte activo hacia y desde el nicleo, mediado por las SLN y SEN no
convencionales, la FABP4 experimenta una difusién pasiva, que contribuye en forma importante a

su distribucion celular y que podria ocultar la translocacién dirigida por el ligando.

Llamativamente nuestros resultados contrastan con los trabajos que reportan la translocaciéon de

la FABP4 luego del agregado de ligandos como el LA o la droga troglitazona ''%%%*

. En algunos
trabajos expresaron la FABP4 fusionada a GFP en forma ectépica, lo cual podria explicar parte de
las diferencias si la fusion de ambas proteinas altera el trafico normal de la FABP4 hacia y desde el

nlcleo '%°

. Una diferencia podria radicar en que debido al mayor tamano se dificultara la difusién
pasiva de la FABP4-GFP (42 kDa) a través de los poros nucleares, facilitando la deteccién de los
mecanismos de translocacion activa. Sin embargo, esta limitacion no seria importante ya que
utilizando mutantes de la FABP4 en la SLN y SEN, se observé una distribucion de la FABP4-GFP en
toda la célula. Otra posibilidad seria que la fusién de la GFP a la FABP4 alterara en cierta medida la
exposicion normal de la SLN y la SEN, repercutiendo en la localizacién de la proteina. Buscando
evitar posibles artefactos, Adida y colaboradores estudiaron la localizacion celular de la FABP4

nativa, pero expresada ectopicamente '

, mostrando que el agregado de LA indujo su
translocacion al nudcleo. Una diferencia con nuestros ensayos fue la utilizacién de tiempos mas
largos de induccién de la translocacion, 4 h vs. 30 min o 1 h en nuestros ensayos. Utilizamos
tiempos cortos ya que se emplearon con éxito en otros estudios y preferimos evitar que la sintesis
de FABP4 en el citoplasma enmascarara la translocacion nuclear. Mas alla de esto, la principal
diferencia radica probablemente en que en esta tesis se explord la translocaciéon nuclear de la
FABP4 en una célula naturalmente capaz de expresar esta proteina y las proteinas accesorias que
estan involucradas en su distribucién celular, evitando sistemas artificiales de transfeccion que no
logran reproducir la concentracion fisiolégica de FABP4 ni las interacciones que establece con las
proteinas que regulan su transito. Ademas mediante el uso de nuestro sistema, evaluamos la
localizacion de FABP4 conservando el conjunto de ligandos enddgenos que pudieran existir en
estas células. Finalmente, un punto no menos importante es que los macréfagos también expresan
PPARy, que constituye un posible blanco para los ligandos que la FABP4 transporta. En suma, los
resultados obtenidos ponen de manifiesto que en el macréfago, el transito de la FABP4 podria ser
diferente al que ocurre en los sistemas artificiales previamente utilizados, existiendo quizas una
mayor movilidad al nucleo y desde el nucleo al citosol, lo que posibilita censar en forma continua
los ligandos internalizados y/o generados en la célula.

143



Tomando en cuenta las observaciones previas sobre la capacidad de los NO,-FA y los FA de
activar PPARy, concluimos que esta capacidad no se correlaciona con la afinidad de estos ligandos
por la FABP4, ni con el grado de exposicién de la SLN o de translocacién nuclear que estos ligandos
inducirian tras la unién. No se puede descartar que la unién a la FABP4 de agonistas de PPARy,
tenga consecuencias a nivel de la interaccion FABP4-PPARy, contribuyendo al traspaso del ligando
y la activacion del factor nuclear, sin correlacionarse con un aumento en el nivel de ingreso de
FABP4 al nucleo. Por otra parte, los resultados concuerdan con la idea que la activacion de PPARy
queda definida por las caracteristicas estructurales del ligando, que determinan los cambios
estructurales que induce su unién en el LBD y, por tanto, las interacciones que establece el dominio
AF2 con los co-reguladores. En este escenario la FABP4 actuaria s6lo como un vehiculo o
transportador no selectivo, que entrega ligandos activadores o no activadores a PPARy en el
nucleo.

Finalmente, ademas de participar en el transporte intracelular de NO,-FA, la FABP4 podria estar
involucrada en la adquisicién por monocitos, macréfagos y adipocitos de estos acidos grasos
nitrados desde el medio extracelular (revisado por °®). Esta posibilidad reviste mas importancia
cuando pensamos en la administracion de los NO,-FA en los cultivos celulares o su potencial como
drogas anti-inflamatorias. También podria plantearse que FABP1 y FABP2  podrian estar
involucradas en la toma y transporte intracelular de estos mediadores lipidicos en los enterocitos y
hepatocitos, ya que /n vitro observamos que los NO,-FA pueden unirse a estas dos isoformas de
FABPs. El transporte en el intestino e higado cobra relevancia cuando se piensa en la formacién /n
vivo de los NO,-FA. Bonacci y colaboradores reportaron que la administracion de CLA y NO; por
via gastrica generé NO,-CLA que se detectd luego en varios tejidos del organismo *. La presencia
de FABP2 y FABP1 a lo largo del intestino haria factible la participacién de estas proteinas
transportadoras en los eventos que median la incorporacion de los NO,-FA desde el lumen
intestinal a la célula y su posterior transporte hacia la sangre. Luego, en el higado, la FABP1 de los
hepatocitos podria captar los NO,-FA desde la sangre. Ademas de esta putativa funcion de
captacion, la FABP1 y FABP2 podrian retener a los NO,-FA en los tejidos en los que se encuentran,
favoreciendo sus actividades sefalizadoras; de hecho, Bonacci y colaboradores determinaron que
aquellos animales que generaron NO,-CLA en el compartimento gastrico, mostraron un aumento
de la induccién de HMOX1 en el intestino .

