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Resumen

Los macréfagos y células dendriticas (DC) son células de la inmunidad innata residentes en los tejidos,
especializadas en reconocer sefiales de peligro provenientes de patégenos, de forma de desencadenar
rapidamente una respuesta inflamatoria que limite la diseminacién del patégeno y el dafio tisular que
éste genera. Son células con papeles diferentes en la inmunidad, ya que los macréfagos cumplen su
funcién principalmente a nivel local, contribuyendo a la fase propiamente efectora, mientras que las DC
actlan como un enlace entre la inmunidad innata y adaptativa, a través de su capacidad de estimular a
los linfocitos T. Recientemente se demostré que macréfagos y DC activadas pueden generar
nitroalquenos (NO2-FA), productos de la nitraciéon de acidos grasos insaturados, que son capaces de
ejercer una variedad de efectos moduladores sobre distintos tipos celulares mediante su habilidad de
interactuar con varios factores asociados a vias de sefalizaciéon intracelular, incluyendo NF-xB, Nrf2 y
PPARy. Dadas las diferentes funciones de los macréfagos y DC en la inmunidad, nos planteamos
establecer los eventuales efectos de los NO2-FA sobre ambos tipos celulares, ya que su accién influiria

sobre la respuesta local, y a través de ella, sobre la intensidad y calidad de la respuesta adaptativa.

En el caso de los macréfagos, existian evidencias sobre la capacidad de los NO.-FA de inhibir la
diferenciacion al fenotipo cléasico, inducido por agonistas de TLR e IFNy, y de gran potencial
inflamatorio. En contraste, no existia informacion acerca del efecto de estos mediadores sobre la
activacién alternativa de macréfagos, inducida por IL-4 y/o IL-13, y caracterizada por la expresién de la
enzima Arginasa 1 (Arg-1). En mi trabajo final de Licenciatura observamos que el OANO;, derivado
nitrado del 4cido oleico, potencié la expresion de Arg-1 inducida por IL-4 en macréfagos derivados de
médula ésea (BMDM), por un mecanismo dependiente de PPARy. En esta tesis profundizamos este
estudio evaluando la capacidad del OANO; de promover la diferenciacién al fenotipo alternativo,
mediante el andlisis del efecto sobre Arg-1 y otros genes asociados a este fenotipo, incluyendo el
receptor de manosa (MR), Ym1 y RELMa. Utilizando como modelo BMDM, observamos que el OANO;,
pero no el acido oleico, potencié la transcripciéon de Arg-1 inducida por IL-4. En estas condiciones
experimentales no fue posible determinar eventuales efectos sobre MR, Ym1 y RELMa. En contraste, la
administracién a ratones, por via intraperitoneal, de OANO; junto con IL-4 causé una potenciacién de la
expresion de todos los genes previamente mencionados, exceptuando RELMa, en las células

recuperadas del sitio de inoculacién, donde predominan monocitos y macréfagos. Estos resultados
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sugieren que los NO2-FA son mediadores capaces de potenciar la activacion alternativa de los
macréfagos inducida por IL-4, favoreciendo la generacién de células efectoras con propiedades

antiinflamatorias y reparadoras del tejido.

En relaciéon con las DC, no existia informacién sobre el efecto de los NO2-FA sobre sus propiedades, por
lo cual para abordar esta pregunta utilizamos como modelo DC diferenciadas a partir de precursores de
médula dsea (BMDC). El efecto méas robusto sobre estas células lo observamos condicionandolas desde
su diferenciacion con NO.CLA (derivado nitrado del &cido linoleico conjugado). Esto provocd un
descenso significativo en la expresion inducida por LPS de varias moléculas asociadas a su capacidad
presentadora de antigenos y estimuladora de los linfocitos T incluyendo MHC II, CD86, CD40, CD80.
Este descenso correlacioné con una capacidad inmunoestimuladora disminuida, medida en términos de
la induccién, antigeno especifica, de la proliferacién de linfocitos T CD4* virgenes. Con el objetivo de
discernir cudles vias de sefalizacién estan involucradas en estos efectos se utilizaron BMDC provenientes
de ratones deficientes en Nrf2. Observamos que la ausencia de este factor no bloqueé la capacidad del
NO:CLA de inhibir la activacion de las BMDC, salvo para el caso de la molécula coestimuladora CD40.
En contraste, obtuvimos evidencias de la participaciéon de PPARy ya que BMDC condicionadas con
rosiglitazona (RGZ), un agonista de PPARy, mostraron un fenotipo muy similar a las BMDC condicionadas
con NO:CLA, en términos de expresion de marcadores de activacion y de su capacidad
inmunoestimuladora de linfocitos T CD4*. Ademas, la presencia de GW9662, un inhibidor de PPARy

durante el condicionamiento de las células, revirtié en gran medida los efectos observados previamente.

En conclusion, este trabajo describe dos nuevos mecanismos de accion mediante los cuales los NO,-FA
modularian el desarrollo de la respuesta inmune: promoviendo la activacién alternativa de macréfagos e
inhibiendo la activacién de las DC hacia fenotipos inmunogénicos. Estos avances aportan conocimiento
sobre el posible papel de los NO2-FA en el transcurso de una respuesta inmune, y le dan atractivo a

estas moléculas como potenciales drogas inmunomoduladoras.
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1 Introduccién

1.1 Fenotipos de macréfagos y células dendriticas

Los macréfagos y las células dendriticas (DC) residentes en los tejidos periféricos son células de la
inmunidad innata, originadas a partir de un precursor mieloide de médula &sea, que estan
especializadas en censar las sefiales de peligro y desencadenar la respuesta inflamatoria. A pesar de
estas similitudes, estas células juegan papeles diferentes en el desarrollo de la inmunidad. Los
macréfagos son células efectoras que participan en la respuesta a nivel local eliminando agentes
patégenos o componentes particulados y contribuyendo a restaurar el tejido dafnado. Las DC poseen un
rol de nexo entre la respuesta innata y la adaptativa, siendo capaces de sesgar esta Ultima en
determinada direccién (Th1, Th2 o Th17), asi como también de inducir la generacién de fenotipos de
células T reguladoras, involucradas en el apagado de la respuesta inmune. A continuacién se sintetizan

las principales caracteristicas morfolégicas y funcionales de estos tipos celulares.

Los macréfagos fueron descriptos como parte del sistema fagocitico mononuclear'?, el cual
comprendia ademas otros tipos celulares, incluyendo los monocitos circulantes en la sangre, que
anteriormente eran los propuestos precursores de los macréfagos residentes en tejidos. Sin embargo,
aunque es cierto que los monocitos pueden dar lugar a macréfagos bajo ciertas condiciones y durante
determinados tipos de respuestas inflamatorias, datos recientes han demostrado que esto no es asi en la
mayor parte de los casos®**y que de hecho, la mayoria de las poblaciones de macréfagos residentes son
originadas a partir de precursores embrionarios que pueblan los tejidos antes del nacimiento, y son
capaces de autorrenovarse (revisado por °). Algunas caracteristicas morfologicas de los macréfagos se
asocian a su fuerte actividad de fagocitosis y pinocitosis: el citoesqueleto desarrollado, con

microfilamentos de actina ubicados por debajo de la membrana plasmatica que facilitan el despliegue

13
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de pseuddpodos y la locomocion, y la presencia de granulos y vacuolas citoplasmaticas (revisado por ©).
Pero la fagocitosis, si bien constituye una importante actividad efectora de los macréfagos, no es la
Unica propiedad que distingue a este tipo celular. Los macréfagos constituyen una poblacién
heterogénea ontogénicamente y funcionalmente, capaz de participar no sélo en la fase propiamente
efectora de una respuesta, eliminando patégenos y particulas, sino también en el proceso asociado a la
reparacion tisular (revisado por ’#). Esta habilidad es consecuencia de que estas células son capaces de
censar, a través de una variedad de receptores, citoquinas y sefiales de peligro en los tejidos,
entendiendo por tales motivos moleculares derivados tanto de patégenos que ingresen al organismo
(PAMPs, del inglés pathogen associated molecular patterns), como de células propias que sufrieron
necrosis (DAMPs, del inglés danger associated molecular patterns). Asi, dependiendo del conjunto de
ligandos detectados, se desencadenaran cascadas de sefializacién que determinaran las propiedades

funcionales del macréfago.

(a) Activacion alternativa o

Receptor de

___________ > o;-’fé manosa(MR)

IL-4/ 1L-13 <—=
o (]

Arginasa 1 (Argl)

(b) Activacion clasica

IFNy + LPS - ' o 6
7 - O ——————————— > —> O TNF
1 : NOX2 O 1

RNS
ROS

Figura 1.1.1. Activacion clasica versus activacion alternativa de macréfagos.(a) La activacion alternativa es mediada por IL-4 e IL-13, y se
caracteriza por la expresion de la enzima Arg-1, el receptor de manosa y las proteinas RELMa y Ym1. (b) La activaciéon clasica es
mediada por IFNy, junto a un estimulo microbiano reconocido por un PRR (i.e. LPS), y se caracteriza por la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias y la produccién de especies reactivas del nitrégeno (RNS) y oxigeno (ROS). Adaptado de ",
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En el marco de esta heterogeneidad se describieron dos fenotipos principales de macréfagos, que si
bien no son mas que una simplificacién de la situacion real in vivo, donde el ambiente de citoquinas y
factores que va a desencadenar la diferenciacién es mucho mas complejo, constituyen una clasificacion
ampliamente utilizada y que a menudo facilita la descripcién. Estos fenotipos se denominan clasico y
alternativo y presentan caracteristicas funcionales muy diferentes entre si (ver figura 1.1.1). El fenotipo
clasico se genera en respuesta a la estimulacién con agonistas de receptores tipo Toll (TLR) mas
interferén gamma (IFNy), y podria surgir tanto en la fase innata como en la adaptativa de una respuesta
inmune, ya que el IFNy necesario para su desarrollo puede ser producido no sélo por linfocitos Th1
CD4* o T CD8" activados, sino también por células NK (del inglés, Natural Killer). Este fenotipo se
encuentra asociado a una potente actividad microbicida y es particularmente importante en la defensa
contra bacterias intracelulares. Esta actividad microbicida es producto de su alta capacidad fagocitica,
explicable por el alto nivel de expresién en superficie de receptores Fc y receptores de complemento, y
de la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) generadas gracias a la
activacion de la enzima NADPH oxidasa (NOX2) y a la expresiéon de la sintasa de éxido nitrico (NOS2),
respectivamente. Por otro lado, mediante la produccién de citoquinas como las interleuquinas IL-18, IL-
6, y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), sostienen una fuerte respuesta inflamatoria que recluta y
activa células efectoras, incluyendo neutréfilos y monocitos. La estimulacién con agonistas de TLR en
ausencia de IFNy puede desencadenar la diferenciacién hacia un fenotipo muy similar al clasico, pero

con menor potencial microbicida, denominado innato °.

El fenotipo denominado alternativo'™ es producto de la diferenciacion inducida por otro tipo de sefales,
no esclarecidas completamente pero que incluyen a las citoquinas asociadas a las respuestas de tipo 2
IL-4 y/o IL-13, y en contraste con lo descripto para el fenotipo clasico, juega un papel de caracter anti-

inflamatorio (revisado por '2).

Este fenotipo estd especializado en controlar la diseminacion de
patégenos no fagocitables y persistentes a través de la formacion de granulomas', asi como también de
limitar el desarrollo de respuestas exacerbadas asociadas a este tipo de agentes que tienen como
consecuencia el dafio tisular. Asi, estos macréfagos son capaces de sintetizar citoquinas anti-
inflamatorias (IL-10), moléculas involucradas en la reparacion del tejido (proteinas de la familia de las
quitinasas y las resistinas denominadas RELMa, Ym1, Ym2 y AMCasa) y la enzima Arginasa-1 (Arg-1).
Esta enzima comparte con la NOS2 su sustrato L-arginina, a partir del cual cataliza la formacién de
ornitina y urea, y de esta manera es capaz de limitar la sintesis de "NO vy los efectos téxicos del
)14

mismo(ver figura 1.1.2)'". Ademas, el gran consumo de L-arginina por esta enzima es capaz de causar
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una deplecion de la misma en el medio, inhibiendo asi la proliferacion de linfocitos T'. Por otro lado, la
ornitina producida es metabolizada por la enzima ornitina descarboxilasa, catalizando su conversion en
poliaminas, que estimulan la proliferaciéon celular. La ornitina también es sustrato de la ornitina
aminotransferasa, la primera enzima de la via de sintesis de la prolina, un aminoéacido esencial en la
sintesis de coladgeno'®. Estos efectos, junto con evidencias provenientes de modelos in vivo'’'®, definen

a la Arg-1 como una enzima con funcién anti-inflamatoria y promotora de la reparacién de tejidos.

En conclusién, de acuerdo con la descripcion anterior de los fenotipos principales que adquieren los
macréfagos, se evidencia que cumplen un papel importante a nivel local, aunque esto no descarta que
la calidad de la respuesta inflamatoria que generan pueda indirectamente influenciar qué clase de
respuesta T adaptativa se establecerd, ya que las citoquinas que ellos generan pueden afectar el

fenotipo celular adquirido por las DC locales.

‘NO l;Sl'ntesis de NO

L-OH arginina

L- arginina 7

,' Ornitina
Y aminotransferasa
Prolina
\z Produccién

L-Ornitina de coldgeno (|1 Remodelacion
\)Poliaminas tisular
O Ornitina Proliferacion
/ & celular

aminodescarboxilasa

~— Receptor de
citoquina

IL-4/1L-13

Deplecidén de arginina en el ambiente
l, Proliferacion de células T

Figura 1.1.2. Diferentes vias de utilizaciéon de la L-arginina por los macréfagos activados. En el macréfago clasico, la L-arginina es
utilizada para la produccion de -NO, por la NOS2, mientras que en el macréfago alternativo ésta es metabolizada por la Arg-1, dando

lugar a urea y ornitina, la cual es convertida en prolina y poliaminas, que estimulan la produccion de colageno y la proliferaciéon celular™.
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Las DC constituyen una poblacién celular heterogénea que puede ser clasificada en primera instancia
en dos grandes grupos, los cuales comparten un precursor comun pero una vez diferenciadas cumplen
funciones distintas: DC plasmacitoides (pDC) y DC convencionales (cDC) (ver figura 1.1.3). Las pDC,
como su nombre lo indica, presentan una morfologia similar a la de los plasmocitos y se encuentran
principalmente en la sangre y los tejidos linfoides, ingresando a los ganglios a través del torrente
sanguineo. Esta subpoblaciéon expresa bajos niveles de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo Il (MHC Il) y moléculas coestimuladoras, asi como de la integrina CD11c
bajo condiciones de reposo. Ademas, su expresién de receptores de reconocimiento de patrones es
bastante restringida, y se caracteriza por incluir a los receptores TLR7 y TLR?, que reconocen ARN de
simple hebra y secuencias CpG de ADN no metilado, respectivamente. Frente al reconocimiento de
acidos nucleicos, las pDC son capaces de producir grandes cantidades de IFN de tipo |, necesarios para
combuatir infecciones virales. Otras consecuencias de la activacién mediada por TLR son la secrecién de
citoquinas como TNFa e IL-12 y la induccién de la capacidad presentadora de antigeno. De esta
manera, las pDC contribuyen ademas al reclutamiento y activacién de células efectoras como las NK'y

plasmocitos.

Por otro lado, la clasificaciéon de cDC engloba a todas aquellas DC que no son pDC. Estas células
pueblan casi todos los tejidos linfoides y no linfoides, y estan especializadas en captar y procesar

antigeno para luego presentarlo a los linfocitos T (revisado por '%2)

. Dado que en este trabajo nos
centraremos en esta subpoblacién, de ahora en mas utilizaremos la abreviatura DC como sinénimo de
cDC. Esta subpoblacion de DC presenta la morfologia que le proporcioné el nombre a este tipo celular,
caracterizado por protrusiones citoplasmicas prominentes similares a dendritas, y expresan altos niveles
de la integrina CD11c y MHC Il ain en condiciones basales. Las cDC pueden ser divididas segun su
localizacién y capacidad migratoria en dos grandes grupos: DC residentes de tejido linfoide y DC
migratorias, presentes en el tejido no linfoide (revisado por ?'). Las DC residentes permanecen en los
6rganos linfoides durante todo su ciclo de vida, y comprenden 2 subpoblaciones principales que
pueden diferenciarse por su expresion de CD8 (CD8a* y CD8a). Las DC migratorias pueblan tejidos
periféricos y o6rganos no linfoides e incluyen a las poblaciones CD103* y CD11b". Su localizacién
estratégica en tejidos no linfoides les permite muestrear constantemente antigenos provenientes del
tejido. Durante esta etapa de muestreo, las DC presentan un fenotipo inmaduro, caracterizado por la

alta expresion de una amplia variedad de receptores fagociticos. Sumado a esto, poseen una alta

actividad de macropinocitosis, lo que en conjunto constituye una maquinaria altamente optimizada para
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el procesamiento y presentaciéon de antigeno. Dentro de este grupo también se encuentran las células
de Langerhans de la epidermis, aunque se diferencian del resto debido a que no comparten el
progenitor con las otras cDC y presentan menor expresion de MHC |l. Ademas se caracterizan por

expresar en grandes cantidades la lectina de tipo C Langerina (CD207).

Luego de permanecer unos dias en continuo muestreo, los estimulos que reciben en el tejido conducen
a la maduracién de las DC, lo cual involucra la induccién del receptor quimiotactico CCR7, responsable
de dirigir su migracién a los ganglios linfaticos drenantes. Esto es producto de la atraccién por las
quimioquinas CCL19 y CCL21, que actian como ligandos de CCR7 y estén presentes en las zonas T de
los ganglios?. Este proceso de maduracion de las DC es constitutivo e independiente de la deteccion
de sefiales de peligro, pero también ocurre cuando las DC en el tejido se activan tras reconocer PAMPs
o DAMPs. En este caso las DC adquieren un fenotipo maduro y activado, que tiene ademas otras
particularidades como la alta expresién de moléculas de MHC, y moléculas coestimuladoras (CD86,
CD80, CD40), y la concomitante disminucién en la actividad de fagocitosis y macropinocitosis, causada

en parte por un descenso en la expresion de receptores fagociticos y de la inmunidad innata?*?.