4.2.3 La FABP4 regula la senalizacion de los NO,-FA

Dado que los NO,-FA indujeron la expresion y se comportaron como potenciales ligandos de la
FABP4, nos interesé evaluar el papel de FABP4 en la sefalizacién mediada por los NO,-FA en los
monocitos en diferenciacion THP-1. Para ello utilizamos dos inhibidores especificos de FABP4,
llamados BMS y HTS, de naturaleza quimica distinta (derivados de pirazol y tiofeno,

respectivamente %

), los cuales actian uniéndose con alta afinidad a la FABP4 impidiendo que otro
ligando lo pueda hacer. En ningun caso el tratamiento con los inhibidores alterd la expresion y/o la
sintesis basal de FABP4 (Figura 2.16). En cambio, la expresién de FABP4y CD36 inducida por los
NO,-FA se anulé totalmente por los inhibidores, demostrando la importancia de la actividad de la
FABP4 en la activacién de PPARy. Dada su baja solubilidad en el medio acuoso, los NO,-FA
probablemente requieren de la FABP4 para ser incorporados en la célula y/o llegar al nucleo. La
inhibicion observada resulta probablemente del bloqueo por los inhibidores de la unién de los

NO,-FA a la FABP4, afectando su adquisicidon y/o transporte al nulcleo, y consecuentemente la
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posterior activacion de PPARy. Llamativamente, otras vias de sefializacion activadas por los NO,-FA,
Keap1/Nrf2 y HSPs/HSF1, que no requieren del transporte hacia el nlcleo, también fueron
alteradas en presencia de los inhibidores. El hecho de que dos inhibidores de naturaleza diferente
provoquen los mismos efectos sobre tres vias de sefalizacion activadas por los NO,-FA nos permite
asegurar que la FABP4 esta involucrada en los eventos que participan en la sefalizacién por estos
mediadores lipidicos.

Contrariamente a lo observado para PPARy, el NO,-OA comparado con el NO,-CLA logré una
mayor activacion de la via de Keap1/Nrf2 y fue el Unico que indujo la via de HSF1. Diferencias
similares entre los NO,-FAs fueron reportadas por Bates y colaboradores ?*’, quienes plantearon
que la mezcla de isémeros 9/10-NO,-OA activd en mayor medida la via de Nrf2 en comparacién
con el 12-NO,-LA, sin embargo, en términos de la activacién de PPARy esta relacién se invertia.
Mas tarde, Kansanen agreg6 que dentro de la mezcla de isémeros, el 9-NO,-OA se comportaba

como mejor activador de Nrf2 que el 10-NO,-OA *®®

. Las diferencias en la potencia de las
respuestas entre el NO,-OA y el NO,-CLA en la activacion de las vias de Nrf2 y HSF1 posiblemente
residan en que en las condiciones de nuestros ensayos, a la misma concentracién molar, el NO,-OA
reaccione mas rapidamente que el NO,-CLA con nucledfilos claves en Keap1 y HSPs. Esta hipotesis
se basa en la constante de equilibrio y la tasa aparente a pH 7.4 de la reaccion de NO,-FA con
tioles de bajo peso molecular, donde las reacciones de adicién en B del NO,-OA son 2 veces mas
rapidas y originan aductos en p mas estables que el NO,-CLA *®°. En este sentido, Keap1/Nrf2 y
HSPs/HSF1 son vias activadas por modificaciones en tioles especificos. De hecho Keap1/Nrf2 es una
via encargada de censar la presencia electréfilos en la célula **. La aduccion de los NO,-FA a Keapf,
asi como la alquilacién del complejo inhibidor de HSF1, liberan a Nrf2 y a los monémeros de HSF1
para que se transloquen al nlcleo y puedan iniciar la transcripcidn de genes blanco. Curiosamente,
la presencia de los inhibidores de FABP4 en general disminuy6 esta activacion, aunque para cada

gen hubo un comportamiento particular.

Considerando las respuestas inducidas por el NO,-OA, se observé en general que la inducciéon de
la HMOXT7y GCLM disminuyeron en presencia de los inhibidores sin llegar a anularse, mientras que
la expresion de HSP70 resultd levemente afectada. Al comparar la magnitud de los efectos
provocados por los inhibidores, pareceria que la actividad de la FABP4 fuera mas relevante para la
sefalizacién a través de PPARy, en donde se observd una clara reducciéon de los efectos de los NO,-
FA, que para la activacion de Nrf2 o HSF1. De todos modos, existe cierta contribucién de la FABP4
en la activacion de estas vias, siendo mas evidente en el caso del NO,-OA. Creemos que la ausencia
de FABP4 favorece la formacion de aductos no productivos en términos de la sefalizacion,
disminuyendo la cantidad de NO,-FA disponible para activar a PPARy, Nrf2 y HSF1. De este modo,
la FABP4 protegeria a los NO,-FA, reservandolos para reaccionar con blancos especificos, y es asi
que la proteccion seria mayor para el NO,-OA quien mostrd una mayor afinidad por la proteina. En
este sentido, la falta de FABP4 podria afectar en mayor medida la sefializacion del NO,-OA en
comparacién con la del NO,-CLA, considerando su mayor electrofilia. Una funcién similar habia
sido previamente reportada para la FABP4, que consistié en la proteccién del Leucotrieno LTA4 de
su hidrolisis no enzimatica, alargando su vida media y permitiendo la generacién de sus
leucotrienos derivados *'°.

En cuanto a los efectos inhibitorios sobre la produccion de citoquinas inflamatorias, la actividad
de los NO,-FA, también mostré ser dependiente de la FABP4. Aunque no lo comprobamos, los
efectos mediados por los NO,-FA sobre la expresién de MCP7 e IL 7B posiblemente se deban a la
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inhibicion de la via de NF-xB ampliamente estudiada en la literatura. La inhibicion se puede
alcanzar por la nitroalquilacién de alguna de las proteinas involucradas en la via, lo cual evita que el
dimero mayoritariamente formado por p65p50 se transloque al nucleo y active la transcripcion de

genes inflamatorios '>'%*

. Otra posibilidad es que la activacion de PPARy inhiba a NF-xB por
mecanismos de transrepresion % En nuestro modelo, los monocitos en diferenciacion inducidos
por tratamiento con PMA expresaron niveles basales de MCP7 e IL7B y el NO,-OA, en mayor
medida que el NO,-CLA, disminuyd estos niveles. Las diferencias entre ambos NO,-FA podrian
explicarse porque en las condiciones del ensayo el NO,-OA podria aductarse méas rapidamente a
NF-«B, inhibiéndolo. Otra posibilidad es que la mayor activacion de Nrf2 y HSF1 por el NO,-OA
logre inhibir a NF-«xB indirectamente. Esto se basa en reportes que plantean que Nrf2 es capaz de
inhibir la fosforilacion de IkB o competir con p65 por co-activadores disminuyendo el grado de
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activacion de NF-xB . Ademas hay reportes que indican que Nrf2 es capaz de unirse al ADN de

citoquinas pro-inflamatorias evitando su transcripcién

. Por su parte, HSP70 previene la
degradacion de IkB inhibiendo la activacion de NF-kB ”. Por lo tanto una mayor activacion de estas
vias por parte del NO,-OA podria traducirse en una mayor inhibicién de NF-kB en comparacién con
el NO,-CLA. En cambio, los efectos observados sobre las citoquinas pro-inflamatorias no pueden
atribuirse Unicamente a la transrepresion de NF-kB mediada por PPARy, ya que el NO,-OA es peor
activador de PPARy que el NO,-CLA, pero inhibié en mayor medida la produccién de citoquinas
inflamatorias. Curiosamente, en presencia de BMS se revirtié la inhibicién de MCP7 inducida por
ambos NO,-FA mientras que disminuyd la inhibicién de /L7B inducida por el NO,-OA, lo que
sugiere nuevamente la necesidad del transporte mediado por FABP4 para la accion de los NO,-FA.
En este caso, la situacion es similar a la descripta para la activacion de Nrf2 y HSF1, donde el
bloqueo de FABP4 disminuye la cantidad de aductos productivos con NF-«B, asi como también con
Keap1 y HSPs, lo que provoca en su conjunto una menor inhibicién de NF-xB. En estos mismos
ensayos observamos que el tratamiento con GW9662 revirtid el efecto de los NO,-FA sobre las
citoquinas pro-inflamatorias en menor medida que el BMS. Estos resultados sugieren que PPARy
contribuye a la inhibicién de NF-kB de manera indirecta a través de la produccion de FABP4. Por lo
tanto, en presencia de GW9662 disminuyen los niveles de FABP4 necesarios para transportar a los
NO,-FA e inhibir NF-kB. Sin embargo, la reduccion de la produccién de FABP4 por el GW9662 no es
total (Figura 2.10), de modo que la FABP4 remanente, seria suficiente para proteger parte de los
NO,-FA y promover su reaccién con NF-«B, Keap1 y HSPs, explicando el efecto anti-inflamatorio
marginal observado en comparacién con el tratamiento con el BMS.

Ademas de los genes modulados por los NO,-FA anteriormente descriptos, se estudio la
expresion de la metaloproteinasa-9 (MMP-9), que habia sido reportada en THP-1 como un gen
inhibido por la accién del NO,-OA tras su induccion por el tratamiento con PMA 20,
Lamentablemente en nuestro sistema no pudimos ver la induccién de la MMP9 luego del
tratamiento con PMA, por lo que no fue posible evaluar los efectos moduladores de los NO,-FA.
Creemos que, a pesar de haber usado el mismo sistema experimental, las diferencias en la
concentracién del PMA (0.1 uM vs. 50 uM) y los tiempos de tratamiento (9 y 16 h vs 6 h) para
inducir la diferenciacién de las células asi como el orden en el que se agregaron los estimulos
(primero una incubacién con el NO,-OA y posteriormente el PMA), podrian explicar la falta de
induccion de la MMP-9.

Mas allad de la falta de evidencias directas de la union de los NO,-FA a la FABP4 en el medio
intracelular, la demostracion de que la actividad de la FABP4 resultd esencial para el disparo de las
vias de sefalizacion de los NO,-FA sugiere que esta interaccion ocurre en los monocitos (ver Figura
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4.1). La sefializacion mediada por los NO,-FA trae como consecuencia la adquisicién de un perfil
anti-inflamatorio y anti-oxidativo, a la vez que aumenta la expresion de genes relacionados a las
funciones resolutivas como CD36. Tomados en conjunto, los resultados indican que PPARy y FABP4
constituyen un eje que regula la sefalizacion por los NO,-FA y modula el fenotipo celular que
adquiere la célula (Figura 4.1.).

Ak
NOZ-FA
Q
FABP4

Proteccién y

reparto de NO,-FA
Regulacion
positiva

Figura 4.1: El papel del eje FABP4/PPARYy en la seializacion de los NOz-FA en monocitos en

Monocito en diferenciacion

diferenciacion.

Los NO,-FA se comportan como potenciales ligandos de FABP4. Su unién a la proteina los protege de la
formacion de aductos irrelevantes en la célula y favorece su interaccion con factores involucrados en las vias
de sefalizacién asociadas a las respuestas anti-inflamatorias y anti-oxidantes como Keap1/Nrf2, HSF1/HSPs y
NF-kB. A su vez, la FABP4 est4 involucrada en la activacion de PPARy por los NO;-FA, mediando el transporte
de estos lipidos desde el citoplasma al nicleo donde se encuentra PPARy. Como resultado de la activacion del
factor nuclear, aumenta la expresion de FABP4 y se establece una regulacion positiva del eje FABP4/PPARy
activado por NO,-FA.

4.3 La presencia de los NO,-FA durante la diferenciacion de los
macrofagos modula la expresion de moléculas de superficie y el nivel
de FABP4 en el citosol.