Aquellas DC que maduraron en ausencia de infeccién o sefiales de peligro provenientes de un trauma
estéril presentan en sus MHC péptidos propios que pueden ser reconocidos por células T, pero no
tienen niveles suficientes de moléculas coestimuladoras, por lo que esta interacciéon tiene como
resultado la induccién de anergia T y/o la generacién de células T reguladoras, jugando de esta manera

%), En el caso de

un importante rol en el mantenimiento de la tolerancia periférica (revisado por
encontrarse con un estimulo inflamatorio, las sefiales censadas a través de receptores de la inmunidad
innata como los TLR, entre otros, disparan una cascada de sefializaciéon que conlleva a la maduracion y
activacion de las DC. Estas DC maduras activadas son capaces de inmunoestimular células T virgenes,
por lo cual se les conoce como DC inmunogénicas. Esto es porque presentan, ademés de altos niveles
de moléculas de MHC, una gran expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40
esenciales para disparar en el linfocito T las vias de sefalizacién que conducen a la activacién celular®.
Ademas, las DC inmunogénicas también son responsables de secretar una variedad de citoquinas pro-
inflamatorias e inmunomoduladoras que determinan en qué clase de célula T colaboradora se
diferenciara el linfocito T. De esta manera, el caracter de la respuesta inmune adaptativa que se genera

estd estrechamente relacionado a los estimulos inflamatorios que recibié la DC en primera instancia, por

lo cual, la DC moldea la respuesta inmune adaptativa desencadenada con el fin de optimizarla.
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Figura 1.1.3. Esquema de las subpoblaciones de células dendriticas y sus progenitores en raton. Todas las subpoblaciones de DC, salvo
las células de Langerhans y las DC inflamatorias se originan a partir de un progenitor comun (CDP), el cual da lugar a las pDC y al
precursor comun de las cDC (Pre-DC). Estas cDC se dividen segun su localizacion y capacidad migratoria en DC residentes de tejidos
linfoides y DC migratorias. Dentro de estos grupos existen varias subpoblaciones que se diferencian por su expresion de diferentes
marcadores, tal como se muestra en la figura. Las DC inflamatorias se generan en determinados contextos inflamatorios a partir de
monocitos que provienen del torrente sanguineo. Las células de Langerhans pertenecen al grupo de las cDC migratorias de tejidos no
linfoides pero no comparten el precursor con el resto de las DC, sino que se originarian a partir de precursores que migrarian a la

epidermis durante la etapa embrionaria.
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Ademas de estar involucradas en el disparo de la respuesta adaptativa, las DC participan en
mecanismos asociados a su control. En contraposicién al fenotipo inmunogénico, se encuentra la DC
tolerogénica, que se caracteriza por su funcién inmunosupresora (revisado por ). Gran parte de la
informaciéon sobre este tipo de DC proviene de estudios realizados en enfermedades que presentan un
gran componente de evasiéon de la respuesta inmune. Por ejemplo en el caso del céncer, se han
detectado poblaciones de DC tolerogénicas asociadas a los tumores, con la capacidad de suprimir
respuestas de células T citotdxicas o incluso de promover la proliferacién de células T reguladoras. Este
fenotipo de DC tolerogénica ha sido reproducido in vitro utilizando una gran variedad de agentes
inmunomoduladores, entre los que se encuentran la dexametasona?, la 1-,25-dihidroxivitamina D3%,
salicilatos® y la citoquina IL-10%°. Estas DC presentan un fenotipo semi-maduro® o inmaduro® e inducen
respuestas de células T reguladoras o la anergia T. El fenotipo de DC tolerogénica generalmente se
asocia con una baja o moderada expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 y/o
con la induccién de moléculas inhibitorias como PD-L1 y PD-L2 (del inglés, programmed death ligand 1
y 2, respectivamente). Ademas estas DC generalmente producen menores cantidades de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-12, IL-1, IL-6 y TNF-a, y suelen presentar un aumento en la sintesis de la citoquina
anti-inflamatoria IL-10. Todo esto se traduce en una incapacidad de inmunoestimular los linfocitos T
antigeno especificos, dando lugar a una respuesta de células T reguladoras o la anergia y/o apoptosis
de estos linfocitos. Evidencias recientes indican que la induccién de DC tolerogénicas podria ser (til
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes o enfermedades inflamatorias crénicas; en varios
modelos animales de estas enfermedades la inyeccién de DC previamente tolerizadas frené o retrasé el
progreso de la enfermedad®-**. Aunque la informacién al respecto es limitada, es interesante considerar
que el desarrollo de DC tolerogénicas podria ocurrir en el transcurso de una respuesta inflamatoria,
particularmente durante su fase resolutiva en la cual habria presentes sefiales reguladoras como la IL-10
que favorecerian su diferenciacién. Esto contribuiria a prevenir el desencadenamiento de respuestas

exacerbadas y autorreactivas, dado que la pérdida de control de la inflamacién favoreceria la exposicién

de antigenos propios resultantes del dafio tisular sobre DC activadas.

En cuanto al progenitor que da lugar a las DC, contrario a lo que se sostenia anteriormente, ahora se
conoce que los monocitos no son responsables de dar lugar a las distintas subpoblaciones de DC
mencionadas arriba; existe un precursor CD11c* MHC II* (pre-cDC) capaz de proliferar, que se origina en
la médula 6sea y migra a través de la sangre hacia tejidos linfoides y no linfoides, donde se diferencia en

DC3*# . Sin embargo, se ha reportado en varios modelos in vivo de infecciones parasitarias®, fungicas®,
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bacterianas® y virales*' que los monocitos son capaces de migrar a los tejidos inflamados y diferenciarse
en una poblacién de DC que se conoce como DC inflamatorias. Estas células expresan los marcadores
MHC II, CD11¢, CD11b, F4/80 y Ly6C*, y el receptor CCR7%¥42, lo cual las hace capaces de migrar hacia
los ganglios, donde pueden activar linfocitos T y contribuir asi al disparo de la respuesta inmune
adaptativa®*?. Con respecto a la sefal necesaria para su diferenciacién a DC, se plantea que seria el
factor GM-CSF (del inglés, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) ya que las DC generadas
in vitro a partir de precursores de médula ésea con esta citoquina, denominadas BMDC (del inglés,
Bone Marrow Derived Dendritic Cells) presentan un fenotipo muy similar a las DC inflamatorias®. Sin
embargo, esto no estd completamente esclarecido ya que existen reportes contradictorios acerca de la
situacién in vivo. Si bien un estudio realizado con quimeras de médula 6sea deficientes en el receptor
para GM-CSF mostré que este factor era dispensable para la diferenciaciéon a DC inflamatoria en
modelos de inflamacion pulmonar inducida por patégenos o de inflamacion sistémica*, existen otros
reportes de DC inflamatorias en varios modelos dependientes de GM-CSF¥#*. De todas maneras, es
importante tener en cuenta la similaridad entre las DC inflamatorias y las BMDC ya que estas Ultimas
constituyen una herramienta in vitro ampliamente utilizada para el estudio fenotipico y funcional de las

DC, y fue el modelo que se utilizé en esta tesis.

1.1.1 El receptor PPARy en la diferenciacion y activacion de células mieloides

Los receptores PPAR (del inglés, peroxisome proliferator-activated receptor) pertenecen a una familia de
receptores nucleares llamados “orphan-adopted”. Se conocen tres tipos de receptores PPAR, llamados
alfa (PPARa), gamma (PPARYy) y delta (PPARS), que poseen diferencias en su perfil de distribucién en el
organismo. Estos receptores estan involucrados en la regulacién del metabolismo de los lipidos y de la
glucosa en el higado, adipocitos, musculo esquelético y macréfagos, y sus ligandos enddgenos incluyen
una variedad de lipidos dietarios asi como también metabolitos derivados de éstos (ver figura 1.1.4)

(revisado en 4-%9),

Los receptores PPAR se enlazan a su secuencia blanco en el ADN, conocida como elemento de
respuesta a PPAR (PPRE), formando heterodimeros con el receptor RXR (del inglés, retinoid X receptor).
En ausencia de ligando el heterodimero se encuentra unido a un correpresor que inhibe la unién de

PPAR a PPRE. Al unirse el ligando, el receptor sufre cambios conformacionales que permiten la unién de
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coactivadores y la disociacién de los correpresores, lo cual conduce a la unién del heterodimero al PPRE

en el promotor, dando lugar al comienzo de la transcripcion de los genes blanco®.
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Figura 1.1.4. Propiedades estructurales y funcionales de los receptores PPAR. Esquema ilustrando los principales mecanismos
metabdlicos regulados por los PPAR en higado, musculo y tejido adiposo asi como en células mieloides incluyendo macréfagos y DC. La
unién de PPAR a su ligando promueve la disociacion de correpresores y la union de coactivadores, conduciendo a la transcripcion de
genes reporteros de PPAR. Algunas moléculas lipidicas como acidos grasos poliinsaturados, prostaglandina 15d-PGJ2, y NO,-FA tienen

la capacidad de unirse y activar los receptores PPAR. Tomado de .
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Existen varios trabajos in vivo e in vitro que postulan la participacién del receptor PPARy en el programa
de diferenciacion y maduracién de macréfagos, y particularmente en el establecimiento y
mantenimiento del fenotipo alternativo®. Dado que la estimulacion con IL-4 se asocia a una fuerte
induccion de PPARy y a la producciéon de sus ligandos endégenos 15-HETE y 13-HODE, este receptor
podria contribuir a la diferenciacion al fenotipo alternativo®'. Por otro lado, la IL-4 es capaz de activar la
transcripcion de genes reporteros de PPARy, como el receptor barrendero CD36°". La conexion de
PPARy con el establecimiento del fenotipo alternativo resulta mas notoria al analizar las propiedades de
macréfagos deficientes en este receptor®. Estos macréfagos presentan una marcada disminucion en los
niveles de expresién de varios genes reporteros de PPARy pero ademés tienen muy disminuida la
expresion del gen de la Arg-1 en respuesta a la IL-4, siendo la Arg-1 uno de los principales marcadores
del fenotipo alternativo. Mas aln, la ausencia de PPARy en estos macréfagos inhibié el efecto
potenciador de ligandos sintéticos de PPARy, como la rosiglitazona (RGZ) sobre la respuesta de Arg-1
inducida por IL-4. Ademés, estas observaciones realizadas in vitro tienen un correlato in vivo ya que la
administraciéon de RGZ en ratones causé no sélo un incremento en la expresiéon de varios genes
reporteros de PPARy en los macréfagos, sino un incremento en la expresion de Arg-1, evidenciando la
polarizacién en la diferenciacion de estas células hacia el fenotipo alternativo®®. Posteriormente, este
efecto potenciador se explicd por la presencia de un sitio de unién a PPARy en el potenciador del gen
de la Arg-1. Finalmente, se acepta que parte de la respuesta anti-inflamatoria de los macréfagos
alternativos estd regulada por PPARy, ya que en ensayos en macréfagos knockout (del inglés,
deficientes) en este receptor la IL-4 fue incapaz de suprimir la produccién de IL-6 por estas células®. Es
posible que este efecto anti-inflamatorio de PPARy se vincule a su capacidad de interferir con la
transcripciéon mediada por NF-kB, en base a una interacciéon con complejos correpresores ubicados en

los promotores de los genes blanco de este factor®.

Estudios realizados méas recientemente con el objetivo de profundizar sobre la conexién que existe entre
las vias de sefializacion estimuladas por la IL-4 y PPARy mostraron la existencia de una interacciéon entre
este receptor y el factor de transcripcion STAT6. Al parecer, este factor estabilizaria la unién de PPARy al
ADN, causando un aumento en el nimero de genes regulados por PPARy y aumentando la magnitud de
las respuestas producidas®. En conclusién, los trabajos realizados hasta el momento sugieren que tanto
STAT6 como PPARy cumplirian un papel importante en el establecimiento del fenotipo alternativo en
macréfagos, y que podria darse una cooperacion entre estos dos factores en el promotor de los genes

caracteristicos de la activacion alternativa, que conduciria a una potenciaciéon de su expresion.
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En las DC se ha observado que PPARy seria fuertemente inducido durante el desarrollo de estas células,
sugiriendo su participacién durante el proceso de diferenciacién de las DC. Interesantemente, el
tratamiento con ligandos de PPARy durante el periodo de diferenciacién induce un fenotipo
esencialmente tolerogénico en las DC*>*®2 Incluso luego de ser estimuladas con LPS, estas DC se
caracterizan por una baja expresién de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 y una baja
sintesis de IL-12 en comparacién con las DC control. Ademas, estas células demostraron ser pobres
activadoras de células T CD4* y CD8*, induciendo un menor indice de proliferacién y una menor sintesis
de citoquinas, incluyendo IFNy e IL-2. Para el caso de las células T CD8* también se observé una
disminucién en la citotoxicidad. Estos efectos demostraron ser dependientes de PPARy gracias a
experimentos realizados en DC deficientes en este receptor en los cuales se observé una reversion del

fenotipo en las células knockout.

En cuanto a las vias de sefalizacién interferidas por PPARy en la activacién de las DC, se postula que al
menos involucraria la inhibicién de la unién de NF-kB al ADN*?¢. Otra via de sefializacién sobre la que
PPARy podria actuar seria la de las MAPK (del inglés, Mitogen Activated Protein Kinases); trabajos
realizados en DC deficientes para el gen de PPARy muestran que el descenso en la fosforilacion de
ERK1 observado en las DC wild type (del inglés, salvajes) tratadas con el ligando de PPARy se pierde al

no estar funcional el receptor®?¢.

Por otro lado, otros trabajos evidencian que la activacién de PPARy conduce a la induccién de las
enzimas implicadas en el metabolismo del acido retinoico, otra molécula que ha sido asociada al
fenotipo tolerogénico. En estas DC tratadas con un ligando sintético de PPARy, se ha reportado un
aumento en los niveles de la forma all-trans de este compuesto®’. El papel del 4cido retinoico en la
modulacién de la respuesta se vincula con la capacidad de inducir la proliferacion de linfocitos T
reguladores®?. Méas aun, estudios de otro grupo demostraron que las DC tratadas con un agonista de

PPARy son capaces de inducir mayores niveles de linfocitos T reguladores, tanto in vivo como in vitro®.

1.1.2 Sefalizacién por Nrf2 en células mieloides

Nrf2 (del inglés, nuclear factor erythroid 2-related factor 2), es un factor de transcripcién que controla la
expresion de un grupo de enzimas y proteinas con funcién antioxidante y desintoxicante®. La actividad
de este factor se encuentra fuertemente regulada por Keap1 (del inglés, Kelch-like ECH-associating

protein), una molécula anclada a los filamentos de actina del citoesqueleto. En condiciones de
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homeostasis, Keap1 promueve la ubiquitinacién de Nrf2 y su consecuente degradacion por el
proteasoma, manteniendo de esta manera una baja expresion basal de los genes regulados por Nrf2.
Bajo determinadas condiciones de estrés, la aduccién de los tioles reactivos de Keap1 con una molécula
electrofila le impiden interactuar con Nrf2, el cual escapa de la degradacién por el proteasoma y se
acumula en el nlcleo, induciendo la expresion de los genes regulados por el elemento ARE (elemento
de respuesta antioxidante)(ver figura 1.1.5)°. De esta manera, Nrf2 contribuye a mantener la
homeostasis redox. De hecho, la deficiencia de este factor en ratones los vuelve mas susceptibles a
toxicos presentes en el ambiente y aumenta de manera significativa su predisposicion a varios

desordenes oxidativos e inflamatorios que incluyen enfisema®, asma®’, fibrosis®® y colitis®’

ROS b
(a) Electréﬁlos (b)

@@

KEAP 1 NRFz

KEAP 1

Actina

Citoplasma

Nucleo

(c)
NRF2

ARE

Figura 1.1.5. Esquema de la regulacion de la via de Nrf2. (a) Bajo condiciones normales, Keap1 mantiene a Nrf2 anclado a filamentos de
actina del citoesqueleto en el citoplasma, promoviendo su degradacioén por el proteasoma. (b) La reaccién de especies oxidantes con los
tioles reactivos de Keap1 desestabiliza la union de este factor con Nrf2 y promueve la ubiquitinacion de Keap1. Moléculas electréfilas
también pueden reaccionar con los tioles reactivos de Keap1, formando aductos via reaccion de Michael (ver figura 1.2.3). (¢) Nrf2 es
liberado e ingresa al nucleo, donde promueve la transcripcion de los genes de fase Il, regulados por el elemento ARE.
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Estudios recientes han revelado que Nrf2 también participa en la respuesta inmune; la deficiencia de
este factor en células mieloides causa una acumulacion de ROS, lo cual afectaria la regulacién de la
respuesta inflamatoria a través de la activacion de varias vias de sefializacion con accién pro-inflamatoria,
como la via de NF-«kB. Macréfagos provenientes de ratones deficientes en este factor (Nrf2 ) mostraron
niveles elevados de activacion a través de sus TLRs, asi como de su sefalizaciéon por NF-«B, lo cual se
evidencié en un fuerte aumento en la produccién de citoquinas pro-inflamatorias’®. Por otro lado, la
delecién de este factor en DCs conduce a mayores niveles basales de expresiéon de moléculas
coestimuladoras y citoquinas pro-inflamatorias, mayor capacidad inmunoestimuladora de linfocitos T, y
niveles elevados de ROS’""2. Estos resultados indican que Nrf2 estaria involucrado en los mecanismos
de activacién de estas células. Sin embargo, la alta produccién de ROS no pareceria ser la causa de la
desregulacion observada, ya que la incubacion de DC Nrf2” con las vitaminas C y E, que poseen accién
antioxidante, es capaz de disminuir la produccién de ROS pero no los efectos observados a nivel del
estado de activacion de la célula’®. Se ha postulado que el mecanismo mediante el cual Nrf2 regula la
inmunogenicidad de las DC involucraria a la via de las MAPK, mas especificamente a p38, ya que su
inhibicién condujo a un descenso significativo en la expresién de moléculas coestimuladoras en las DC
Nrf2” asi como en su capacidad de inducir la proliferacion especifica de antigeno de linfocitos T CD8*.
El estudio de los blancos de fosforilacién de esta quinasa CREB y ATF1 mostré que estos factores se
encontraban hiperfosforilados en condiciones basales en las DC Nrf2”, y esta fosforilacion se vio

significativamente reducida tras el tratamiento con un inhibidor de p38”°.