En vista de que los NO,-FA son capaces de activar PPARy en monocitos y macréfagos humanos,
resultd interesante explorar si esta activacion modificaba la respuesta de las células frente a
estimulos de tipo clasico o alternativo. Como ya se comentd, para este estudio nos vimos forzados
a cambiar el modelo celular ya que si bien se describid que las células THP-1 adquieren un fenotipo
alternativo por incubacién con IL4 o 1L4/IL13 *®?”!, en nuestra experiencia no logramos detectar
esta respuesta examinando marcadores caracteristicos de este perfil de diferenciacion como el
receptor de Mrc1 y Arg1. No nos volcamos a profundizar sobre estas diferencias, creemos que el
estado de diferenciaciéon de la célula al momento de la incubacién con la IL4 (pre-monocito o
macréfago en reposo), los tiempos de estimulacion y la actividad especifica de la citoquina (varia

significativamente entre los distintos proveedores y aun entre diferentes lotes), podrian afectar los
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resultados. El uso de monocitos humanos de sangre periférica hubiera sido una alternativa
interesante, por trabajar con células primarias evitando las alteraciones genéticas inherentes a las
lineas celulares establecidas. Sin embargo, ese abordaje implicaba otras dificultades como
introducir variables adicionales al estudio (la variabilidad genética y el control de la condicion
sanitaria de la poblacién) ademas de dificultades practicas; los monocitos de sangre periférica
representan un bajo porcentaje del total de las células mononucleadas (2-10 %), dificultando la

obtencion de cantidades suficientes para cubrir las necesidades de los experimentos 2’2

. Es asi que
considerando utilizar un cultivo primario que pudiera representar de mejor manera las respuestas
fisiologicas frente al uso de lineas celulares, decidimos aprovechar la experiencia de nuestro
laboratorio en la preparacion y caracterizacién de macréfagos derivados de médula 6sea de ratéon
(BMDM). Una gran ventaja de este modelo es que utiliza progenitores de médula dsea a los que se
les induce la diferenciacion a macréfagos, y por lo tanto la estimulacion con NO,-FA podia
realizarse desde momentos muy tempranos de la diferenciacién. Este detalle no es menor, si se
considera que existen evidencias que plantean que la activacién de PPARy puede condicionar la
respuesta de las células cuando es activado durante la diferenciacion, pero no cuando se aplica el

2% por otro lado, las BMDM se definen como

mismo tratamiento a células ya diferenciadas
macréfagos en reposo, pero se asemejan mas a los macréfagos que derivarian de la diferenciacién
de monocitos de la sangre que a macréfagos residentes de tejido que tienen un origen
embrionario, o a macréfagos inflamatorios, previamente estimulados por sefales de peligro, que
condicionarian su respuesta a un estimulo de tipo M1 o M2. Finalmente la capacidad de respuesta
de las BMDM tanto al LPS como a la IL4 esta ampliamente reportada en la literatura *%#"*?"* y se

contaba con experiencia en nuestro grupo.

El condicionamiento con NO,-CLA no alterd el rendimiento de la produccién de BMDM. En
contraste, el NO,-OA provocd una notoria disminucién, a pesar de que las células obtenidas
mostraron niveles de viabilidad y aspecto celular similares a los demas tratamientos. Este resultado
sugiere algun tipo de interferencia con la diferenciacién de los progenitores a macréfagos. En
relacién con estas observaciones, Verescakova demostrd que la diferenciacién de progenitores de
médula 6sea en presencia de NO,-OA disminuyo la expresidn del receptor de M-CSF (M-CSFR), al
compararlo con el grupo control 2. Esta reduccién se asocié a un menor nimero de macréfagos
diferenciados y una menor tasa de proliferacion al dia final de la diferenciaciéon. A su vez
determinaron que el tratamiento con NO,-OA redujo la fosforilacion de ERK1/2, PI3K y del propio
M-CSFR en los primeros minutos de la diferenciacion. En particular, las modificaciones en el
receptor de M-CSF podrian explicar alteraciones en la diferenciacién de las células, por interferencia
con sus funciones sefalizadoras donde uno de los mecanismos posibles seria la nitroalquilaciéon de
residuos de Cys en el dominio intracelular de M-CSF °”. Esta idea va de la mano con la hipétesis de
que a la misma concentracién, las reacciones de aduccion del NO,-CLA a tioles estaran menos
favorecidas que con el NO,-OA. Mas aun, en nuestros experimentos la presencia del NO,-CLA
indujo un aumento en el porcentaje y el ndmero de macréfagos (definidos como
CD11b*F4/80"FSC").

La diferenciacion de los progenitores de médula ésea en presencia de los NO,-FA aumento6 los
niveles de CD36 mientras que redujo los niveles de MHCII y CD86 expresados por estas células. Con
respecto a CD36, este receptor pertenece a la familia de receptores barrenderos que se encargan
de la remocion de deshechos celulares y de células apoptoticas presentes en el espacio
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extracelular. Esta funcién contribuye a evitar la generacién de sefiales asociadas a dafio tisular, la
induccion o amplificacion de respuestas inflamatorias, y favorece el desarrollo de mecanismos de
reparacion del tejido, por lo cual este efecto de los NO,-FA en los macréfagos estaria de acuerdo
con las propiedades anti-inflamatorias descriptas en modelos inflamatorios /n vivo. En cuanto al
papel de PPARy en la induccién de CD36, la Rosi mostrd efectos en el mismo sentido sugiriendo
que esta via podria estar involucrada. Ademas, esta idea encuentra apoyo en el hecho que la
expresion basal de Cd36 tanto en BMDM como en macréfagos de tejido adiposo disminuye en

células asi como en animales deficientes en PPARy 2%**7>%7°

. Sin embargo, los NO,-FA indujeron
respuestas de CD36 de mayor magnitud que la Rosi, sugiriendo la participacién de otras vias. Los
experimentos con GW9662 no fueron concluyentes porque los niveles de ARNm de Cd36 se
midieron a tiempos muy prolongados (48 h después de la estimulacion con NO,-FA y GW9662), lo
cual impide determinar efectos directos de los NO,-FA sobre la transcripcién. En este sentido,
resulta necesario evaluar los niveles proteicos de CD36, en BMDM condicionados en presencia o
ausencia de GW9662, utilizando técnicas como citometria de flujo o Western blot, para establecer
el papel que juega PPARy en la regulacién de este receptor. En suma parece razonable suponer que
PPARy tenga un papel secundario en esta respuesta, y que la expresiéon de Cd36 sea inducida por