Entre los genes que son regulados por Nrf2 se encuentra la Hemoxigenasa 1 (HO-1)"%. La HO-1 juega un
papel central en la homeostasis del compartimiento vascular, por lo cual alteraciones en su funcién
afectan el desarrollo de determinadas enfermedades inflamatorias; esto se apoya en observaciones

derivadas de su deficiencia en humanos’>7¢

y en estudios realizados en ratones deficientes en esta
enzima (revisado por 7’). Su accion antioxidante proviene de su capacidad de degradar el grupo hemo
de proteinas desestabilizadas y de sus productos de degradacién, la bilirrubina y la biliverdina. Ademas
el CO tiene accién anti-apoptdtica y vasodilatadora, que se suman a los efectos anti-inflamatorios ya
mencionados, basados en su capacidad de inhibir la translocacién de NF-kB. Asimismo, la expresién de
esta enzima en DC se ha postulado como un mecanismo de tolerogénesis, actuando principalmente
sobre los linfocitos T CD4*, inhibiendo la proliferaciéon de poblaciones efectoras e induciendo su

diferenciacion a linfocitos T reguladores’®. Por otro lado, un estudio reciente vincula a la via de p38

CREB/ATF1 con la HO-1; la utilizacidon de un inhibidor de esta enzima causd un marcado aumento en la
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expresion de moléculas coestimuladoras en DC, lo cual se vio reflejado en la capacidad
inmunoestimuladora de estas células, ya que las DC tratadas con el inhibidor inducian mayores niveles
de proliferacién de linfocitos T CD8* que las DC control. Este aumento en el nivel de activacién de las
DC fue acompafiado de una mayor fosforilacién de p38 y de sus blancos CREB y ATF1. Los autores de
este trabajo proponen que este mecanismo podria ser explicado por la acumulacién del sustrato de la
HO-1, el hemo, que sucede a la inhibiciéon de esta enzima. La incubaciéon de DC con hemo causé la

maduracién de estas células, apoyando esta hipotesis’™.

1.2 Nitroalquenos: productos de nitraciéon de acidos grasos
insaturados con propiedades anti-inflamatorias

La formacién de productos electrofilicos derivados de acidos grasos insaturados reviste interés ya que
debido a sus propiedades quimicas, estos acidos grasos son altamente susceptibles a sufrir diversas
reacciones de oxidacién y adicion de radicales, ya sea durante el metabolismo basal como durante las
respuestas inflamatorias®. Ademas, se ha postulado que varios productos electrofilicos derivados de
este tipo de acidos grasos son capaces de actuar como mediadores que acentlan o regulan el proceso
inflamatorio. Nuestro grupo esta particularmente interesado en un grupo de estas moléculas, que se
caracteriza por presentar un sustituyente nitroalqueno que le confiere la electrofilia. En la dltima década
han surgido mdltiples evidencias que apoyan la formacién in vivo de productos de nitracion de acidos
grasos (NO,-FA, del inglés, nitro fatty acids) (ver figura 1.2.1) y su relevancia en la modulacién de la
respuesta de varios tipos celulares® #2. El mecanismo involucrado en la nitracién de &cidos grasos
insaturados in vivo no se ha elucidado, pero se postula que es llevado a cabo por especies derivadas del
oxido nitrico ('NO) a través de multiples mecanismos que convergen en la adicién homolitica al doble
enlace del radical diéxido de nitrégeno (‘NO,), dando lugar a una variedad de regio y estereoisémeros
(revisado por #). La formacién del "NO; es el paso limitante en la reaccién de nitracion y los posibles
mecanismos para su generacién han sido revisados por # e incluyen los siguientes: oxidacion del "NO
por el oxigeno (Oz), descomposicion de peroxinitrito formado a partir de "NO y superédxido, oxidacién
de NOz a 'NO; promovida por peroxidasas y hemoproteinas, y protonacién de NO2 en medio acido

(ver figura 1.2.2).

El analisis de varios derivados nitroalquenos de los acidos oleico, linoleico y araquidénico revelan que

estas especies presentan reactividades quimicas Unicas, responsables de una gran variedad de efectos
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sobre diferentes vias de sefializacion celular®®¢. Muchos de los mismos se deben a la capacidad que
tienen estas moléculas de actuar como electréfilos. El grupo nitro es altamente electronegativo, lo cual
le confiere al carbono beta adyacente al enlace carbono-nitrégeno una gran electrofilia, favoreciendo su
reaccion via adicion de Michael con nucleofilos®88 (ver figura 1.2.3). Los NO2.FA reaccionan formando
aductos tanto in vitro como in vivo con el glutation y los residuos de Cys e His de proteinas. En el caso
de las proteinas, la nitroalquilacion constituye una modificacion postraduccional que puede producir
cambios en la estructura y la funcién como en la distribucién subcelular de la proteina modificada,
debiéndose esto ultimo al fuerte caracter hidrofébico que le confiere la aduccién del NO..FA. Esto
facilitaria el transporte de la proteina blanco a las membranas®. Se ha reportado que los NO2-FA son
capaces de formar aductos con varias proteinas, entre ellas la GADPH?®*, Keap1® y el factor de
transcripcion NF-kB”; esta propiedad podria estar vinculada a varios efectos biologicos asignados a

estas moléculas, esta idea se desarrollard méas adelante.

(a) \/\/\/\/’Tlgz/\/\/\)OLOH

Figura 1.2.1. Esquema de las estructuras de los NO,-FA derivados del (a) acido oleico

(OANO:,) y (b) linoleico conjugado (NO,CLA)
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Otra caracteristica Unica de la aducciéon de los NO,-FA con nucledfilos es que a diferencia de lo que
sucede con otros electréfilos, ésta es reversible”. Gracias a esta propiedad son capaces de mediar
eventos de sefializacion, ya que su efecto sobre la proteina blanco es transitorio. Ademas, existe la
posibilidad de que sean transferidos de un nucledfilo a otro, en funcién de lo observado in vitro por

Schopfer y colaboradores 2.

Reportes recientes indican que el acido linoleico conjugado (CLA) seria un sustrato preferencial de
nitracién frente a otros acidos grasos e incluso a la tirosina tanto in vitro como in vivo; derivados
nitroalquenos del CLA (NO2CLA) han sido detectados en el plasma de individuos sanos y se encuentran
aumentados en tejidos sometidos a isquemia-reperfusion. También se ha demostrado su formacién a
partir de macréfagos activados ®'. En conclusion, la informacién disponible indica que el NO,CLA seria el
NO2FA presente en mayor concentracién in vivo, y por lo tanto su estudio presenta gran relevancia

bioldgica.

1.2.1 Propiedades bioldgicas de los NO,-FA

Los NO,-FA han demostrado ejercer efectos anti-inflamatorios sobre una variedad de tipos celulares. En
macréfagos, se ha observado que son capaces de inhibir la diferenciacion hacia el fenotipo clasico,
mencionado anteriormente. Mas concretamente, presentan la propiedad de inhibir la sintesis de
citoquinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a y MCP-1, asi como la expresién de la enzima NOS27073, E|
principal mecanismo atribuido a este efecto es la inhibicién de la translocaciéon de NF-kB al nucleo,
impidiendo asi la transcripcion de los genes inflamatorios regulados por este factor. Se postula que esta
propiedad podria deberse a la capacidad de los NO-FA de actuar como electréfilos y formar aductos
con proteinas, ya que se han detectado aductos de NO2-FA con las subunidades p50 y p65 de NF-kB en
células tratadas con los mismos, asi como un descenso en la actividad de este factor luego del

tratamiento?®%.

Por otro lado, la administracion de NO,-FA ha tenido resultados beneficiosos en varios modelos de

enfermedades inflamatorias, como la aterosclerosis?, la enfermedad inflamatoria intestinal®, |

a
isquemia-reperfusiéon cardiaca® y renal” y la diabetes™. Varios de los efectos observados se han
atribuido a su capacidad de interactuar con factores de transcripcién, entre los que se encuentran PPARy

y Nrf2.
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1.2.1.1 Activacion del receptor PPARy

Los NO.-FA pueden actuar como ligandos del receptor PPARy. Segin estudios realizados con
construcciones conteniendo el gen de la luciferasa bajo el control de sitios de unién a PPARy, los NO,-
FA poseen la capacidad de activar en forma robusta este receptor. El derivado de la nitracién del acido
oleico, el acido nitro oleico (OANO,) fue el que activé de forma més potente PPARy, detectandose una
activacion significativa a concentraciones ~100nM®%. Estos resultados fueron confirmados por estudios
de diferenciacién de preadipocitos en los cuales se observé que el OANO; indujo su diferenciacién y la
expresion de marcadores especificos de células adiposas (PPARy2 y Fabp4), asi como un aumento en la
incorporacién de glucosa en los adipocitos diferenciados. Todos estos efectos fueron parcialmente
inhibidos en la presencia del antagonista irreversible de PPARy GW9662%. En macréfagos, también se
observé la activacion de este receptor a través de la induccion del receptor barrendero CD36, el cual es
un gen reportero de PPARy”. Por otro lado, los efectos anti-inflamatorios observados en varios modelos
in vivo han sido atribuidos, al menos en parte a la activacion de este receptor””. Ademas, estas

moléculas, debido a su electrofilia, formarian un aducto covalente con el receptor®.

Por otro lado, resultados provenientes de mi trabajo final de Licenciatura sugieren que los NO,-FA son
capaces de promover la activacién alternativa de macréfagos en presencia de IL-4 a través de un
mecanismo que involucra a PPARy. En estos ensayos se observd un aumento de la expresion del
marcador de activacion alternativa Arg-1 en macréfagos tratados con OANO; en presencia de IL-4 con
respecto a los macréfagos tratados tinicamente con IL-4, y este efecto fue revertido al incubar las células

con el inhibidor GW9662'%.

‘S“ Figura 1.2.3. Esquema del mecanismo

de nitro-alquilacion de los NO,-FA a
través de la reaccion de adicion de
Michael. En los NO,-FA, El carbono
- O O adyacente al grupo nitro es altamente
v Iy A S electréfilo y susceptible de reaccionar
Oo=N Ad|_C|on de o=N con nucledfilos, como los tioles
Michael presentes en proteinas. De esta manera
reacciona con las mismas formando
> aductos, constituyendo una modificacion

R R postraduccional
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1.2.1.2 Activacién de Keap1/Nrf2

Existen varios reportes de que los NO2-FA tienen la capacidad de activar el factor nuclear Nrf2, lo cual
estd ligado a su condicién de moléculas electrofilas. Se ha demostrado que inducen de forma
dependiente de la dosis la expresion de HO-1 a concentraciones dentro del rango pM, tanto en cultivos
celulares como en modelos animales®'#719"-1%4 También se ha reportado la induccién de otros genes
regulados por ARE ademas del de la HO-1, como GCLM y NQOT1, que codifican la subunidad
modificadora de la ligasa de glutamato-cisteina, y la oxidorreductasa de NADPH:quinona 1,

respectivamente’®,

1.2.1.3 Induccién de la via de shock térmico

Un estudio del perfil transcripcional de células HUVEC (del inglés, Human Umbilical Vein Embrionic
Cells) tratadas con OANO; develé una via de sefializacion inducida por NO2-FA no reportada hasta el
momento: la via de shock térmico'. Esta respuesta es disparada por diversos factores ambientales y
fisiolégicos causantes de estrés, y resulta en la rapida induccién de genes que codifican chaperonas,
proteasas, y otras proteinas que contribuyen a proteger y recuperar a la célula del dafio celular asociado
a la produccién de proteinas mal plegadas. Esta respuesta es regulada por una familia de factores de
transcripcion de shock térmico (HSF, del inglés Heat Shock Transcription Factor). En condiciones de
reposo, los HSF se encuentran bajo la forma de mondémeros inertes estabilizados por chaperonas, tanto
en el citosol como en el nicleo. Cuando la célula es expuesta a una variedad de agentes estresantes, la
acumulacion de proteinas mal plegadas lleva a la liberacién de los HSF por las chaperonas, permitiendo
su trimerizacion y forméndose asi el factor activo, capaz de unirse al ADN y promover la transcripcion de
los genes regulados por esta via %%, E| tratamiento con OANO; indujo la expresién de varios genes
altamente caracterizados y relacionados a la respuesta de shock térmico, como son HSPA6 (del inglés,
heat shock 70-kDa protein 6), HSPA1A (del inglés, heat shock 70-kDa protein 1A), y DNJA4 (del inglés,
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 4)'%. Si bien no existe mucha informacién sobre el papel
que esta via podria tener durante la respuesta inflamatoria, hay evidencia de que su induccién podria ser
beneficiosa para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y asociadas a defectos en el
plegamiento de proteinas. Por otro lado, podria promover la supervivencia de la célula frente a un

estimulo estresante capaz de desencadenar la respuesta de muerte.
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Figura 1.3. Destinos conocidos de los NO,-FA dentro de la célula. Una vez que ingresan a la célula, los NO,-FA pueden (a) sufrir la
reduccion de su doble enlace, perdiendo la electrofilia, (b) Formar aductos con glutation, (c) Sufrir  —oxidacion, (d) Activar la via de
shock térmico, (e) activar PPARYy, (f) activar la via de Nrf2 o (g) inhibir la via de NF-«B.
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1.3 Hipotesis

Teniendo en cuenta la informacién previamente expuesta, resulta evidente que los NO2-FA pueden ser
formados durante la respuesta inflamatoria, siendo capaces de actuar sobre varias vias de sefializacién
involucradas en este proceso, para modularla (ver figura 1.3). Mas en particular, son capaces de afectar
la activacion de los macréfagos. Existe evidencia de que estos mediadores inhibirian la activacién clasica
de macréfagos, que se traduce en un descenso en la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y de la
NOS2. Por otro lado, antecedentes provenientes de mi trabajo de Tesina de Licenciatura apuntan a una
posible potenciacion por NO;-FA de la activacion alternativa de macréfagos inducida por IL-4,
sugiriendo que estos mediadores no sélo limitarfan la diferenciaciéon hacia fenotipos mas inflamatorios,
sino que también favorecerian la polarizacién hacia poblaciones con funcién anti-inflamatoria. Hasta el
momento, hemos observado un efecto sobre la induccién de Arg-1, uno de los principales marcadores
del fenotipo alternativo; sin embargo, para poder afirmar contundentemente un papel de los NO2-FA
como potenciadores del fenotipo alternativo, es necesario estudiar la expresién de otros genes

asociados a este fenotipo.

En cuanto al efecto de los NO;-FA sobre las DC, no existen reportes hasta el momento, pero
considerando la informacién disponible en cuanto a la capacidad de los NO.-FA de activar las vias de
sefalizacion mediadas por PPARY y Nrf2, y al rol de estas vias en el potencial inmunogénico de las DC,
resulta pertinente plantear la hipoétesis de que estos mediadores podrian afectar la capacidad de
activacién de las DC y eventualmente su funcién como célula presentadora de antigeno. A través de
esta modulacién los NO,-FA podrian contribuir no sélo a la regulacion de la respuesta inflamatoria local,
sino también eventualmente a modular la respuesta adaptativa generada en el ganglio, como

consecuencia de la migracién de DC activadas desde el foco de inflamacion.
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1.4 Objetivos

Teniendo en cuenta la hipdtesis previamente planteada, esta tesis tiene como objetivo general el
estudio de la capacidad de los NO2-FA de modular la diferenciacién de macréfagos y DC. En este marco

se plantean los siguientes objetivos especificos:

* Estudiar la capacidad de los NO;-FA de modular globalmente la activacion alternativa de
macréfagos a través del estudio de la expresion de los genes ArgT (Arg-1), Mrc1 (MR), Retnla
(RELMa) y Chi3I3 (Ym1), en macréfagos derivados de médula ésea (BMDM) y en un modelo in

vivo.

e Estudiar el efecto de los NO,-FA sobre la activaciéon de las DC a través del anélisis de varios
marcadores del estado de maduracién, tanto en condiciones basales como luego de un

estimulo pro-inflamatorio.

* Estudiar la capacidad de las DC condicionadas con NO.-FA de promover la activacion de

linfocitos T

* Explorar la contribucién de los receptores PPARY y Nrf2 al fenotipo observado
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2 Materiales y métodos

2.1 Reactivos generales

Las sales inorganicas utilizadas para preparar las soluciones tampoén vy los reactivos que se listan a
continuacién fueron obtenidos de Sigma: solucion antibidtica/antimicética conteniendo penicilina,
estreptomicina y anfotericina B, bicarbonato de sodio testeado para cultivo celular, dimetil sulféxido
(DMSO) testeado para cultivo celular, EDTA, céctel de inhibidores de proteasas, a-
isonitrosopropiofenona (ISPF), HEPES, lauril sulfato de sodio (SDS), L-glutamina, L-arginina, marcadores
de peso molecular pretefiidos, medios de cultivo DMEM y RPMI, N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina
(TEMED), persulfato de amonio, seroalbimina bovina (BSA), sulfanilamida, N-(1-Naftil) etilendiamina
diclorhidrato (NED), tampén de lisis de globulos rojos y urea. La acrilamida fue obtenida de Amresco. El
ditiotreitol (DTT) y el monolaurato de polioxietilen-sorbitan (Tween 20) fueron adquiridos de Applichem.
El isopropanol, metanol, etanol, cloroformo, acido sulfirico y acido fosférico fueron obtenidos de Merck.
El 4cido oleico (OA), y el acido linoleico conjugado (CLA) se adquirieron de Nu-Check Prep. La RGZ y el
antagonista del receptor PPARy GW9662 fueron obtenidos de Cayman Chemical. La IL-4 se adquiri6é de
Becton Dickinson y se conservd a -80 °C en una solucion stock 50 pg/ml conteniendo 0.5 mg/ml de BSA

libre de endotoxinas como proteina carrier.

El 4cido nitro-oleico (OANO,), una mezcla de los isdmeros acido 9- y 10-nitro-9-cis-octadecanoico, y el
4cido nitro-linoleico conjugado (NO,CLA), una mezcla de los isémeros acido octadeca-(9Z,11E)-dienoico
and octadeca-(10E,12Z)-dienoico, fueron generosamente donados por el Dr. Bruce Freeman y el Dr.
Francisco Schopfer (Departamento de Farmacologia, Universidad de Pittsburgh, USA). Las soluciones

stock se conservaron a -80 °C y su concentracion se verificé antes por medida de la absorbancia a 270
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nm en tampén KHPO4 100 mM pH 7.4 para el caso del OANO; (€=8.22 cm™mM™ %) y a 312nm en

metanol (e=11.2 cm™mM""), para el caso del NO,CLA.

2.2 Animales de experimentacién

Se utilizaron ratones de 8 a 12 semanas de edad de la cepas endogamicas Balb/c y C57BL/6, criados en
el Laboratorio de Recursos Biolégicos del Instituto Miguel Rubino (Direccion de Laboratorios
Veterinarios, Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca) y mantenidos en el bioterio del Instituto de
Higiene, donde se alimentaron con racidén y agua autoclavadas ad libitum. Los ratones transgénicos
OTIl, que expresan un TCR especifico para el péptido de la OVA 323-339, fueron mantenidos en el
bioterio del Institut Pasteur de Montevideo. Todos los protocolos utilizados en el trabajo con estos

ratones fueron aceptados por la CHEA (Comisién Honoraria de Experimentacién Animal, UdelaR).

2.3 Métodos de cultivo celular

2.3.1 Linea celular de fibroblastos L929

La linea celular de fibroblastos de raton (L929, ATCC), fue generosamente donada por la Dra. Corraliza
(Universidad de Caéceres, Espafia); esta linea produce el factor estimulante de colonias de
monocitos/macrofagos (M-CSF). Las células se cultivaron a 37°C en atmodsfera de 5% de CO; a
confluencia en frascos de 25 cm? (Orange Scientific) en medio DMEM conteniendo L-glutamina 2mM,
bicarbonato de sodio 1.5 g/L, HEPES 10 mM, penicilina 100 unidades/mL, estreptomicina 100 pg/mL,
anfotericina B 0.25 pg/mL (DMEM suplementado), al que se le agregd suero bovino fetal (SBF,
certificado, Gibco, previamente descomplementado por calor) 10% (v/v). Para amplificar el cultivo, una
vez que las células estuvieron cerca de confluencia se desprendieron del plastico mecénicamente
mediante la ayuda de un raspador estéril (Greiner) y se subcultivaron en el mismo medio en frascos de
75 cm? (Orange Scientific) diluyendo la suspensién celular 1:6 como méaximo. Para la produccién del
sobrenadante de cultivo a ser utilizado como fuente de M-CSF, se utilizaron frascos de 175 cm? (Nunc).
Cuando las células llegaron a confluencia en los frascos de 75 cm?, fueron desprendidas con un raspador
estéril y transferidas a los frascos de mayor tamario. El cultivo se mantuvo durante 10 dias y luego se
recogié el sobrenadante, el cual se pasé por filtros estériles de 0,2 pm (Corning) y se conservé

alicuotado a -80°C.
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2.3.2 Preparacion de macréfagos de ratén derivados de médula ésea (BMDM)

Para la preparacion de BMDM (del inglés, bone marrow derived macrophages) se siguié el protocolo
descripto a continuacién. Ratones Balb/c (hembras de 10 a 12 semanas) fueron sacrificados por
dislocacién cervical, se hizo un corte en la piel a lo largo de las patas traseras y se extrajeron las tibias y
los peronés. Los huesos fueron limpiados con etanol 70 % (v/v) y colocados en una placa de Petri con
medio DMEM suplementado bajo cdmara de flujo laminar. Luego, para extraer la médula 6sea se
cortaron las epifisis de los huesos y se perfundié el canal medular con medio DMEM suplementado
utilizando una jeringa estéril con aguja 25G. La suspension de células obtenida se centrifugé por 15
minutos a 1300 g, luego se descartd el sobrenadante y las células fueron incubadas durante 5 minutos
en tampon de lisis de eritrocitos siguiendo las indicaciones del fabricante. Las células restantes se
lavaron con DMEM suplementado, centrifugando por 15 minutos a 1300 g, y luego se contaron en
camara de Neubauer para a continuacién cultivarlas en placas de Petri (Greiner) a una concentracién de
5x10° células/ml de medio DMEM suplementado conteniendo 25% (v/v) de SBF y 25% (v/v) de
sobrenadante de cultivo de L929 como fuente de M-CSF. Como méaximo se sembraron en cada placa
7.5 x 10° células. Las células fueron cultivadas a 37°C en atmosfera conteniendo 5% de CO2, y al quinto
dia se les repuso el medio de cultivo. A los 7 dias, se descarté el sobrenadante y los macréfagos fueron
desprendidos mecanicamente de las placas con un raspador estéril y contabilizados en camara de
Neubauer. Para los ensayos se pasaron a placas de 24 pozos (Nunc), en donde se sembraron 0.5 x10°
células por pozo, utilizando un volumen final de 1 ml de DMEM suplementado conteniendo SBF 1%

(v/v).

2.3.3 Preparacién de células dendriticas de ratén derivadas de médula 6sea (BMDC)

Para la obtencién de estos cultivos primarios se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 8-12 semanas y

se sigui6 el protocolo descripto por Lutz et al '

, con pequefias modificaciones. El sacrificio de los
animales y la recuperacién de fémures y tibias se realizaron de acuerdo a lo descripto en la seccién

2.3.2.

En la cdmara de flujo laminar, sobre una placa de Petri, se cortaron las epifisis de los huesos con una
tijera y se perfundié el canal medular con PBS (tampén fosfato salino, del inglés, phosphate buffered
saline) apirégeno utilizando una jeringa de 3 ml con aguja 24G para extraer la médula 6sea. La misma se

disgregé pasando la suspensién 3 veces por la jeringa y se procedié a contar las células utilizando una
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camara de Neubauer, prestando especial atencién a no contar los eritrocitos. Finalmente, la suspensién
celular se dispensé en placas de Petri de 10 cm de didmetro conteniendo 10 ml de medio RPMI
suplementado con 10% SBF, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 0.25 pg/ml anfotericina B y
con 20 ng/ml del factor de diferenciaciéon recombinante GM-CSF (Peprotech). Esto fue realizado de
manera que en cada placa se cultivaran 3 x 10°células (excluyendo eritrocitos). Tres dias méas tarde se
agregaron 10 ml de RPMI suplementado a cada placa, y en el sexto y octavo dia de cultivo se
recambiaron 10 ml, teniendo precaucién de no tomar las células no adherentes. La cosecha del cultivo
se realizd al décimo dia; se recolectaron las células no adherentes, las cuales fueron contadas en la
camara de Neubauer y se cultivaron en medio RPMI suplementado conteniendo 5 ng/ml de GM-CSF en
placas de 48 pozos, a una densidad de 1 x 10° células/pozo. Para tener en cuenta en el conteo

Unicamente las células viables, se utilizé el colorante vital Azul de Tripan.

2.4 Métodos aplicados al estudio de la respuesta celular

2.4.1 Ensayo para la determinacién de la actividad arginasa

La medida de la actividad arginasa fue realizada segin el método descrito por Corraliza et al %

que se
basa en la determinacién colorimétrica de la urea formada a partir del sustrato L-arginina. Brevemente,
a los lisados celulares se les agregd un volumen equivalente de tampén Tris 50 mM, pH 7.5 conteniendo
MnCl; 5 mM; se tomaron 50 pl de esta solucién y se incubaron por 15 minutos a 55°C para activar la
enzima. A continuacién se le adicionaron 50 pl de L-arginina 0.5 M pH 9.7 y esta mezcla fue mantenida a
37°C durante una hora. La reaccién fue detenida mediante el agregado de 400 pl de una mezcla de
acidos (H2SO4:H3PO4:H20 en relacién 1:3:7 (v/v/v)). Por Gltimo a cada muestra se le agregé 28 ul de ISPF
9% en etanol absoluto y se calenté a 85°C por 45 minutos, y luego a 100°C durante 15 minutos. En este
paso en paralelo se incubaron 100 pL de concentraciones conocidas de urea en el rango de 0.4 a
0.00625 mg/ml a las cuales también se les agregd la mezcla de acidos y el ISPF. Se midié la absorbancia
a 560 nm y se construyé una curva de calibracién absorbancia versus concentracién de urea, la cual
mostré linealidad en el rango de 0.05 a 0.2 mg/ml de urea. A partir de la curva se estimaron las
concentraciones de urea presentes en las muestras y se calcularon las unidades de actividad. Las
unidades de actividad enzimatica (U) se definieron como los umoles de producto formados por minuto.
La actividad se normalizé por la concentracion de proteina, la cual fue determinada por el método de

Bradford '%°.
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2.4.2 Anélisis de la presencia de Arg-1 por Inmunoblot

2.4.2.1 SDS-PAGE

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 10% se realizé bajo condiciones

| M0 ytilizando el sistema Mini

reductoras (6 mg/ml DTT), segln la técnica descripta por Laemmli et a
Protean 3 (Bio Rad). A partir de la medida de la concentracién proteica como referencia, se sembraron
en geles de 1.5 cm de espesor 40 pg en proteina de los lisados celulares previamente diluidos y
calentados por 3 minutos en tampdn de siembra 2X (Tris-HCI 0.2M, urea 8M, SDS 0.2% (m/v), pH 8,
conteniendo azul de bromofenol). En paralelo se sembré un marcador de peso molecular pretefiido de
rango entre 27 y 180 kDa. Se utilizé Tris-HCI 1 M pH 6.8 como tampén del gel de concentracién y Tris-
HCI 0.75 M pH 8.8 como tampén del gel de separacion. La electroforesis se realizé a 80 V en el gel

concentrador y a 120 V en el gel separador, utilizando el tampdn Tris base 25 mM, Glicina 192 mM,

0.1% SDS (p/v) pH 8.3.

2.4.2.2 Transferencia a membranas de Inmunoblotting

Luego de finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore),
previamente activada con metanol, utilizando un equipo de transferencia himeda (Bio-Rad); se utilizé la
soluciéon tampén Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%(v/v) y la transferencia se realizé a 300

mA y 4°C por 2 horas.

2.4.2.3 Inmunoblotting

Para la deteccion de la Arg-1 en las muestras obtenidas en los experimentos in vitro e in vivo descriptos
en las secciones 2.5.1 y 2.6.1, en primer lugar se bloquedé la membrana por incubacién con PBS
conteniendo Tween 20 0.1% (v/v) durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente la misma fue
incubada toda la noche a 4°C con un anticuerpo policlonal de conejo anti-Arg-1 de ratén, purificado por
afinidad (Sigma, diluido 1:1000 en PBS-Tween 20 0.05% (v/v)), seguido de 3 lavados de 15 minutos cada
uno con PBS-Tween 20 0.05% (v/v) a temperatura ambiente. Como anticuerpo secundario se utilizaron
inmunoglobulinas de cabra purificadas por afinidad anti-inmunoglobulinas G de conejo conjugadas a
peroxidasa (Calbiochem, diluido 1:5000 en PBS-Tween 20 0.05% (v/v)), con el cual se incubd la

membrana durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego se realizaron 5 lavados de 5 minutos con
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PBS-Tween 20 0.05% (v/v) a temperatura ambiente y se llevé a cabo el revelado utilizando un sustrato
quimioluminiscente (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las imdagenes fueron
obtenidas utilizando el Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad). Como control de carga se
utilizdé la GAPDH, la cual fue detectada utilizando un anticuerpo monoclonal anti-GAPDH producido en

raton (Sigma, diluido 1:1000 en PBS-Tween 20 0.05% (v/v)).

2.4.3 Anaélisis de la expresion de marcadores fenotipicos por PCR en tiempo real

2.4.3.1 Extraccidén de ARN

El ARN total fue extraido utilizando TRIzol (Invitrogen), siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Durante todo el procedimiento, se utilizé6 material libre de nucleasas. Para los experimentos
in vitro, 1 x 10° células fueron homogeneizadas por pipeteo en 400 pl de TRIzol, mientras que en los
ensayos in vivo, el pellet de células obtenido del lavado de la cavidad peritoneal fue lisado en 1 ml de
este reactivo. Los homogeneizados se conservaron a -80°C hasta el momento de su procesamiento. Para
la extraccion de ARN, luego del descongelado, se le agregdé a cada muestra un quinto del volumen
inicial de cloroformo, se agitd y se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos. Luego se centrifugé a
12000 g por 15 minutos a 4°C y la fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo. Los acidos nucleicos
fueron precipitados mediante el agregado de un medio del volumen inicial de isopropanol. Luego de
una incubacién de 10 minutos a temperatura ambiente, las muestras se centrifugaron a 12000 g durante
10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue lavado con un volumen de etanol 75%.
Luego se centrifugd nuevamente a 7500 g durante 5 minutos a 4°C, se descarté el sobrenadante y se
dejé secar el pellet por 10 minutos. Finalmente, el mismo se resuspendié en agua libre de nucleasas y se
incubd durante 10 minutos a 55°C para contribuir a la solubilizacién del ARN. La concentracién y calidad

del ARN obtenido fue verificado utilizando el espectrofotémetro Nanodrop (Thermo).

2.4.3.2 Obtencién de ADN copia

La transcripcion reversa se llevé a cabo a partir de 1 pg de ARN. Previo a la retrotranscripcion, se realizé
un tratamiento con DNAsa | (Invitrogen) durante 15 minutos a temperatura ambiente para eliminar el

ADN gendmico contaminante. La enzima fue inactivada mediante la adicion de EDTA y una incubacioén a
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65°C por 10 minutos. Luego se procedié a la generaciéon del ADN copia utilizando hexameros como

cebadores y la transcriptasa reversa M-MLV (del inglés, Moloney Murine Leukemia Virus; Invitrogen). El

programa utilizado consistié en 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C y 15 minutos a 70°C.

2.4.3.3 RT-PCR cuantitativa en tiempo real

Para realizar el anélisis de expresion de los genes de interés en BMDM, la PCR en tiempo real se realizd
en un volumen de reaccién de 10 pl, conteniendo 5 pl de SYBR Green Quantitect (Qiagen), 0.9 pl de los
cebadores sentido y antisentido, 1.2 pl de agua ultrapura y 2 pl de ADN copia. Las reacciones se
llevaron a cabo en placas opticas de 96 pocillos (Applied Biosystems) usando el sistema ABI Prism
7900HT (Applied Biosystems). Los cebadores utilizados para los genes Arg1, Mrc1, Chi3I3 y Retnla
fueron disefiados utilizando el programa Primer Express (Applied Biosystems) y su secuencia se detalla

en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Lista de los cebadores disefiados para el estudio del fenotipo de los BMDM por PCR en tiempo real,
utilizando el método del SYBR green.

Nombre Antisentido
del gen

B('ﬁgg;a GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG
(‘:’g;) CGATTCACCTGAGCTTTGATGTC GTCCTGAAAGGAGCCCTGTCT
('gi'#; CGTGGAGAATAAGGTCAAGGAACT  CACTAGTGCAAGAGAGAGTCTTCGTT
(02%113) CATTGGAGGATGGAAGTTTGGA GAATATCTGACGGTTCTGAGGAGTAGA
MR GCATGGGTTTTACTGCTACTTGATT CAGGAATGCTTGTTCATATCTGTCTT

(Mrc1)
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En cuanto al andlisis de expresion realizado en BMDC, este estudio se llevé a cabo utilizando el sistema
TagMan, en un volumen de reaccién de 20 pl, conteniendo 10 pl de TagMan Fast Advanced Master Mix
(Applied Biosystems), 1 pl de la mezcla de cebadores incluyendo la sonda TagMan (Applied Biosystems),
7 pl de agua ultrapura y 2 pl de ADN copia. Las reacciones se llevaron a cabo en placas dpticas de 96
pocillos (Applied Biosystems) usando el sistema One Step Plus (Applied Biosystems). Los cebadores

utilizados fueron obtenidos comercialmente de Applied Biosystems.

Para la cuantificacién, se utilizd el método de 2724¢t " tomando el gen de la B-actina como gen
calibrador y el cambio en la expresiéon en los niveles de ARNm se reporté relativo a los niveles

observados en las muestras control.

2.4.4 Determinacién de la expresién de marcadores de superficie por citometria de
flujo

Se determind la presencia de varias moléculas en las BMDC tomando ventaja del uso de anticuerpos
especificos, los cuales se detallan en la tabla 2.2. Luego de la incubacién con los estimulos, se procedié
al despegado de las células por pipeteo. Todo el protocolo de marcado se realizé en hielo. Se pasaron
0.5 x 10° células de cada pozo a una placa de 96 pozos de fondo en V, las cuales se centrifugaron a 350
g durante 3 minutos y se incubaron durante 20 minutos en 25 pl de una solucién tampén de PBS
conteniendo 0,1% BSA, 2 mM EDTA y 10% suero normal de rata. Luego se adicionaron a cada pocillo
25 pl de la mezcla correspondiente de anticuerpos conjugados a fluorocromos y se incubé por 30
minutos. Se realizaron en paralelo marcados con los controles isotipicos de cada anticuerpo y marcados
simples con cada anticuerpo utilizado para poder realizar la compensacién. Luego se lavaron las células
con el tampén PBS-BSA-EDTA 2 veces y se resuspendieron en 100 pl de este tampdn para luego
analizarlas en el citometro de flujo (FACSCantoll, BD Biosciences). Se adquirieron como minimo 10.000
eventos de cada muestra. El andlisis posterior se realizé utilizando el software FlowJo v7.6 (TreeStar). Se
realizé un gate en las células CD11c" y se estudié la expresion de las distintas moléculas evaluadas
sobre esta poblacion. Los resultados se reportaron como la media geométrica de la intensidad de

fluorescencia.
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2.4.5 Cuantificacién de citoquinas por ELISA

La concentraciéon de citoquinas acumuladas en el sobrenadante de BMDC cultivadas en diferentes
condiciones se analizé utilizando reactivos comerciales BD OptEIA (BD Biosciences). Para realizar estos
ensayos se utilizaron placas de 96 pocillos con alta capacidad de unién (Maxisorp, Nunc). Para la
cuantificacién de las citoquinas IL-10, IL-12/23p40 e IFNy se utilizaron los kits comerciales BD OptEIA
(BD Biosciences) y se siguié el protocolo descripto por el fabricante. Para el revelado se utilizé un
sustrato de revelado comercial (BD OptEIA TMB substrate reagent set, BD Biosciences) y la reaccién se

detuvo con HSO4 TM. Luego se midié la absorbancia a 450 nm en un lector de placas.

2.4.6 Determinacion de nitrito por el método de Griess

Con el motivo de evaluar la produccién de éxido nitrico por las BMDC, se determinaron los niveles de
nitrito acumulados en los sobrenadantes de cultivo mediante el método de Griess, el cual se basa en la
reaccién de diazotizacién de Griess, que utiliza sulfanilamida y N-(1-Naftil) etilendiamina diclorhidrato
(NED) bajo condiciones acidas. Brevemente, esto consistié en agregar 50 pl de cada muestra en un pozo
de una placa de microtitulacién seguidos de 50 ul de sulfanilamida 1% en 5% de acido fosférico. Luego
la placa se incubd a temperatura ambiente por 5-10 minutos en oscuridad y se le agregé a cada pozo 50
pl de NED 1%. Luego de 5-10 minutos de incubaciéon en oscuridad se procedié a determinar la
absorbancia a 560 nm utilizando un lector de placas. En paralelo a la lectura de las muestras problema,
se realizé una curva estandar a partir de diluciones de una solucién de nitrito de sodio de concentracién

conocida en el rango de 0 a 100 uM.