2172219 por otro lado, la

otras vias, como ser Nrf2, similarmente a lo descripto en otros modelos
disminucion observada en MHCII y CD86 es interesante porque estas moléculas participan en la
conexion de los macréfagos con los linfocitos TCD4". Normalmente, frente a un estimulo como las
sefiales provenientes de patdgenos o de dafio tisular, los macréfagos son activados, aumentando la
expresion de ambas moléculas, lo que contribuiria a la interaccién con linfocitos TCD4" efectores
capaces de regular las funciones del macréfago. Asi, el condicionamiento con NO,-FA disminuiria
por ejemplo la capacidad de estas células de ser activadas por linfocitos TCD4" de tipo
inflamatorio. Respecto al papel de PPARy en este efecto, nuevamente observamos que la Rosi tuvo
un efecto similar sobre estas moléculas pero de menor intensidad que los NO,-FA. Como el
aumento de la expresion de MHCII y CD86 es mediado por sefiales de peligro que disparan
cascadas de sefalizacion que incluyen la activacién de NF-kB, se podria pensar en que parte de
este efecto esté ligado a la inhibicién de la activacidn de este factor por los NO,-FA.

Finalmente, los BMDM condicionados, mostraron un aumento de los niveles proteicos de FABP4
gue fue dependiente de PPARy. No fue posible detectar este efecto a nivel de la expresion del
ARNm, pero esto es probablemente consecuencia de que en estos ensayos el punto final se tomé a
las 48 h post-estimulacion con NO,-FA, y por lo tanto el pico de expresion del gen podria haberse
perdido. En cambio, como la respuesta a nivel proteico tiene una cinética diferente fue posible
evidenciarla a las 48 h. Este resultado estd de acuerdo con los resultados obtenidos con los
monocitos y macréfagos THP-1 humanos, y confirma que los NO,-FA son capaces de inducir la
expresion de FABP4 por un mecanismo dependiente de PPARy en células mieloides en vias de
diferenciacion a macroéfagos.

En suma, podemos decir que durante la diferenciacion de precursores mieloides a macrofagos,
el condicionamiento con NO,-FA resultd en una poblacion con caracteristicas inflamatorias
disminuidas, mientras que el nivel de FABP4 y las capacidades fagocitica (al menos la mediada por
CD36) y de resolucion de la inflamacidn se vieron aumentadas. Estos efectos probablemente sean
consecuencia de la activacién de varias vias de sefializacién, incluyendo PPARy y Nrf2, asi como
también la inhibiciéon de NF-«B.
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4.4 El condicionamiento con los NO,-FA inhibio la capacidad de los
BMDM de adquirir un fenotipo inflamatorio tipo M1, por
mecanismos independientes de la FABP4

Como parte de la caracterizacion del fenotipo adquirido por las BMDM condicionadas con los
NO,-FA, estudiamos como respondieron estas células a la estimulacién con LPS, un estimulo de
tipo clasico. Se observd que el condicionamiento de las BMDM con el NO,-CLA pero no con Rosi
inhibi6 la expresion de //6'y de la enzima NosZ, una tendencia similar se observd sobre los niveles
de //7b. Este efecto no fue sorprendente ya que existen varios trabajos en macréfagos ya
diferenciados donde se han descripto efectos anti-inflamatorios de los NO,-FA 131948 incluyendo el
NO,-CLA ?®. Varios mecanismos podrian participar en esta modulacién. A nivel de NF-«B, se
describié que en macrofagos RAW activados con LPS los NO,-FA fueron capaces de aductarse a la
subunidad p65 de NF-kB inhibiendo su actividad transcripcional , y de interferir con la
sefializacién desencadenada por TLR4 *. Este ultimo mecanismo no esté del todo dilucidado, pero
involucraria la disrupcion del reclutamiento del TLR4 a las balsas lipidicas de la membrana
plasmatica con la consecuente inhibicién del disparo de la sefializacion a través de TRAF6 *®. Por
otro lado, también se reportd que el NO,-OA interfiere con la activacion de las vias de ERK1/2 y
p38 MAPK, inhibiendo la produccion de IL6, TNFa e ILT 22", A estos mecanismos se le podria sumar
un efecto inhibitorio sobre la fosforilacién de STAT1 por activacion de la MAPK fosfatasa, de
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8 En nuestros

manera independiente de PPARy y de la nitroalquilacién de algin componente
estudios la inhibiciéon por el NO,-CLA de la expresion de /6 y Nos2 ocurrié probablemente por
mecanismos independientes de PPARy y de la FABP4, ya que no se alterd en presencia de BMS.
Esto encuentra apoyo en que la activacién de NF-kB por LPS lleva a una temprana y total inhibicién
de la transcripcion de Pparg que culmina en una desaparicion casi completa de la proteina luego
de 4 h de estimulacion con LPS ?®. Este efecto concuerda con el concepto de que el LPS también

163251 Asi, el escenario en condiciones donde no existan estimulos

reduce la expresion de FABP4
inflamatorios, mostraria a PPARy controlando la eventual respuesta inflamatoria activada por NF-
kB, lo cual concuerda con que macréfagos PPARy-deficientes presentan niveles basales de
citoquinas inflamatorias mas elevados que los silvestres **>. En contraste un estimulo como el LPS
invertiria la situacion, por lo cual NF-kB bloquearia el efecto represor de PPARy °*. Asi durante la
activacion de BMDM condicionadas por LPS, la sefalizacion de los NO,-FA por PPARy-FABP4
estaria debilitada, por lo cual el efecto inhibitorio del NO,-CLA se explicaria por: eventos de
nitroalquilacién de componentes de la via de NF-«kB, inhibicion indirecta de NF-«B a través de la
activacion de Nrf2 o HSF1, y/o por la activacion de fosfatasas que limiten la fosforilacién/activacién

de otros mediadores inflamatorios como ERK1/2, p38 MAPK y STAT1.