Tabla 2.2. Lista de los anticuerpos utilizados para la caracterizacion celular de las BMDC por citometria de flujo.

Molécula que reconoce Fluorocromo o
. . Nombre de la clona Compaiiia
el anticuerpo conjugado
cb4 BD

APC-Cy7 GK1.5 1gG,p, k Rata

CD11c PE-Cy7 N418 1gG Hamster eBioscience

= ]

=]

FITC 3/23 18G5, K Rata BD

PE 16-10A1 1gG Hamster eBioscience
PE GL1 18G5, K Rata BD

PE 4B12 1gG,,, K Rata Biolegend
m PerCP/APC M5/114.15.2 18G5y, K Rata Biolegend
_ PE — 18G,,, A Rata eBioscience
_ FITC 122 18G,,, K Rata eBioscience
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2.4.7 Métodos para la determinacion de la viabilidad celular

Se utilizaron distintos métodos para evaluar la viabilidad celular dependiendo del ensayo. Para el caso
de las BMDC condicionadas con NO2CLA o RGZ, se procedié a contar las células cosechadas en camara
de Neubauer utilizando el colorante vital Azul de Tripan para constatar que los tratamientos no causaran
un descenso en el nimero de células viables. Por otro lado, en los ensayos de BMDC descriptos en
2.5.2 también se analizé el porcentaje de células viables por citometria de flujo utilizando el reactivo
comercial LIVE/DEAD (Invitrogen), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Con el
motivo de analizar el porcentaje de células apoptéticas en los cultivos de BMDC, también se realizé una
tincién con ioduro de propidio (Sigma) y Anexina V conjugada a FITC (eBioscience). Bésicamente, se
utilizaron 0.3 x 10° células por condicién, las cuales fueron lavadas 2 veces con PBS frio y luego
resuspendidas en 100 pl del tampén de binding (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaClI2 2.5 mM, pH 7.4).
Luego se les agregd 5 pl de Anexina V conjugada a FITC (eBioscience) y se las incubé por 15 minutos a
temperatura ambiente, protegidas de la luz. Finalizado el paso de incubacioén, las células fueron lavadas
2 veces con el tampén de binding, y resuspendidas también en 200 pl del mismo. El analisis por el
citémetro se realizé inmediatamente después, y previo al mismo, se le adicioné a cada muestra 5 pl de
una solucién 10 pg/ml de loduro de Propidio (Pl, Sigma) para determinar el porcentaje de muerte en
cada condicién. A modo de control positivo, se incubaron BMDC durante 10 minutos a 60 °C para
inducir su muerte y poder asi verificar que la tincion funcionara correctamente. Las células apoptéticas se

definieron como Anexina V¥, PI-.

2.5 Ensayos in vitro

2.5.1 Estudios para evaluar el efecto de los NO,-FA sobre la activacion alternativa de
macréfagos

Con el fin de llevar a cabo estos estudios, se dispusieron los BMDM en placas de 24 pozos en un
volumen final de 1 ml (0.5 x 10 células/pozo) y se agregd el OANO; en un rango de concentraciones de
0.1 a 2 pM, en ausencia o presencia de IL-4 (BD Biosciences, concentracién final 0.5 ng/ml). En paralelo
se incubaron el vehiculo del OANO; (DMSQ) y el 4cido oleico (OA, 2 uM ) como controles negativos y la
RGZ (0.1 a 2 pM) para visualizar el efecto de un ligando de PPARy conocido. Para los estudios de

expresion por PCR en tiempo real, los tiempos de incubacion fueron de 2 (Arg1) y 4 horas (Chi3I3, Mrc1,
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Retnla), luego de los cuales se retiré el sobrenadante y se recolectaron las células para la extracciéon de
ARN total. En el caso de la medida de actividad y el anélisis por immunoblot, el tiempo de incubacién
fue de 24 horas. Luego de transcurrido este tiempo, las células fueron lisadas con Tritén X-100 0.1% (v/v)

conteniendo un céctel de inhibidores obtenido comercialmente (Sigma)

2.5.2 Estudios para evaluar el efecto de los NO»-FA sobre el fenotipo de DC

Para llevar a cabo estos estudios, se utilizaron dos disefios experimentales diferentes. En primer lugar, se
analizé la capacidad de los NO,-FA de inhibir la activaciéon de las DC cuando estos son adicionados al
mismo tiempo que un estimulo pro-inflamatorio. En segundo lugar, las BMDC fueron condicionadas
durante su diferenciaciéon con los NOz-FA y posteriormente fueron sometidas a un estimulo pro-
inflamatorio en ausencia de los mismos. A continuacién se explican en mayor detalle ambas estrategias

utilizadas.

2.5.2.1 Estudios del efecto de la administracion de NO2-FA en forma concomitante a la
induccién de la maduracién de las BMDC

Este analisis consistié en disponer las BMDC ya diferenciadas (dia 10 del cultivo) en placas de 48 pozos,
a una densidad de 1x10¢ células por pozo, y agregar NO,CLA en un rango de concentraciones de 1 a 10
pM junto con lipopolisacarido bacteriano, un agonista de TLR4 (LPS E.coli, cepa 0127:B8, Sigma,
concentracién final 100 ng/ml) en un volumen total de 0.5 ml. El tiempo de estimulacién fue de 18
horas; pasado el mismo se retir6é parte del sobrenadante para analizar la produccién de citoquinas (IL-10
e IL-12/23p40) por ELISA y se cosecharon las células para estudiar su expresién de la molécula

coestimuladora CD86 y su viabilidad por citometria de flujo.

2.5.2.2 Estudios del efecto de la administracién de NO,-FA durante la diferenciacién de las
BMDC

Con el objetivo de estudiar su efecto sobre la diferenciacion y activacién de las DC, el NO,CLA, el CLA,

o el DMSO fueron agregados a una concentracién de 5 uM desde el primer dia del cultivo y se

recambiaron junto con el medio de cultivo. Para descartar efectos del vehiculo, también se trataron

células con un volumen equivalente DMSO durante su diferenciaciéon. Las BMDC previamente

condicionadas segln se describié previamente fueron dispuestas en placas de 48 pozos (1 x 10°
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células/pozo) y estimuladas con los ligandos de TLR LPS (concentraciéon final 100 ng/ml), Poly (I:C)
(Invivogen, 10 pg/ml) y Pam3CSK4 (Invivogen, 1 pg/ml) en un volumen total de 0.5 ml. El tiempo de
estimulacién fue de 18 horas; pasado el mismo se retiré6 parte del sobrenadante para analizar
concentracién de citoquinas (IL-10 e IL-12/23p40) por ELISA y determinar la acumulacién de nitrito por
el método de Griess. Las células fueron cosechadas para realizar estudios de la expresién de CCR7,
CD11¢, CD40, CD80, CD86, MHC I, PD-L1, PD-L2 por citometria de flujo. También se verificé por
citometria el porcentaje de células necréticas y apoptdticas presentes utilizando las técnicas descriptas

en 2.4.7.

2.5.3 Estudio de la capacidad de las BMDC condicionadas con NO,-FA de inducir la
proliferacién de linfocitos T CD4* virgenes

2.5.3.1 Purificacion de linfocitos T CD4* a partir de ratones OTI!

Con el objetivo de realizar ensayos de co-cultivo de BMDC con linfocitos T, los Ultimos fueron
purificados a partir de bazo y ganglios (popliteos, inguinales, mesentéricos, lumbares, caudales)
utilizando un reactivo comercial de purificacién (Dynabeads® Untouched™ Mouse CD4 Cells Kit,
Invitrogen) que se basa en la utilizaciéon de perlas magnéticas covalentemente unidas a un anticuerpo
policlonal anti IgG de rata, junto con una mezcla de anticuerpos IgG monoclonales disefiada para
reconocer marcadores presentes en todas las células exceptuando los linfocitos T CD4*. Brevemente,
esto consistié en romper mecanicamente los ganglios y bazo por separado y hacer pasar la suspensién
celular resultante a través de una malla de serigrafia. Luego las células se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 minutos y en el caso del bazo, se lisaron los glébulos rojos presentes utilizando un tampoén de
lisis comercial (Sigma). Los leucocitos obtenidos fueron incubados con la mezcla de anticuerpos
proporcionada en el reactivo de purificacién siguiendo las indicaciones del fabricante. Luego se le
agregaron las perlas magnéticas y se procedié a realizar la purificacion utilizando un iman (Invitrogen).
Cabe destacar que esta forma de purificacién asegura que las Unicas células que no permanecen unidas
al iman son los linfocitos T CD4*. Luego de la purificacion y previo al co-cultivo, estos fueron marcados

con la sonda fluorescente CFDA-SE (5uM, Invitrogen) para luego poder monitorear su proliferacion.
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2.5.3.2 Co-cultivo de BMDC con linfocitos OTII

Para realizar estos ensayos, se incubaron BMDC preparadas segun lo descripto en 2.5.2.2 (40 x 10°
células/pozo) con OVA péptido (OVA 323-339, GenScript, 0.1 ug/ml) en placas de 96 pocillos con fondo
en U durante 30 minutos y luego se le adicionaron al cultivo linfocitos T CD4* provenientes de ratones
OTII (200 x 10° células/pozo), con los cuales se co-cultivaron durante 3 dias. Pasados los 3 dias de
cultivo, se retird parte del sobrenadante para determinar la produccién de IFNy por ELISA. Por otro
lado, las células se analizaron por citometria de flujo para medir su proliferacién siguiendo la pérdida de
fluorescencia proveniente del CFSE, habiendo sido las mismas marcadas previamente con los
anticuerpos anti-CD11c y anti-CD4 conjugados a fluorocromos para poder definir las poblaciones
presentes. La viabilidad celular fue verificada mediante el agregado de la sonda fluorescente TO-PRO®
3 (Invitrogen) previo al analisis por citometria, siguiendo las instrucciones propocionadas por el

fabricante.

2.5.4 Estudio de la contribucién de los receptores Nrf2 y PPARY al fenotipo
observado.

Esta seccién del trabajo se realizé en el marco de una pasantia en el Departamento de Farmacologia y
Quimica Bioldgica de la Universidad de Pittsburgh, Estados Unidos, en colaboracién con el Dr. Bruce

Freeman y el Dr. Francisco Schopfer.

2.5.4.1 Nrf2

Con el objetivo de estudiar la participacion del factor Nrf2 en el fenotipo observado tras el
condicionamiento con NO2CLA, se prepararon BMDC siguiendo el protocolo descripto en 2.3.3 a partir
de ratones deficientes en este factor (Nrf2”) generosamente donados por el Dr Thomas Kensler
(Departamento de Farmacologia y Quimica Bioldgica de la Universidad de Pittsburgh, Estados Unidos).
Las BMDC condicionadas se obtuvieron y procesaron de la manera detallada en el punto 2.5.2.2. Luego
de 18 horas de estimulacién, se determiné la expresién de los marcadores CD11¢c, CD40, CD80, CD86,

MHC II, PD-L2 por citometria de flujo y la produccién de IL-10 e IL-12/23p40 por ELISA.
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2.5.4.2 PPARY

Con el fin de estudiar la contribucién del receptor PPARy al fenotipo inducido por NO,CLA, en primer
lugar se trabajé con el agonista de PPARy, RGZ. Esto consistié en diferenciar BMDC en presencia de
5puM de RGZ de acuerdo al protocolo descripto en 2.5.2.2 para el NO2CLA. En paralelo, se diferenciaron
BMDC en presencia de volimenes equivalentes de DMSO para descartar posibles efectos del vehiculo.
Las BMDC condicionadas se procesaron de la manera detallada en el punto 2.5.2.2. Luego de 18 horas
de estimulacién, se determiné la expresién de CD11c, CD40, CD80, CD86, MHC II, PD-L1, PD-L2 por

citometria de flujo y la producciéon de IL-10 e IL-12/23p40 en el sobrenadante por ELISA.

Por otro lado, se llevaron a cabo experimentos con el inhibidor irreversible de PPARy GW9662 (5pM,
Cayman Chemical), condicionando las BMDC con NO2CLA en presencia o ausencia del inhibidor seguin
lo descripto previamente. Luego de 18 horas de estimulacién, se determiné la expresién de CD11c,
CD40, CD80, CD86, MHC I, PD-L2 por citometria de flujo y la producciéon de IL-10 e IL-12/23p40 en el

sobrenadante por ELISA.

2.6 Ensayos in vivo

2.6.1 Estudios para evaluar el efecto de los NO,-FA sobre la activacién alternativa de
macréfagos

Se utilizaron ratones hembra de 10-12 semanas de la cepa BALB/c, a los cuales se les administré via
intraperitoneal 20 ng de IL-4 junto con 0.035 pmoles de OANO;, OA o RGZ en 100 pl de alimina (13
mg/ml, Pierce). Pasadas las 8 horas de administracion, se sacrificaron los ratones por exceso de
anestesia inhalatoria y se recuperaron las células presentes en la cavidad peritoneal realizando 2 lavados
de 3 ml de PBS 0.1% BSA, 2mM EDTA. Con el fin de verificar que el porcentaje de macréfagos en los
lavados peritoneales de los animales inyectados con las diferentes preparaciones fueran similares se
tomaron 0.5 x 10¢ células de cada muestra para analizar por citometria de flujo, utilizando F4/80 como
marcador (anti-F4/80-PE, Cederlane). Luego, la suspensién celular fue centrifugada a 350 g y 4°C por 5

minutos y el pellet fue lisado con 1 ml de TRIzol para su posterior procesamiento.
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2.7 Andlisis de datos

Para el andlisis de datos se utilizé el programa GraphPad Prism 6.0. Para determinar la significancia
estadistica de los resultados, se realizd el test estadistico de ANOVA con el post test de Tukey. Se
consideraron como estadisticamente significativas aquellas comparaciones cuyo valor p fue menor a
0.05. En todos los experimentos las muestras se analizaron por triplicado y cada experimento se realizé

al menos 3 veces en forma independiente.
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3 Resultados

2.1. Estudio de la capacidad de los NOz-FA de modular la
activacion alternativa de macréfagos

Hasta el momento de iniciar este trabajo de tesis, la capacidad de los NO;-FA de modular la
diferenciacion de macréfagos habia sido estudiada a nivel de los efectos globales sobre la sintesis de
algunas citoquinas y enzimas caracteristicas de los fenotipos inflamatorios (inducidos por TLR en
ausencia o presencia e IFNy) y su asociacion con algunas vias de sefializacién >%. Sin embargo, no se
conocia su potencial para sesgar la diferenciacion de macréfagos al fenotipo alternativo, el cual es sin
duda un fuerte componente regulador de las respuestas Th2. Durante mi trabajo de tesina de
Licenciatura en Bioquimica'® observamos que el OANO; fue capaz de potenciar la respuesta de Arg-1
en BMDM estimulados con IL-4 por un mecanismo que involucra la activacién del receptor PPARy. Este
antecedente condujo a profundizar en el estudio de los NO2-FA como posibles potenciadores del
fenotipo alternativo de macréfagos inducido por IL-4. Dado que ya contdbamos con evidencias de la
modulacién por OANO; de la sintesis de la Arg-1 en BMDM, gracias a estudios de actividad enzimatica
y Western Blot (Figura 3.1a y b, respectivamente), se realizaron estudios similares sobre la expresion del
gen de Arg-1 para complementar la informacion obtenida. Este analisis mostré que el OANO, pero no
el OA fue capaz de potenciar la expresion de ARNm de Arg-1 en presencia de IL-4 (ver Figura 3.1c). Este
resultado apoya los datos obtenidos hasta el momento, indicando que esta actividad potenciadora es
mediada solamente por el producto de la nitracién del acido graso, OANO;, y que su efecto ocurre a
nivel transcripcional. Con el fin de profundizar en el fenotipo que los NO2-FA podrian inducir en
macréfagos en el marco de una respuesta inflamatoria de tipo 2, se estudié el perfil de expresién de
otros genes caracteristicos de la activaciéon alternativa, como son el receptor de manosa (MR) y las

proteinas RELMa y Ym1, en BMDM estimulados con IL-4. En contraste a los resultados obtenidos para el
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gen Arg1, no se observé ningln efecto del OANO; sobre la expresién de estos genes en presencia de
IL-4 en las condiciones experimentales utilizadas, detalladas en 2.5.1 (datos no mostrados). Sin
embargo, es necesario precisar que la induccién por IL-4 de estos marcadores fue muy pobre en las
condiciones ensayadas, presentando niveles de expresiéon muy cercanos al umbral de deteccién o
incluso indetectables en algunos casos, por lo cual no es posible concluir si el OANO; es capaz de

potenciar la expresiéon de estos genes utilizando este disefio experimental.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos, se procedié a estudiar si lo observado en estos
experimentos, en especial la potenciaciéon de la expresiéon de Arg-1 mediada por OANO; en presencia
de IL-4, se reproducia en condiciones in vivo. Para esto, se administré el OANO: via intraperitoneal junto
con IL-4, utilizando alumina como adyuvante. La razén por la cual se decidié agregar alimina a la
preparaciéon es que estudios previos han demostrado que la administracion de IL-4 en forma de
complejo previene su rédpida degradacién''?. En este trabajo formaron complejos de IL-4 con
anticuerpos anti-IL-4, pero dado que no disponiamos de este reactivo planteamos como alternativa la
utilizaciéon de alimina, dado que se conoce que este gel actia como un adyuvante adsorbiendo
proteinas y protegiéndolas de la degradacién. Ademas, la alimina es un adyuvante que ha sido

asociado con respuesta de tipo Th2 (revisado por ')