4.5 El condicionamiento con los NO,-FA potencia el fenotipo
alternativo inducido por la IL4 en las BMDM de manera dependiente
de la FABP4

Como ya se discutid en la Introduccién, PPARy podria jugar un rol en la diferenciacion
alternativa de los macréfagos, un fenotipo caracterizado por sus propiedades anti-inflamatorias y
de reparacién tisular. Nos propusimos explorar si la activacion de PPARy por los NO,-FA durante el
proceso de diferenciacion a BMDM, era capaz de promover la respuesta de estas células a la
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estimulacion con IL4, y si la FABP4 participaba en la induccion de este efecto. Para ello evaluamos
varios de los genes alternativos inducidos por la IL4 en presencia o ausencia de BMS. El primer
punto que resulta importante destacar es que trabajamos con una dosis de IL4 relativamente baja
en comparacion a la utilizada en la mayoria de los trabajos publicados, (0.5-1 ng/mL vs 20 ng/ml).
Esta eleccion se basd en dos aspectos. Primero, se buscé trabajar en un rango de concentracion
cercano al fisiolégico. En individuos sanos, la concentracion de IL4 en suero ronda los 2 pg/ml,
mientras que en individuos alérgicos luego de un desafio con un alérgeno puede alcanzar los 60
pg/ml 2828 Es probable que los valores a nivel local sean varios érdenes de magnitud superiores
al nivel en suero, y optamos por elegir las concentraciones bajas pero que nos permitieran detectar
la respuesta. En segundo lugar, a concentraciones altas de IL4, se podria saturar la respuesta de los
genes reporteros, ocultando cualquier cambio producido por la estimulacion de PPARy. En
presencia de IL4, la expresion de Mrcl, Retnla y Chi3/3 tendié a aumentar de manera dosis
dependiente, pero so6lo en el caso de Mrc7 esta tendencia alcanzé significancia estadistica. De
todas maneras, la co-estimulacion con NO,-FA no potencié el efecto de la IL4 para ninguno de
estos marcadores. Por otra parte, la IL4 no indujo respuestas de Cd36, Fabp4 ni IL-10, este Ultimo a
pesar de no ser un marcador exclusivamente alternativo, presenta funciones reguladoras y se ha

reportado su induccién en BMDM estimuladas con IL4 **'

. Es posible que las concentraciones de IL4
utilizadas no hayan resultado 6ptimas para el estudio de estos genes, pero en cualquier caso,
hubiera sido esperable poder detectar la potenciacién por el NO,-CLA, cosa que no ocurrio. En el
caso del Cd36, el tratamiento con el NO,-CLA volvié a mostrar una clara induccién de este gen que,
como se mencioné anteriormente, posiblemente responda a la activacion de la via de Nrf2 #7727,
Ademas, se observé una reduccion de la expresion de Cd36 en presencia de BMS, lo cual podria ser
consecuencia de una reduccion de la activacion de Nrf2 por los NO,-FA, debido a que la ausencia
de la FABP4 afectaria la sefializacion de esta via segun lo observado en los experimentos en
monocitos THP-1 en diferenciacion (explicado anteriormente). Es importante destacar, que en
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nuestras condiciones la induccion de Cd36 por la IL4 % queda en un segundo plano frente a los

efectos inducidos por el NO,-CLA/Nrf2, sugiriendo diferencias en la dominancia de los elementos

de respuesta a STAT6 en comparacion con los ARE en el promotor de Cd36 2°.

En contraste con la respuesta de los genes reporteros arriba discutidos, la expresién de Arg7
aumentdé fuertemente (entre 40 % y 60 %), de manera dosis dependiente, por la estimulacion con
IL4. Este comportamiento diferencial del gen Arg7 en la diferenciaciéon alternativa no es
sorprendente y posiblemente se asocie con la presencia de un elemento PPRE en su promotor
204205 En nuestros ensayos observamos que el condicionamiento con NO,-CLA o con la Rosi
provoco una potenciacion de la expresién de Arg7 inducida por IL4 a la concentracion de 1 ng/ml,
mientras que el bloqueo de la FABP4 anul6 por completo este efecto. Ademas, la potenciacién por
el condicionamiento con el NO,-CLA también correlacioné con aumento de la actividad arginasa.
Tomados en conjunto los resultados indican que la activacion de PPARy durante el proceso de
diferenciacion de las células efectivamente influye en la expresién de Arg7 por la IL4, y que este
efecto posiblemente se explique a través de la unién del complejo PPARy:NO,-FA al PPRE del
promotor de dicho gen. Por otro lado, la pérdida de potenciacion en presencia de BMS es
compatible con la reduccion de la activacion del eje PPARy-FABP4, que aseguraria el transporte del
NO,-CLA y de la Rosi a PPARy. Sorprendentemente, el tratamiento con BMS en ausencia de
ligandos también disminuyd la induccion de Arg7 inducida por IL4, sugiriendo que existe un
transporte de ligandos enddgenos que mantiene una activacién basal de PPARy necesaria para la
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sefializacién por esta citoquina. En particular, seria posible que asi como STAT6 actia como un
facilitador de la actividad transcripcional de PPARy, interaccionando y favoreciendo su union al
ADN en los promotores de los genes blanco °, PPARy podria actuar de igual manera con STAT6 en
el promotor de Arg7. De este modo, para iniciar la transcripcion de la Arg7 tendria que darse una
interaccién entre PPARy-STAT6 dependiente de ligando. Contrariamente, la ausencia de ligando
provocada por ejemplo por el bloqueo de FABP4, podria inhibir por completo esta interaccion y
por lo tanto la expresion del gen. Es importante aclarar que la regulacion de la expresion de Arg7
comprende varios factores de transcripcion entre los que se destacan STAT6, PU.1, C/EBP asi como
PPARy 2%, por lo que no se descarta la posibilidad de una interaccién entre PPARy con otros
factores, por ejemplo PU.1 el cual se posiciona mas cercano en el promotor de la Arg7.

De manera similar a lo observado en BMDM condicionados, se comprobd que el NO,-CLA logré
potenciar la expresion de Arg7 inducida por la IL4 en monocitos/macréfagos reclutados por
tioglicolato. Este efecto se correlaciond con un aumento de la expresién de Fabp4, lo que va en
linea con la idea de la participacion de PPARy en la potenciacién de Arg7.