, por lo cual se consideré que la inflamacién que
podria inducir contribuiria a la generacién y presencia de IL-4 en el sitio de inoculacién. A las 8 horas de
inoculacion se midié en las células reclutadas al sitio de inyeccién la expresion de genes de activacion
alternativa, con principal interés en la Arg-1. En paralelo se realizé el mismo estudio con el agonista de
PPARy RGZ para determinar si se observaban efectos similares, dada nuestra comprobacién de que este
agonista reproducia in vitro los efectos del OANQO.. Para estar seguros que las eventuales diferencias
encontradas se deben a cambios en el nivel de expresion génica, se verific6 que el porcentaje de
macréfagos en los lavados peritoneales de los animales inyectados con las diferentes preparaciones
fueran similares (ver figura 3.2f). Como se puede observar en la figura 3.2, los resultados obtenidos en
este modelo reproducen lo descripto anteriormente para los ensayos in vitro; se observa una
significativa potenciacion de la respuesta de Arg-1 inducida por la IL-4 tanto con el OANO, como con la
RGZ; los efectos se registraron tanto a nivel del ARNm (figura 3.2a) como de la proteina sintetizada
(figura 3.2b). Interesantemente, en este caso se observé un efecto similar sobre la expresién de los
genes asociados al fenotipo alternativo correspondientes a MR (figura 3.2¢c) y Ym1 (figura 3.2d) pero no
asi del correspondiente a RELMa (figura 3.2e). Este marcador se comporté de manera diferencial con

respecto a los otros analizados, ya que no se observé un aumento en su expresion tras el tratamiento
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con IL-4, sino un descenso. Estos resultados sugieren que el OANO:; seria capaz de potenciar la
inducciéon mediada por IL-4, no solo de Arg-1, sino también de MRy Ym1 en macréfagos, durante un

proceso inflamatorio de tipo 2 in vivo.
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Figura 3.1. EI OANO;es capaz de potenciar la induccion de Arg-1 mediada por IL-4 en macréfagos murinos. Se estimularon BMDM (0.5
x 10° células) con IL-4 (0.5 ng/ml) en presencia o ausencia de OANO,, OA o el vehiculo (representado como -) como controles. A las
24hs de cultivo se determiné en los lisados celulares: (a) la actividad arginasa (normalizada por la concentracion de proteina), que se
expresa como la media = desvio estandar de 3 experimentos independientes, y (b) la presencia de Arg-1 por Western Blot. (la Arg-1
corresponde a la doble banda). Ademas en experimentos en iguales condiciones se analizo6 tras 2 horas de estimulacion los niveles de
ARNm de Arg-1 por RT-PCR cuantitativa. El nivel de expresién se normalizé contra le gen de actina de expresion constitutiva. Los
resultados se muestran en (c) y corresponden al incremento en los niveles de ARNm de Arg-1 relativo a las células tratadas con el
vehiculo (-). Las resultados se encuentran expresados como la media += el desvio estandar y corresponden a 3 experimentos
independientes. Los astericos indican diferencias seginificativas respecto a la estimulacién con IL-4 mas el vehiculo (-) (*: p < 0.05, **: p
< 0.01, ***: p< 0.001, segun el test de ANOVA, post-test de Tukey).
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Figura 3.2. El OANO; es capaz de potenciar in vivo la induccion
mediada por IL-4 de Arg-1, Mrc y Chi3l3, genes asociados al
Chi3I3 fenotipo alternativo de los macréfagos. Se inyectaron ratones Balb/c
(n=20) por via i.p. con IL-4 (20 ng) y alimina (13 mg/ml), en
. - presencia o ausencia de OANO,, RGZ (un agonista total de PPARYy),
M -4 el vehiculo (-) o unicamente PBS como control. Después de 8 hs de
estimulacion se colectaron las células de la cavidad peritoneal y se
determiné por PCR a tiempo real el nivel de transcripcién de varios
genes asociados al fenotipo alternativo de los macréfagos
(normalizado por el nivel correspondiente a la $-actina). De (a) a (d)
se muestra el aumento relativo al control en los niveles de
- expresion de Arg1, Mrc1, Chi3I3 y Retnla en las células peritoneales,
respectivamente. Los resultados se expresan como la media + el
g__,_'__-_-_- desvio estandar de cada lote de ratones y los astericos indican las
diferencias significativas respecto del tratamiento con IL-4 y el
PBS - OANO, RGZ vehiculo (*: p £ 0.05, **: p £ 0.01, **: p £ 0.001, test de ANOVA-
Tukey). (e) Analisis por Western Blot de la presencia de Arg-1 en las
células peritoneales. (f) Analisis por citometria de flujo de las células
peritoneales F4/80*, donde se observa que los niveles de esta
poblacién no variaron significativamente luego de 8hs del tratamiento
con las diferentes preparaciones.
Retnla
L4
-
PBS - OANO, RGZ
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3.2 Estudio de la capacidad de los NO2-FA de modular la
activacion de las BMDC

3.2.1 Comparacion de la administracién del NO,-FA durante la diferenciacién versus
durante la activacion por estimulos pro-inflamatorios en BMDC

Como se mencioné anteriormente, las DC constituyen el nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa,
jugando un rol crucial en el disparo y las propiedades de esta Ultima, ya que las sefiales de peligro que
reconocen en los tejidos son indispensables para instruir a la DC sobre el tipo de infeccién que se esta
desarrollando y de esta manera contribuir a sesgar la activacién y diferenciacion de los linfocitos T hacia
una respuesta adaptativa adecuada. Debido a su importancia en este proceso, y considerando los
antecedentes detallados en la introducciéon de esta tesis acerca de las multiples interacciones entre los
NO.-FA y vias de sefializaciéon involucradas en la activacién de las DC, se procedié a estudiar el efecto
de estos mediadores lipidicos sobre algunas propiedades de las DC centrandonos sobre todo en

aquellas relacionadas con su capacidad inmunoestimuladora.

Teniendo en cuenta reportes previos que indicaban que el NO2-FA con mayor relevancia bioldgica seria
el NO,CLA®'# se selecciono este NO,-FA para realizar este estudio. Uno de los aspectos a considerar
fue en qué etapa de la diferenciacién de las DC introducir el NO2-FA, ya que al menos podrian estar
presente en dos situaciones: antes de la diferenciacién de la célula inmadura que reside en tejidos, o
durante el proceso de maduracién inducido por estimulos pro-inflamatorios. Los antecedentes
expuestos en la introduccion nos llevaron a plantearnos estrategias experimentales que contemplaran
estas dos posibilidades ya que existen antecedentes que sugieren que la presencia de ligandos de
PPARy durante el proceso de diferenciacion de precursores mieloides a DC inmadura conduce a la
generacion de un fenotipo de caracter inmunorregulador en las DC, con una capacidad reducida de
inducir respuestas T efectoras o incluso con la capacidad de promover respuestas T reguladoras. Por
otro lado, en células mieloides como monocitos y macréfagos estan reportados efectos moduladores de
los NO2-FA cuando estos son administrados conjuntamente con estimulos pro-inflamatorios. Asi, nos
planteamos explorar en primer lugar ambas posibilidades buscando determinar si en alguna de estas
condiciones se observaban efectos, y de ser asi en cuél condicién el efecto era mas robusto. Para ello
utilizamos como modelo celular a las BMDC, es decir células dendriticas diferenciadas a partir de

precursores de médula dsea utilizando el factor de diferenciacion GM-CSF, las cuales, como ya se
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menciond, constituyen un modelo aceptado para estudiar la biologia de las DC inflamatorias *. Por otro
lado, para evaluar en forma preliminar el potencial del NO,CLA de afectar las propiedades de las
BMDC, en los dos formatos experimentales disefiados, monitoreamos la expresién del marcador CD86,
una de las principales moléculas coestimuladoras expresadas por DCs maduras y activadas (en relacién a

su capacidad inmunoestimuladora de linfocitos T).

En primer lugar, se evalué el potencial del NO,CLA de modular la activaciéon de las BMDC al ser
administrado en forma concomitante con el LPS, un estimulo que induce su maduracién y activacién .
También se incluyeron en este experimento incubaciones de las BMDC con el NO2-FA en ausencia de
LPS, de forma de visualizar si el NO,CLA por si mismo alteraba la expresién del marcador CD86, es decir
si este NO..FA modificaba los niveles de activacion basal de las BMDC. Utilizando este disefio
experimental, se observé que el tratamiento con un rango de concentraciones entre 1 a 10 pM de
NO.CLA en forma concomitante con LPS no alteré en forma significativa la expresiéon de la molécula
coestimuladora CD86 (figura 3.3b), si bien se observé una leve tendencia hacia niveles menores de
expresion en las células tratadas. Asimismo, la presencia del NO,CLA no condujo per se a cambios en la
expresion de CD86 (figura 3.3a), indicando que bajo este disefio experimental, el NO,CLA no es capaz

de inhibir la activacién basal de las BMDC.

En contraste, si observamos cambios significativos en la activacion de las BMDC al evaluar el efecto del
NO.CLA cuando el mismo es administrado durante el proceso de diferenciacién de precursores
mieloides a BMDC inmaduras. Béasicamente en estos ensayos, se diferenciaron los progenitores de
médula 6sea de raton en presencia de NO,CLA o CLA como control. Luego de cumplirse el tiempo
necesario para su diferenciacién (10 dias), se cosecharon las célulasy se estudié su fenotipo en ausencia
o en presencia de un estimulo pro-inflamatorio capaz de activarlas. La figura 3.4 muestra los resultados
obtenidos al utilizar un rango de concentraciones de NO,CLA de 0.2 a 25 pM vy distintos agonistas de
TLR como estimulos inflamatorios. En primer lugar se observé que el condicionamiento con NO,CLA
inhibié la expresion basal de CD86 (figura 3.4a): a la menor concentracion de NO,CLA utilizada (0.2 pM)
se observd un descenso significativo en los niveles de CD86 en las BMDC cultivadas en ausencia de
agonistas de TLR. Un efecto mas leve, pero también significativo, fue provocado por el
condicionamiento con CLA (25 pM). Ademas, se observé que las BMDC condicionadas con NO,CLA
respondieron a la estimulacion por varios agonistas de TLR en forma mas pobre que las BMDC control o

las BMDC condicionadas con CLA, ya que presentaron niveles significativamente menores de CD86 en
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su superficie. Esta inhibicién de la inducciéon de CD86 mostrd ser dependiente de la dosis de NO.CLA
utilizada durante la diferenciacién de las BMDC cuando se utilizé LPS, un ligando de TLR4 (figura 3.4b) o
Poly (I:C), un ligando de TLR3 (figura 3.4c), aunque la concentracién en la cual se alcanzé la méaxima
inhibiciéon fue distinta para ambos. Considerando que la magnitud de la respuesta de CD86 inducida por
estos agonistas fue similar, esta diferencia podria asociarse a un efecto diferencial del NO,CLA sobre las
vias de sefializacion disparadas por estos agonistas, que si bien comparten componentes no son
idénticas. Por otro lado, cuando la maduracién y activacion fue inducida con el agonista de TLR2
Pam3CSK4, la menor dosis utilizada (0.2 pM) fue suficiente para obtener el maximo de inhibicién (figura
3.4d), pero esto podria deberse a que los niveles de CD86 inducidos por este estimulo pro-inflamatorio

fueron significativamente menores que para los otros tratamientos utilizados.

Nuevamente se evidencié que el condicionamiento con el dcido graso nativo, CLA, también provocé un
efecto inhibitorio significativo respecto a las BMDC control sobre la expresion de CD86 inducida por. los
tres agonistas de TLRs utilizados. De todas maneras, este efecto inhibitorio del CLA fue
significativamente menor que el provocado por el NO,CLA, sugiriendo que la nitracién es necesaria para

inducir el efecto mencionado sobre las BMDC.

3.2.2 Caracterizacién del fenotipo inducido por el condicionamiento de BMDC con
NO,CLA

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos utilizando las dos aproximaciones experimentales
descriptas arriba, se eligié caracterizar los efectos inducidos por el NO,CLA sobre las BMDC durante su
diferenciaciéon a células inmaduras, a los efectos de determinar su fenotipo en término de expresién de
marcadores de activacion y capacidad de inmunoestimular en forma antigeno especifica linfocitos T
virgenes. Para esta caracterizacion fue importante seleccionar una dosis de NO,CLA 6ptima, en base a la
intensidad de los efectos moduladores. Para definir esta dosis se consideré fundamental verificar que la
concentraciéon del NO,CLA utilizada no afectara la viabilidad celular. La figura 3.5b muestra que el
tratamiento con NO,CLA bajo estas condiciones no causd ningun efecto sobre la viabilidad de las

BMDC, incluso cuando éste fue agregado a una concentracién 20 pM.
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Figura 3.3. Efecto del NO,CLA sobre la expresion de CD86 por BMDC: administracion de NO,-FA en forma conjunta con un ligando de
TLR. Se cultivaron BMDC (1x10° células/pozo) con NO,CLA, en ausencia (a) o presencia (b) de LPS (100 ng/ml). Luego de 18hs de
estimulaciéon se midié por citometria de flujo la expresién de la molécula coestimuladora CD86 en la poblacién de células CD11¢”’. Los

resultados se expresan como la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (geoMFI) + desvio estandar de triplicados obtenidos
en un experimento y son representativos de 2 experimentos independientes.
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Figura 3.4. Efecto del NO,CLA sobre la expresiéon de CD86 en BMDC: administracién del nitroalqueno durante la diferenciacion celular.
Se prepararon BMDC, tal como se detalla en Materiales y Métodos, en presencia de un rango de concentraciones de NO,CLA de 0.2 a
25 pM. Cumplidos los 10 dias del protocolo de diferenciacion las células se cosecharon y se cultivaron en ausencia (a) o presencia de los
siguientes agonistas de TLRs: LPS (b), Poly(l:C) (c) y Pam3CSK4 (d). A las 18hs de estimulacién se midié por citometria de flujo la
expresion de la molécula coestimuladora CD86 en la poblacion CD11¢". Los resultados se expresan como la media geométrica de la
intensidad de fluorescencia (geoMFl) + el desvio estandar de triplicados de un experimento. Los astericos indican diferencias

significativas respecto al tratamiento con CLA (*: p £ 0.05, **: p< 0.01, ***: p< 0.001, ****: p < 0.0001, segun el test de ANOVA y post-
test de Tukey); # indica diferencias significativas (p < 0.001) respecto a la condicion sin tratar (-).
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Dado que se ha reportado que la incubacién de DC con cuerpos apoptéticos es capaz de inducir un
fenotipo tolerogénico en estas células, consideramos relevante verificar que el condicionamiento con
NO.CLA no modificara el porcentaje de células apoptoéticas en el cultivo, para descartar que el efecto
observado fuera debido a esto. La figura 3.6 muestra que en condiciones basales el porcentaje de
células positivas para Anexina V no varié tras el tratamiento con NO,CLA, indicando que el
condicionamiento con este NO2-FA no desencadené la apoptosis. Ademas, luego de la estimulacién
con LPS se observé un aumento marginal en el porcentaje de células apoptéticas en las BMDC
condicionadas condicionadas con NO2CLA en relacién a las BMDC control, lo cual sugiere que la

induccién del fenotipo observado en las BMDC por NO,CLA no involucra un aumento en la apoptosis.

Asi, de acuerdo con estos resultados se decidié continuar trabajando con 5 uM ya que a esta dosis se
observé una fuerte inhibiciéon de la induccion de CD86 mediada por LPS sin tener efectos sobre la
viabilidad celular. A partir de ahora me referiré a las BMDC obtenidas de esta manera como BMDC

condicionadas por NOCLA

En primer lugar nos interesé profundizar en la caracterizaciéon del fenotipo adquirido por las BMDC
condicionadas por NO;CLA en cuanto a su expresién de moléculas asociadas a su capacidad de
inmunoestimular linfocitos T, para lo cual analizamos mediante citometria de flujo la expresion de
maduracién/activacién celular. Como se puede observar en la figura 3.7, los resultados obtenidos
mostraron que las BMDC condicionadas por NO;CLA presentaban niveles basales significativamente
inferiores de MHC Il y de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 que las células diferenciadas en
presencia de CLA. En este andlisis observamos que el CLA tiene efectos mas dispares sobre estos
marcadores, con tendencias a aumentarlos (CD80 y MHC Il) o disminuirlos de manera significativa
(CD86). Por otro lado, este estudio también evidencié que las BMDC condicionadas por NO.CLA
demostraron ser mas resistentes a la activacion, ya que los aumentos inducidos por LPS en la expresion
de los marcadores previamente mencionados, asi como sobre CD40 (otra molécula coestimuladora
relevante para la activacion de los linfocitos T), fueron significativamente menores que los determinados
para las BMDC controles condicionados por CLA (ver figura 3.8). Por otro lado, también se observé un
aumento en la expresién del receptor de quimioquinas CCR7 luego del tratamiento con LPS (figura 3.8),
aunque el mismo fue menor en estas células que en aquellas diferenciadas en presencia del acido graso

nativo.

58



Modulacién de la Diferenciacion de Macréfagos y Células Dendriticas por Nitroalquenos

Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas - Lic. Lucia Minarrieta

b

1001 1004 —

Q

I LPS

504

% de células viables
% de células viables

- CLA 1 2.5 5 10 - 10 20

NO,CLA(1M) NO,CLA(uM)

Figura 3.5. Efecto del NO,CLA sobre la viabilidad de BMDC. Se incubaron BMDC con NO,CLA en forma concomitante a la estimulacion
con LPS (a) o durante su protocolo de diferenciacion (b) y luego se determiné su viabilidad por citometria de flujo utilizando el reactivo
comercial LIVE/DEAD, en ausencia y presencia de LPS (100 ng/ml, 18 horas de estimulacion). Se utilizaron células tratadas con el acido
graso no nitrado (CLA, 10 uM) como control. Los resultados se encuentran expresados como la media + desvio estandar de triplicados de
un experimento y son representativos de 2 experimentos independientes.
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Figura 3.6. El condicionamiento con NO,CLA no induce un aumento en la apoptosis de las BMDC. Se obtuvieron BMDC tal como se
describe en Materiales y Métodos, en ausencia (-) o en presencia de DMSO, CLA o NO,CLA (ambos &cidos grasos a 5 pM). Las BMDC
control y condicionadas se cosecharon a los 10 dias de diferenciacion y se evalud la presencia de células apoptéticas mediante la tincion
con Anexina V-FITC y ioduro de propidio (Pl) y analisis por citometria de flujo, tanto en condiciones basales (M) como luego de 18 horas
de estimulacién con LPS (100 ng/ml).
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En el caso del receptor inhibitorio PD-L2, también se constaté un descenso significativo en su expresién
en las células condicionadas con NO,CLA en comparaciéon a las BMDC condicionadas con CLA (figura
3.8). Sin embargo, esto no fue asi para el receptor inhibitorio PD-L1, que es inducido tras la estimulacién
con LPS y para el cual no se observaron diferencias entre las células condicionadas con NO,CLA y

aquellas que fueron tratadas con CLA (figura 3.8).