La capacidad de los NO,-FA de potenciar la activacién alternativa de estadios monociticos en
diferenciacion a macréfagos es un conocimiento nuevo, que contrasta con un reporte en donde se
observé que el NO,-OA inhibio la respuesta de Arg1 inducida por la IL4 en macréfagos RAW 264.7
y BMDM totalmente diferenciadas “®'. Los autores asociaron este efecto a una interferencia del
nitroalqueno con la fosforilacién de factores claves en la sefializacién de la IL4 como ser STAT6 y
STAT3, ademas de la inhibicion de la activacién de PPARy inducida por la IL4. Los resultados de
estos autores contrastan casi que totalmente con los nuestros y ponen en evidencia la importancia
del estado de diferenciacion de las células blanco en los efectos de los NO,-FA (progenitores en
vias de diferenciacién vs. BMDM diferenciadas). En particular, el uso de macréfagos diferenciados
como modelo, implica una situacion en donde la expresion y activacion basal de PPARy se
encuentra aumentada, al igual que la concentracion de ligandos enddgenos de PPARy que podrian
ser posibles competidores del NO,-OA. En este sentido las condiciones no son favorables para
determinar la activacion de PPARy por el NO,-OA, ya que el margen de induccién de la activacién
de PPARy queda reducido. Vale mencionar que los autores realizaron los ensayos de activacion de
PPARy en células RAW 264.7 transfectadas con el gen de la luciferasa, bajo un promotor
conteniendo un sitio PPRE. El hecho de que hayan obtenido resultados opuestos a los nuestros,
reafirma el valor de los estudios en cultivo primarios vs. el uso de sistemas artificiales.
Curiosamente utilizaron la activacién de PPARy inducida por el OA como control positivo y
determinaron que el tratamiento con el NO,-OA indujo niveles por debajo del OA. Este dato
contradice la evidencia estructural que indica que la presencia del grupo NO, favorece el
establecimiento de interacciones que estabilizan al LBD de PPARy, induciendo un mayor grado de
activacion *. De manera contrastante, nuestros resultados presentan evidencia contundente de la
activacion de PPARy por los NO,-FA y no por sus FA precursores, en donde se indujeron varios
genes reporteros a nivel de mensajero y proteina, y se inhibieron en presencia de inhibidores
especificos de PPARYy, tanto en células humanas como de ratén.

Los resultados obtenidos /in vitro confirman que los NO,-FA son mediadores lipidicos con un
gran potencial para regular las funciones de los monocitos y macréfagos y que el eje PPAR-FABP4
podria tener un papel importante en la medida que contribuye a la diferenciacion de un fenotipo
tipo M2 del macroéfago, con propiedades anti-inflamatorias y de reparacion tisular. En este trabajo,
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buscando evidenciar si las propiedades observadas en los cultivos celulares se reproducen in vivo,
utilizamos algunos modelos en ratén aceptados como validos para el analisis de los efectos de la
IL4 sobre las poblaciones de macréfagos. Estos modelos utilizan dosis elevadas de IL4 (1ug), que
resultan necesarias para apreciar claramente los marcadores alternativos asi como el efecto sobre la
proliferacién de los macrofagos residentes, una actividad de gran importancia porque permite
repoblar el tejido de la cavidad peritoneal de macréfagos luego de un proceso inflamatorio. En los
dos modelos /in vivo utilizados no fue posible detectar la potenciacion de la Arg7 observada en los
cultivos de BMDM condicionadas y de macréfagos reclutados por tioglicolato. Es posible que las
altas concentraciones de citoquina no soélo activaran per se la expresién de Arg7, sino que ademas
indujeran la sintesis de ligandos enddgenos de PPARy a través de la induccién de la 15-
lipooxigenasa 287 promoviendo la activacién de este receptor y la sinergia con STAT6. Vale la pena
mencionar que en un experimento preliminar realizado en nuestro grupo se observé un efecto
potenciador del fenotipo alternativo por el NO,-OA utilizando una concentracién de IL4 mucho
menor (20 ng), lo cual apoyaria esta idea. Por otra parte, de lo anterior también se desprende que
la dosis de los NO,-FA es sin duda un factor critico ya que el NO,-FA administrado podria haber
sido despreciable frente al conjunto de ligandos endégenos generados. Relacionado con esto, un
factor que puede haber influido en nuestros estudios es la forma de administracién del NO,-CLA.
En la mayoria de los estudios /n vivo donde se reportaron efectos moduladores de los NO,-FA se
realiz6 una administracién continua utilizando polietilenglicol/etanol como vehiculo, a través de un
dosificador —-bomba sub-cutanea- lo cual permitié liberar lentamente y de forma continua el NO,-
FA, logrando establecer una concentracion constante del estimulo a lo largo del tiempo %%,
Esto es importante ya que la informacion derivada del andlisis de la distribucion de NO,-OA y sus
metabolitos luego de su administracion intravenosa a ratones mostrdé que los NO,-FA
experimentan reacciones de saturacion, B-oxidacion y aduccidn in vivo que rapidamente reducen la
cantidad del componente activo; para dar una idea precisa, una proporcion del orden del 40 %
puede ser inactivada a los 5 min post-administracién por reacciones de saturacion que originan los
nitroalcanos correspondientes °. Si bien no existe informacion publica sobre la vida media y la
distribucion de los NO,-FA administrados por via intraperitoneal, es probable que se metabolicen
de forma similar. En el mismo experimento preliminar donde se observé un efecto potenciador del
NO,-OA, el nitroalqueno se administr6 en una mezcla con alimina, un gel que podria haber
protegido al NO,-OA de una rapida metabolizacion. Como ya se comentd en este experimento
preliminar el tratamiento con alimina per se parecié disminuir la capacidad de la IL4 de inducir la
expresion de marcadores alternativos, lo cual nos llevd a desestimar su uso en experimentos
posteriores.

En suma, se considera que las condiciones particulares utilizadas en estos ensayos
probablemente afectaron el resultado, y particularmente, no las consideramos concluyentes debido
a que la alta concentracion de IL4 se aparta considerablemente de los niveles fisiolégicos en los
gue se encontraria esta citoquina, al menos en una variedad de situaciones asociadas a la fase
resolutiva de la inflamacién. Para profundizar en estos estudios seria necesario realizar ensayos
donde se utilicen concentraciones mas bajas de IL4, intentando acercarse a los niveles que
presentan una relevancia fisiolégica. En este sentido sabemos que 20 ng en la cavidad peritoneal
permitié ver induccion de la activacidon alternativa, lo que podria tomarse como un punto de
partida para realizar una titulacion. Por otro lado, la administracion del NO,-FA deberia optimizarse
para asegurar una mayor disponibilidad del compuesto a lo largo del tiempo. El uso de las bombas
sub-cutaneas representaria la situacién ideal, pero en su defecto se deberia pensar en la
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administracién de los NO,-FA en algun vehiculo viscoso que retrasara la difusion en el medio
extracelular. En este sentido la utilizacion de polietilenglicol, que presenta una viscosidad muy
superior a la del agua (90 veces), una baja toxicidad, y es ampliamente usado en formulaciones
farmacoldgicas, resulta un buen candidato. Para compensar la falta de la dosificacion continua, se
podria realizar un pre-tratamiento con inyecciones diarias de NO,-FA que favorecieran la
disponibilidad del mismo al momento de la administracién de la IL4 o incluso de la estimulacién
con tioglicolato. Finalmente, utilizando la dosis 6ptima de IL4, se deberia ensayar un rango de
concentraciones de NO,-FA y evaluar la expresion de marcadores alternativos como Arg1, en
paralelo con la FABP4 como reportera de la activacién de PPARy.

Es valido remarcar que aunque no se logrd responder a la interrogante sobre si /n vivo los NO,-
FA pueden potenciar la activacion alternativa de los macréfagos, el trabajo representa un avance
para enfrentar este desafio en base a un conjunto de informacion e ideas sobre cdmo explorarlo.
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Conclusiones

Los conocimientos generados en esta tesis permiten contestar varias de las preguntas

inicialmente planteadas.

1.

Se determiné que los NO,-FA pueden comportarse como activadores parciales de
PPARy, induciendo la expresion de FABP4, tanto en monocitos en vias de
diferenciacion a macréfagos como en macréfagos ya diferenciados, aunque en estos
Ultimos los niveles de expresion de este receptor y los ligandos enddgenos
probablemente hagan menos relevante la activacion.

Los NO,-FA se comportaron como ligandos de las FABPs ya que lograron unirse a la
FABP1, FABP2 y FABP4 en ensayos in vitro. En el ambiente intracelular la presencia de
altas concentraciones de GSH (~7 mM) podria interferir con la unién de los NO,-FA a
la FABP4, por un mecanismo independiente de la formacién de aductos NO,-FA-GSH.
En los monocitos y macréfagos la FABP4 se localiza tanto en el nucleo como en el
citoplasma, y los NO,-FA no modificaron esta distribucién, sugiriendo que la FABP4
actla como un trasportador no selectivo de ligandos de PPARYy.

La inhibicion de la actividad de la FABP4 alterd la sefializaciéon de los NO,-FA,
afectando: 1) su capacidad de activar PPARy; 2) su capacidad para activar la via
Keap1/Nrf2 y HSF1y 3) su capacidad de inhibir la via de NF-kB.

El condicionamiento de progenitores de médula 6sea con NO,-FA generd una
poblacién de células que tienen disminuidas sus capacidades inflamatorias, en
relacion a la expresion de MHCI y CD86, mientras que ven aumentadas sus
capacidades fagociticas y de resolucién de la inflamacién por aumento de un
marcador alternativo como CD36. Ademas el condicionamiento con NO,-FA indujo la
activacion de PPARy en estas células.

El condicionamiento con NO,-FA de BMDM inhibié la expresién de genes
inflamatorios inducidos por el LPS como /6 y Nos2, por mecanismos independientes
de la FABP4, lo cual es compatible con la regulacién negativa ejercida por NF-xB sobre
la expresion de PPARy. En contraste, el condicionamiento con NO,-FA potenci6 el
fenotipo alternativo inducido por IL4 en términos de la expresion Arg7 por un
mecanismo dependiente de la FABP4, compatible con la activacién de PPARy.

No fue posible evidenciar /n vivo el efecto de los NO,-FA sobre la potenciacidn del
fenotipo alternativo inducido por IL4; serd necesario realizar estudios con diferentes
dosis de NO,-FA e IL4 para concluir acerca de esta interrogante.

De acuerdo con estas observaciones, los conocimientos generados en esta tesis muestran que

los NO,-FA tienen el potencial de activar a PPARy en los monocitos en vias de diferenciacion a

macréfagos y en menor medida en los macréfagos, y esta activacion aumenta la expresion de la

FABP4, que cumple un papel en los eventos asociados a la sefializacién de los NO,-FA a través de
varias vias, incluyendo PPARy, Keap1/Nrf2 y HSP/HSF1. Asi PPARy y la FABP4 constituyen un eje
que regula la sefalizacion y en consecuencia los efectos moduladores de los NO,-FA.
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En el marco de una reaccién inflamatoria, los NO,-FA formados endégenamente o administrados
para contrarrestarla dispararan sefiales moduladoras en los monocitos reclutados y en los
macrofagos residentes, interfiriendo con la via de NF-kB o activando vias como Keap1/Nrf2 y
HSPs/HSF1. Durante la fase de apagado de la inflamacién, los NO,-FA podran activar el eje
PPARy/FABP4 principalmente en los monocitos reclutados, lo cual favorecera la movilizacion de los
NO,-FA a sus blancos en la célula y amplificara los efectos moduladores mediados por la activacion
de PPARy, Keap1/Nrf2 y HSPs/HSF1. Por otra parte, si la inflamacién tiene un perfil mixto con
presencia de células Th2 secretoras de IL4, la activacion de PPARy/FABP4 por los NO,-FA
potenciara probablemente la expresion de Arg7 en los monocitos y macréfagos, contribuyendo a la
diferenciacion en el macréfago alternativo, especializado en mediar los procesos de resolucién de
la inflamacién y reparacion tisular.
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