También se estudié el efecto del condicionamiento con NO,CLA sobre la produccién de citoquinas en
condiciones de reposo como luego de la estimulacién de las BMDC con LPS. En particular se analizé el
efecto sobre la secrecién de la subunidad p40 de IL-12, la IL-10 y el TNFa. Los resultados de estos
estudios se muestran en la figura 3.9. Para el caso de IL-12/23p40, se constaté un descenso significativo
en su secrecién por las BMDC condicionadas con NO,CLA en condiciones de reposo (figura 3.9a), pero
no en la produccion asociada a la activacion inducida por LPS; bajo estas condiciones no se observaron
diferencias significativas en los niveles de I1L-12/23p40 secretados por BMDC condicionadas con NOz-FA
respecto a los correspondientes a BMDC diferenciadas en presencia de CLA (figura 3.9b). En el caso de
la IL-10, esta citoquina anti-inflamatoria no fue detectable en BMDC inmaduras en condiciones de
reposo independientemente del tratamiento realizado durante su diferenciacién. En contraste con lo
observado para la IL-12/23p40, el condicionamiento con NO;CLA, pero no con CLA, provocéd una
inhibicién casi total de la producciéon de IL-10 inducida por LPS (figura 3.9d). Este efecto también se
pudo constatar a nivel de ARNm, ya que el anélisis por PCR en tiempo real mostré que las BMDC
condicionadas con NO;CLA presentaban una expresién del gen correspondiente a IL-10 (//10)

considerablemente menor que las BMDC tratadas con CLA tras la estimulacién con LPS (ver figura 3.9c).
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Figura 3.7. Efecto del NO,CLA sobre la diferenciacion inducida por GM-CSF de precursores mieloides a BMDC. Se diferenciaron BMDC
a partir de precursores mieloides utilizando GM-CSF, tal como se detalla en Materiales y Métodos, en ausencia (indicado con -) o
presencia de 5 yM de NO,CLA o CLA (control). Alos 10 dias de cultivo se cosecharon las células, se cultivaron con medio por 18hs y se
determind por citometria de flujo la expresién en superficie de los marcadores de activacién CD80 (a), CD86 (b) y MHC Il (c). Los
resultados se encuentran expresados como la media geométrica de triplicados de la intensidad de fluorescencia (geoMFI) + el desvio

estandar de la poblacion CD11¢”, y son representativos de al menos 3 experimentos independientes. Los astericos indican *: p < 0.05, **:

p < 0.01, ™ p < 0.001, ***: p < 0.0001 vs el tratamiento con CLA, segun el test de ANOVA, post test Tukey. # indica diferencias

significativas (p < 0.001) respecto a la condicion sin tratar (-).
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Figura 3.8. Efecto del NO,CLA sobre la maduracién de las BMDC inducida por LPS: andlisis de la expresion de moléculas de superficie
celular. Se indujo la maduracién con LPS (100 ng/ml) de BMDC diferenciadas en ausencia (-) o en presencia de NO,CLA o CLA (ambos a
5 uM). A las 18hs post-induccién se determiné por citometria de flujo la expresidén en la poblacion CD11c” de varios marcadores de
activacion. Los histogramas superpuestos ilustran el resultado obtenido para las BMDC tratadas en cada una de las condiciones y son
representativos de triplicados de un experimento. Los graficos de barras muestran la media geométrica de la intensidad de fluorescencia
(geoMFI) = el desvio estandar para cada condicion y son representativos de al menos 3 experimentos independientes. Los astericos
indican diferemcias significativas en comparacién con el tratamiento con CLA, (test de ANOVA , post-test Tukey), *: p < 0.05, **: p < 0.01,
***: p< 0.001, ***:p < 0.0001.). # y * indican diferencias significativas (#p < 0.0001 y * p < 0.05) respecto a la condicion sin tratar (-).
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Por otro lado, el anélisis de la expresién del gen correspondiente a TNFa (Tnf), otra citoquina pro-
inflamatoria, mostré resultados que acompafian a los obtenidos para la subunidad p40 de la IL-12. El
condicionamiento con NO,CLA provocé un marcado descenso en los niveles basales de ARNm de Tnf
(figura 3.9¢), pero no fue capaz de inhibir la induccién de la expresiéon de este gen tras la estimulacién

con LPS (ver figura 3.91).

Ademas, el estudio del fenotipo de las BMDC condicionadas con NO2CLA también incluyé el analisis del
efecto sobre la respuesta mediada por la NOS2 inducida por LPS, otro marcador de activacion
ampliamente caracterizado. Para ello, se determiné la expresion de la enzima NOS2 por PCR en tiempo
real, y los niveles de nitrito acumulados en el sobrenadante de cultivo tras la estimulacién con LPS. Cabe
mencionar que el nitrito refleja la produccién de ‘NO por estas células y por lo tanto también brinda
informacién sobre la expresion de la NOS2. El condicionamiento con NO,CLA bloqueé de manera
significativa la capacidad de las BMDC de inducir la expresién de esta enzima tras la estimulacién con
LPS (figura 3.10a), lo cual se vio acompafnado de un marcado descenso en los niveles de nitrito

detectados en los sobrenadantes de cultivo provenientes de estas células (figura 3.10b).

Finalmente, se realizé un analisis exploratorio de la expresiéon de algunos genes reporteros de distintas
vias de sefalizacién que han sido previamente asociadas a los efectos de los NO2-FA. Como se puede
constatar en la figura 3.11a, luego de 10 dias de diferenciacién en presencia de NO,CLA, las BMDC
presentaban un marcado aumento en la expresion del gen Hspala, que codifica para Hsp70, proteina
asociada a la respuesta de shock térmico, la cual, como se mencioné en la introduccién, es disparada
por NO2-FA. Este NO2-FA también indujo la expresién, aunque de manera mas moderada, de los genes
que codifican para la Fabp4 (del inglés, fatty acid binding protein 4, figura 3.11b) y la HO-1 (figura
3.11¢), cuya expresion se encuentra asociada a la activacién de las vias reguladas por PPARy y Nrf2,

respectivamente.

62



Modulacién de la Diferenciacion de Macréfagos y Células Dendriticas por Nitroalquenos
Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas — Lic. Lucia Minarrieta

a b

n.s.

4000+ 1000000:
-
100000 LPS
3000+ |
10000
2000 S 1000
. 100
10004
10
0- 1

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

IL-12p40 (pg/ml)
IL-12p40 (pg/ml)

1o
4000
g . -
< I LPS ~ 3000
8 5
T
3 £ 20004
2 o
g i
[ = 10004
]
° N.D. —
2 0-
Z
- DMSO CLA NO,CLA
CLA NO,CLA
+LPS
Tnf Tnf
§ 1.5 g 250 . -
(4 (4
< < 200 Il LPS
)]
g o 3 .
g
3 g
© 054 o 8
("] (7]
2 . 9 4
(]
2 2 2
Z oo =z 0
CLA  NOCLA - - CLA NOCLA

Figura 3.9. Efecto del NO,CLA sobre la maduracién de las BMDC inducida por LPS: andlisis de la produccién de citoquinas. Se
prepararon BMDC tal como se detalla en Materiales y Métodos en ausencia (-) o en presencia de NO,CLA, CLA (ambos a 5 yM) o DMSO
(vehiculo). Las BMDC control y condicionadas se cosecharon a los 10 dias de diferenciacion y se evalué por ELISA su capacidad de
secretar IL-12/23p40, en condiciones basales (a) y tras ser estimuladas con LPS (100 ng/ml) (b). También se determiné la expresién del
gen correspondiente a IL-10 (//170) por PCR en tiempo real (c) y la produccién de IL-10 luego del tratamiento con LPS (18 horas) por
ELISA (d). Los niveles de expresién de la citoquina pro-inflamatoria TNFa (7nf) en condiciones de reposo (e) y tras 4 horas de incubacion
con LPS (100 ng/ml) (f) fueron determinados por PCR en tiempo real. Los resultados se expresan como la media de triplicados con su
correspondiente desvio estandar y son representativos de al menos 3 experimentos independientes. Los astericos indican diferencia
significativa con el tratamiento con CLA, segun el test de ANOVA y post-test de Tukey (*: p < 0.05, **: p< 0.01, ***: p < 0.001, ****: p <
0.0001).
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3.2.3 Estudio de la capacidad de las BMDC condicionadas con NO,CLA de promover
la activacién de linfocitos T

Con la finalidad de evaluar el impacto a nivel funcional de los efectos de los NO2.FA sobre las BMDC, se
estudié la capacidad de las DC condicionadas en presencia de NO2CLA de inducir la proliferacion de
linfocitos T in vitro. Para esto, se utilizé el modelo transgénico OTII, co-cultivando BMDC con linfocitos T
CD4* provenientes de estos ratones en presencia del péptido de la OVA que es reconocido por su TCR
(OVA 323-339), y analizando su proliferacién luego de 3 dias de co-cultivo. Como se puede observar en
la figura 3.12a, estos experimentos sugieren que el condicionamiento con NO,CLA disminuye la
capacidad de las BMDC para inducir la proliferacién de linfocitos T antigeno especifica. Sin embargo, no
se observaron cambios en la produccién de IFNy (figura 3.12b). En conjunto, estos resultados indican
que los NO2FA serian capaces de inducir un fenotipo inmaduro de tipo tolerégenico en las BMDC,
describiendo por lo tanto una nueva via por la cual estos mediadores lipidicos serfan potencialemente

capaces de modular la respuesta inflamatoria.
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Figura 3.10. El condicionamiento con NO,CLA inhibe la expresion de NOS2 y la correspondiente produccién de *NO por BMDC. Se
obtuvieron BMDC tal como se describe en Materiales y Métodos, en ausencia (control -) o en presencia de NO,CLA o CLA (ambos a 5
uM). Las BMDC control y condicionadas se cosecharon a los 10 dias de diferenciacion. (a) Evaluaciéon por PCR en tiempo real de la
expresion del gen que codifica para la NOS2 (Nos2) en condiciones basales y a las 3 horas de estimulacion con LPS (100 ng/ml). (b)
Andlisis de la produccién de oxido nitrico mediante la determinacion de los niveles de nitrito en el sobrenadante de cultivo de las BMDC
luego de 18 horas de incubacién con LPS segun el método de Griess. Los resultados se expresan como la media de triplicados y su
desvio estandar, y son representativos de 2 experimentos independientes. Los astericos indican diferencias significativas versus el
tratamiento con CLA, segun el test de ANOVA y post-test Tukey (*: p < 0.05, **: p £ 0.01, ***: p< 0.001, ***: p £ 0.0001 vs). N.D.: No
detectado.
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3.3 Estudio de la contribucién de los receptores PPARy y Nrf2 al
fenotipo de las BMDC tratadas con NO2-FA

3.3.1 Nrf2

De acuerdo a los antecedentes expuestos en la seccion introduccion, el factor Nrf2 participa en la
modulacién de la respuesta inmune y la pérdida del mismo en células mieloides lleva a un estado de
desregulacién que se traduce en mayores niveles de activacion de las vias de sefializacién reguladas por
NF-kB. Por otro lado, existen sélidas evidencias de que los NO.-FA, debido a su condicién de
electrofilos, son capaces de activar la respuesta antioxidante mediada por Nrf2. Interesantemente, los
resultados expuestos anteriormente del estudio exploratorio del perfil de expresiéon de las BMDC
condicionadas, mostraron un aumento moderado pero significativo de los niveles de ARNm
correspondiente al gen que codifica para la HO-1 (Hmox1, ver figura 3.11c). Esto por un lado sugiere
que la via regulada por Nrf2 esta siendo activada por el NO,CLA, pero presenta interés adicional ya que
existen trabajos que apoyan el rol inmunorregulador de la HO-1 en DC, sugiriendo una posible

implicancia de la induccién de esta enzima en el fenotipo observado.
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Figura 3.12. Analisis de la capacidad inmunoestimuladora de BMDC condicionadas con NO,CLA. Se generaron BMDC tal como se
describe en Materiales y Métodos, diferenciandolas en ausencia (-) o presencia de 5 pM de NO,CLA o CLA. Al décimo dia de
diferenciacion se cosecharon las células y co-cultivaron con linfocitos TCD4+ OTIlI marcados con CFSE en ausencia o presencia de
OVA péptido (OVAp, 100 ng/ml). (a) Analisis de la proliferacion de los linfocitos TCD4", determinada por citometria de flujo, como
indicador de la capacidad inmunoestimuladora de las BMDC. (b) Analisis de la produccién de IFNy luego de 3 dias de cultivo por
ELISA; los datos graficados corresponden a la media y su desvio estandar de triplicados obtenidos en un experimento, y son
representativos de 3 experimentos independientes. (n.s.= no significativo segun el test de ANOVA)
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Figura 3.13. Estudio de la contribucién de Nrf2 al efecto inducido por el NO,CLA sobre el fenotipo de las BMDC. Se condicionaron BMDC
de ratones deficientes en el factor Nrf2 (Nrf2”) con NO,CLA o CLA (ambos a 5 uM), o DMSO (vehiculo) durante su diferenciacion. Las
células condicionadas y control se cosecharon al décimo dia de diferenciacion y se estudié su fenotipo basal y en respuesta a la
estimulacion con LPS (100 ng/ml, 18 horas). Se muestran los niveles de expresion de CD40 (a) y CD86 (b) (determinados por citometria
de flujo en la poblacién de células CD11¢"). También se muestran los niveles en los sobrenadantes de cultivo de IL-10 (c) e IL-12/23p40
(d) (sélo en condiciones basales donde se observaron diferencias por el condicionamiento con NO,CLA), ambos determinados por
ELISA. Todos los resultados se expresan como la media y el desvio estandar de triplicados, y son representativos de al menos 3
experimentos independientes. Los astericos indican diferencias significativas en comparacién con el tratamiento con CLA, segun el test
de ANOVA, utilizando el post-test de Tukey(*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001). N.D.= No detectado.
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Esta informacién en conjunto nos condujo a evaluar una posible participaciéon de este factor en el
fenotipo descripto en la seccién anterior. Para esto, se prepararon BMDC a partir de precursores de
médula ésea de ratones deficientes en Nrf2 (Nrf2”). Sorprendentemente, contrario a lo reportado por
otros grupos ’', el estudio del fenotipo de estas células revelé que las mismas no presentaban marcadas
diferencias con las BMDC wild type, teniendo niveles de activacién muy similares entre si, tanto a nivel
basal como luego de la estimulacion con LPS, en términos de los marcadores CD80, CD86, MHC Il y la
producciéon de IL-10 e IL-12/23p40 (figura 3.13). En cuanto a la participacién de Nrf2 en el fenotipo
inducido por NO,CLA, la ausencia de este factor no causé la pérdida del efecto observado sobre CD80,
CD86, MHC IlI, PD-L2 (datos no mostrados, se selecciondé la expresién de CD86 como marcador
representativo, ver figura 3.13b). En cuanto a la producciéon de citoquinas, la deficiencia de Nrf2 no
revirtié el efecto causado por el NO,CLA sobre la produccién de IL-10 tras la estimulacién con LPS
(figura 3.13c) ni sobre la secrecion basal de IL-12/23p40 (figura 3.13d) . Sin embargo, si se observé un
efecto sobre la expresion de CD40 luego de la estimulacién con LPS, ya que en las BMDC provenientes
de ratones Nrf2” el condicionamiento con NO2CLA no causé un descenso en la expresion en superficie
de esta molécula con respecto a las BMDC tratadas con CLA, a diferencia de lo ocurrido con las BMDC
Nrf2** (figura 3.13a). Estos resultados sugeririan que Nrf2 estaria involucrado en la inhibicién de la
induccion de CD40 mediada por NO2CLA. De todas maneras, la mayor parte del fenotipo inducido por

el NO,CLA no puede ser explicado por la activacién de este factor.

CD80 CD86 MHC I

1004 501 204
804

60+

geoMFI
geoMFI
geoMFI

404

204

DMSO RGZ - DMSO RGZ - DMSO RGZ

Figura 3.14. La RGZ, un agonista de PPARY, imita los efectos asociados al condicionamiento por el NO.CLA de las BMDC. Se obtuvieron
BMDC siguiendo el protocolo descripto en Materiales y Métodos, en ausencia (-) o en presencia de RGZ (5 uM), o de DMSO (vehiculo)
como control. Luego de 10 dias de diferenciacion se cosecharon las BMDC y se estudid por citometria de flujo la expresion de los
marcadores de activacion CD80 (a), CD86 (b) y MHC Il (c) en superficie analizando la poblacién CD11c™ Los resultados se expresan
como la media y su correspondiente desvio estandar de triplicados de un experimento y son representativos de al menos 3 experimentos
independientes. Los astericos indican diferencias significativas en comparacién con el tratamiento con DMSO, segun el test de ANOVA,

utilizando el post-test de Tukey (*: p < 0.05, **: p< 0.01, ***: p < 0.001, ****: p< 0.0001)

68



Modulacién de la Diferenciacion de Macréfagos y Células Dendriticas por Nitroalquenos

Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas — Lic. Lucia Minarrieta

3.3.2 PPARy

De acuerdo a la informacién previamente expuesta, otra de las vias de sefializacién que podrian estar
involucradas en el fenotipo descripto tras el condicionamiento con NO;CLA es la regulada por el
receptor PPARy. Como ya se menciond, existen varios trabajos que evidencian que el condicionamiento
de DC con agonistas de PPARy induce en estas células fenotipos con caracteristicas muy similares al que
se describié para el NO,CLA en este trabajo. Ademas, nuestro estudio exploratorio sobre el perfil de
expresion inducido en las BMDC tras el condicionamiento con NO;CLA revelé6 un aumento en la
expresion del gen correspondiente a FABP4 (Fabp4), que si bien fue moderado, fue significativo. Este es
un gen regulado por PPARy y por lo tanto su induccién por el tratamiento con NO2CLA estaria
sugiriendo la induccién de esta via por el NOz-FA. Teniendo esta informacién en cuenta, decidimos

estudiar si la activacion de PPARy estaba involucrada en el fenotipo inducido por NO,CLA en las BMDC.

3.3.2.1 Estudio del efecto de un agonista de PPARy sobre el fenotipo de las BMDC

Como primer estrategia para el estudio de la contribucién del receptor PPARY al fenotipo observado
luego del condicionamiento con NO2CLA, se realizaron experimentos en paralelo con el agonista de
PPARY RGZ con el objetivo de determinar si la activacion de este receptor reproducia los efectos
observados para este NOz-FA. La caracterizaciéon por citometria de flujo de las DC resultantes mostré
que el condicionamiento con RGZ (5uM) causé efectos muy similares a los determinados para el
NO2CLA. En primer lugar este ligando de PPARY también causé una marcada disminucién de los niveles
basales de CD80, CD86 y MHCII (ver figura 3.14). Ademas, en respuesta a la estimulacién con LPS, las
BMDC condicionadas por RGZ expresaron niveles significativamente inferiores de varios marcadores de
activacién en comparacién con las BMDC control (figura 3.15). Sin embargo, en cuanto a la produccién
de citoquinas, la RGZ se comporté de manera parcialmente diferente, ya que el condicionamiento con
esta droga causé la inhibicién casi total de la producciéon de IL-10 inducida por LPS (figura 3.16¢), al
igual que un marcado descenso en la secrecién basal de IL-12/23p40 (figura 3.16a), de forma similar a lo
observado para el NO2-FA, pero también fue capaz de disminuir significativamente la producciéon de IL-
12/23p40 aun luego de inducir la maduracién de las BMDC con LPS (figura 3.16b). Esto no sucedié en el
caso del NO,CLA, que solo indujo un descenso en la produccién de esta citoquina pro-inflamatoria en
condiciones de reposo. Esta diferencia en el comportamiento entre los dos tratamientos podria deberse

a la condicién de agonistas parciales que les ha sido atribuida a los NO2-FA, en contraposicién a la
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propiedad de actuar como agonistas totales que presentan las drogas de la familia de las

tiazolidinedionas como la RGZ.
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Figura 3.15. Efecto del condicionamiento de las BMDC con RGZ sobre la maduracién de las BMDC inducida por LPS: analisis de
moléculas de superficie celular. Se obtuvieron BMDC siguiendo el protocolo detallado en Materiales y Métodos, en ausencia (-) o
presencia de RGZ (5 yM), o de DMSO (vehiculo). Luego de 10 dias de diferenciacion se cosecharon las BMDC y se estudié su respuesta
a la incubacién con LPS por 18 horas (100 ng/ml) analizando la expresion de varios marcadores de superficie celular por citometria de
flujo, tal como se realizé en el analisis para el NO,CLA. Los histogramas superpuestos ilustran el resultado obtenido para las BMDC
tratadas en cada una de las condiciones y son representativos de triplicados de un experimento. Los graficos de barras muestran la
media geométrica de la intensidad de fluorescencia (geoMFI) + el desvio estandar para cada condicién y son representativos de al menos
3 experimentos independientes. Los astericos indican *: p £ 0.05, **: p < 0.01, ***: p £ 0.001, ****: p £ 0.0001 vs el tratamiento con
DMSO, segun el test de ANOVA.
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Figura 3.16. Efecto del condicionamiento de las BMDC por RGZ, agonista de PPARY, sobre la maduracion de las BMDC inducida por LPS: analisis de la
produccion de citoquinas. Se prepararon BMDC siguiendo el protocolo descripto en Materiales y Métodos, en ausencia (-) o presencia de RGZ (5 uM), o
DMSO (vehiculo). Luego de 10 dias de diferenciacion se cosecharon las BMDC y se estudio su respuesta a la estimulacion por 18 horas con LPS (100
ng/ml), analizando los niveles de citoquinas en el sobrenadante de cultivo por ELISA. Se muestra en (a) y (b) la produccion de IL-12/23p40 en
condiciones basales y tras ser estimuladas con LPS (100 ng/ml), respectivamente y en (c) la produccién de IL-10 luego de la activaciéon con LPS (100
ng/ml). Los resultados se expresan como los valores medios y sus correspondientes desvios estandar de triplicados de un experimento y son
representativos de al menos 3 experimentos independientes. Los astericos indican diferencias significativas en comparacion con el tratamiento con
DMSO, segun el test de ANOVA, utilizando el post-test de Tukey (*: p < 0.05, **: p< 0.01, ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001).N.D.= No detectado.
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Figura 3.17. Efecto del condicionamiento con el agonista de PPARy, RGZ, sobre la capacidad inmunoestimuladora de las BMDC. Se generaron BMDC
tal como se describe en Materiales y Métodos, diferenciandolas en ausencia (-) o presencia de 5 yM de RGZ (5 pM) o DMSO (vehiculo). Al décimo dia de
diferenciacion se cosecharon las células y co-cultivaron con linfocitos TCD4+ OTIl marcados con CFSE en ausencia o presencia de OVA péptido (OVAp,
100 ng/ml). (a) Andlisis de la proliferacion de los linfocitos T CD4', determinada por citometria de flujo, como indicador de la capacidad
inmunoestimuladora de las BMDC. (b) Analisis de la produccién de IFNy luego de 3 dias de cultivo por ELISA; los datos graficados corresponden a la
media y su desvio estandar de triplicados obtenidos en un experimento, y son representativos de 3 experimentos independientes. Los astericos indican
diferencias significativas en comparacion con el tratamiento con DMSO, segun el test de ANOVA, utilizando el post-test de Tukey (*: p < 0.05).
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Con la finalidad de evaluar a nivel funcional las BMDC condicionadas con RGZ y comparar los resultados
con lo observado para el NO2CLA, se estudié la capacidad de las mismas de inducir la proliferacién de
linfocitos T in vitro, utilizando el modelo transgénico OTII, tal como se describié para las BMDC
condicionadas con NO,CLA. El co-cultivo de las BMDC diferenciadas en presencia de RGZ con células T
CD4* OTIl en presencia del péptido de la OVA reconocido por el TCR de estos linfocitos mostré que de
manera similar a lo observado para el NO2CLA, el tratamiento con RGZ disminuyé de manera dramatica
la capacidad de las BMDC de inducir la proliferacién de los linfocitos T CD4* especifica de antigeno (ver
figura 3.17a). Sin embargo, contrario a lo constatado para el NO2-FA, la RGZ indujo un descenso en la
produccién de IFNy tras 3 dias de co-cultivo (figura 3.17b). En conjunto, estos resultados constituyen un
fuerte indicio de que el efecto inducido por NO2CLA sobre la activaciéon y diferenciacién de las BMDC

podria ser mediado por la activacién del receptor PPARY.

3.3.2.2 Andlisis de la inhibicién de PPARy sobre el efecto mediado por NO,CLA sobre el
fenotipo de las BMDC

A modo de estrategia alternativa para evaluar la posible participacién de esta via en el establecimiento
del fenotipo descripto anteriormente, se realizaron experimentos con el antagonista irreversible de
PPARY GW9662. Interesantemente, el agregado de este inhibidor en forma concomitante al NO,CLA
durante la diferenciacion de las BMDC eliminé en gran parte los efectos causados por este NO»-FA
sobre la activacion de estas células, pero Gnicamente en el proceso de maduracién inducida por LPS. La
figura 3.18 muestra que el tratamiento con este inhibidor no fue capaz de revertir los efectos causados
por el NO,CLA sobre la activacion basal de las BMDC, dado que no se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresion en superficie de CD80, CD86 ni MHC II (figuras 3.18a-c) ni en la
produccién de IL-12/23p40 en condiciones de reposo (figura 3.18d). En contraste, tal como se muestra
en la figura 3.19, el GW9662 disminuyé en forma parcial la inhibicién de la expresién mediada por
NO,CLA de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, asi como de MHC Il y de PD-L2 (figuras 3.19a-
e). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la produccién de IL-10 entre las BMDC
condicionadas con NO,CLA y aquellas tratadas con GW?662 junto con el NOz-FA, aunque el inhibidor
por si mismo indujo un marcado descenso en los niveles de esta citoquina (figura 3.19f). Estos
resultados, junto con lo observado previamente con la RGZ, indican que el NO,CLA actuaria ejerciendo
sus efectos al menos en parte a través de la activacion del receptor PPARY. Sin embargo, las evidencias

obtenidas hasta el momento sugieren que los efectos de este NOz-FA sobre la activacién basal de las
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BMDC, tanto a nivel de marcadores de superficie como de produccién de IL-12, serian mediadas por

otra(s) via(s) de senalizacion.
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Figura 3.18. Estudio de la contribucion de PPARy en el condicionamiento por NO,CLA de las BMDC: efectos sobre el fenotipo obtenido
en condiciones basales. Se condicionaron BMDC durante su diferenciacién a partir de precursores mieloides en ausencia (-) o presencia
de NO,CLA (5 uM). En paralelo se prepararon BMDC condicionadas y control en presencia del inhibidor de PPARy GW9662 (5 uM). De
(a) a (c) se muestran los resultados del perfil de expresion de varios marcadores de activacion medidos por citometria de flujo (analisis

sobre la poblacion CD11c").

En (d) se representan los niveles de produccion de IL-12/23p40 en condiciones basales. Todos los
resultados se expresan como la media y su correspondiente desvio estandar de triplicados de un experimento y son representativos de 3
experimentos independientes. Los astericos indican diferencias significativas en comparacion con el tratamiento con DMSO, segun el test

de ANOVA, utilizando el post-test de Tukey (*: p < 0.05, **: p< 0.01, ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001).
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Figura 3.18. Estudio de la contribucién de PPARy en el condicionamiento por NO,CLA de las BMDC: efectos sobre el fenotipo obtenido
en respuesta a la maduracion inducida por LPS. Se condicionaron BMDC durante su diferenciacion a partir de precursores mieloides en
ausencia (-) o presencia de NO,CLA (5 uM). En paralelo se prepararon BMDC condicionadas y control en presencia del inhibidor de
PPARy GW9662 (5 uM). A los 10 dias de la diferenciacién se cosecharon las células y se estudié el fenotipo celular en respuesta a la
estimulacion con LPS (100 ng/ml, 18 horas). De (a) a (e) se muestran los niveles de expresion en superficie de varios marcadores de
maduracion/activacion, medidos por citometria de flujo en la poblacién CD11c". En (f) se representan los niveles en los sobrenadantes de
cultivo de IL-10 determinados por ELISA tras la estimulacion con LPS durante 18 horas. Todos los resultados se expresan como la media
y su correspondiente desvio estdndar de ftriplicados de un experimento y son representativos de al menos 3 experimentos
independientes. Los astericos indican diferencias significativas en comparacion con el tratamiento con DMSO, segun el test de ANOVA,
utilizando el post-test de Tukey (*: p £ 0.05, **: p< 0.01, ***: p< 0.001, ****: p < 0.0001).
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4 Discusidn

4.1 Estudio de la capacidad de los NO2-FA de modular la
activacion alternativa de macréfagos

El efecto de los NO2-FA sobre la activacion clasica de macréfagos ha sido ampliamente estudiado por
varios grupos, incluyendo el nuestro; la administracién de estos mediadores lipidicos ha demostrado
causar un marcado descenso en la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-6,
quimioquinas y la NOS2, promoviendo de esta manera un fenotipo anti-inflamatorio en macréfagos 7°%.

Sin embargo, el efecto de los NO;-FA sobre la activacién alternativa -inducida por IL-4- no habia sido

estudiado hasta ahora.

El trabajo realizado en el marco de mi Tesina de Licenciatura mostré que los NO2-FA son capaces de
potenciar la induccién mediada por IL-4 de Arg-1 por un mecanismo dependiente de la activacion de
PPARy. Estos resultados describirian una nueva via a través de la cual los NO.-FA podrian contribuir a la
modulacién de las respuestas inflamatorias, promoviendo la activacién alternativa de los macréfagos.
Esta modulaciéon se basaria en que este fenotipo del macréfago se asocia a funciones
inmunomoduladoras, ya que a través de la expresion de la enzima Arg-1 puede limitar la produccién de
‘NO y generar un ambiente deficiente en arginina que limite la proliferacién de los linfocitos T ™.
Ademas, como ya se comentd, la induccién de Arg-1 promueve la sintesis de precursores de poliaminas

4. Por otro lado, la

y coldgeno asociados con el proceso de reparacion tisular (revisado por
dependencia de este efecto de la activacion de PPARy estd de acuerdo con varios antecedentes que
sugieren que este receptor tendria un papel importante en la activacion alternativa *° y con el hecho que
los NO2-FA pueden actuar como ligandos de PPARy #7. Dado que la descripcién del fenotipo

alternativo de macréfagos incluye también la expresién de otros marcadores como Ym1, RELMa y MR,
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resultd interesante analizar si los NO2-FA pueden potenciar la expresiéon inducida por IL-4 de estas
moléculas al igual que lo hacen con la Arg-1, lo cual contribuiria a describir el fenotipo celular inducido
por los NO.-FA en presencia de IL-4. Para poner esto a prueba, analizamos la expresiéon a nivel
transcripcional de la enzima Arg-1, en paralelo con la expresién de las proteinas Ym1, RELMa vy el
receptor MR en presencia y ausencia de IL-4. Los resultados mostraron que los NO2-FA no son capaces
de inducir per se la expresion de Arg-1, ni de ninguno de los genes analizados asociados al fenotipo
alternativo. Esto probablemente se explica por requerimientos para la expresiéon de estos genes de la
sefializacién a través de STATS, el cual es activado por IL-4 o IL-13">""7. En contraste, en presencia de
IL-4, el OANO: produjo un incremento en los niveles de ARNm de Arg-1, que concuerda con el
aumento previamente observado tanto a nivel de la proteina Arg-1 como de la actividad arginasa,

apoyando la idea de que la regulacion mediada por el OANO; se da a nivel transcripcional.

Estos resultados, junto con los datos obtenidos en mi tesis de Licenciatura, que mostraban dependencia
de este efecto con la activacion de PPARY, sugeririan que la modulacién de la expresion de Arg-1 por
NO.-FA es regulada por PPARY. Esto se apoya ademas en observaciones donde los macréfagos
deficientes en PPARy presentaban niveles de expresién de Arg-1 marcadamente menores que los

macrofagos control®

. No obstante, la informacién disponible es controversial ya que otros trabajos
proponen que este factor nuclear seria prescindible para la polarizacién hacia este fenotipo®. Estas
discordancias en los reportes podrian estar ligadas a diferencias entre las cepas de los ratones utilizados
(Balb/c versus C57BL/6), ya que en el trabajo de Odegaard et al discuten las diferencias que existen en
la capacidad de montar una respuesta Th2 entre estas cepas®™. De todas maneras, es certero que hay
una interaccion entre STAT6 y PPARy; se ha propuesto que STATé actda como un facilitador para los
genes regulados por PPARy en macréfagos y DC, potenciando las respuestas reguladas por PPARy>*. En
este trabajo, los autores encontraron que la administracién de IL-4 en presencia de un agonista de
PPARy no solo aumentaba el nimero de genes modulados por PPARYy, sino que también incrementaba
la magnitud de las respuestas en genes individuales. El gen de Arg-1 presenta un sitio de unién para
STAT6 y para PPARy en su promotor'>'"8, La presencia de STAT6 podria contribuir a estabilizar la unién

de PPARy a su elemento de respuesta, potenciando asi la transcripcién mediada por la activacién de

PPARy.

Sin embargo, el estudio de la expresién de otros genes caracteristicos del fenotipo alternativo (MR,

RELMa y Ym1) en BMDM no mostré cambios significativos en ninguno de ellos tras el tratamiento con
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OANO; en presencia de IL-4. Esto estaria ligado a la ausencia de una induccién por IL-4 robusta de
estos genes en las condiciones de trabajo utilizadas, las cuales fueron optimizadas para el estudio del
efecto sobre la expresiéon de Arg-1. En primer lugar, es posible que los otros genes ensayados posean
una cinética de induccién diferente a la del gen de Arg-1y por lo tanto no sean detectables al tiempo
en los que fueron estudiados. De hecho, muchos de los estudios realizados in vitro sobre la expresion
de estos genes se basan en tiempos mucho més largos de estimulacion (24-48 horas) y concentraciones
de IL-4 diez veces mayores de las utilizadas en este trabajo. En particular, un analisis de dosis respuesta
de esta interleuquina sobre la expresiéon de varios marcadores de activacién alternativa en BMDM tras
24 horas de estimulacion mostré que a dosis similares a la que nosotros utilizamos, el gen de Arg-1 fue
el que presenté mayores niveles de induccién'. Otro estudio realizado en BMDM muestra que la
cinética de induccién de Ym1 parece ser mas lenta que la de Arg-1, ya que la deteccién de Ym1 por
Western Blot solo es posible a partir de las 48 horas de estimulacion, mientras que para el caso de Arg-
1, ya se observan niveles considerables de proteina a las 24 horas'®. Cabe mencionar ademas que el
sistema in vitro que utilizamos en este trabajo estd muy alejado de lo que seria la situacién in vivo, ya
que en la situacién fisioldgica el macréfago estaria en contacto con otras células del sistema inmune o
incluso del estroma que podrian producir sefiales capaces de promover su diferenciaciéon. De hecho, la
descripciéon de la mayoria de los genes asociados al fenotipo alternativo surge de observaciones
realizadas a partir de macréfagos recuperados de modelos de infeccién con helmintos parésitos, y
algunos autores discuten que la expresion de estos marcadores no es permanente en este fenotipo de
macréfagos, pudiendo variar con el tipo de enfermedad, el estadio de la misma, o el sitio de donde

fueron recuperados los macréfagos'?'.

En base a los resultados obtenidos y considerando que la presencia de otros estimulos en una situacién
fisiolégica podria ser importante, analizamos el efecto del OANO; sobre la activacién alternativa in vivo,
administrando el NO,-FA junto con IL-4 en la cavidad peritoneal de ratones Balb/c. La determinacion de
la expresion de ARNm de la Arg-1 en las células recuperadas de la cavidad peritoneal revelé que, tal
como se habia observado in vitro, la administracion de OANO; potencié la induccién de Arg-1 mediada
por IL-4. Interesantemente, contrastando con las observaciones obtenidas in vitro, se observé un efecto
sobre los marcadores de activacién alternativa MRy Ym1 pero no sobre RELMa. Esta diferencia entre los
distintos marcadores de activacién alternativa puede ser explicada por el hecho de que RELMa no
parece ser regulado por PPARy, ya que el anélisis de su expresién en macréfagos deficientes en este

receptor no mostré diferencias entre las células knockout y wild type®. En cambio, la pérdida de este

77



Modulacién de la Diferenciacion de Macréfagos y Células Dendriticas por Nitroalquenos

Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas — Lic. Lucia Minarrieta

factor si causé un dramético descenso en la expresion de MR sugiriendo una posible regulacién por
PPARy. En cuanto a las evidencias de que el gen de Ym1 pueda ser regulado por PPARy, no existen
muchos indicios, pero un estudio realizado acerca de la dependencia de STAT6 para la induccién de
este gen en macréfagos mostré que la linea celular de macréfagos RAW264.7 fue incapaz de aumentar
la expresion de Ym1 tras la estimulacién con IL-4, lo cual condujo a sugerir a los autores la ausencia de
un componente de sefializacion esencial para la transcripcién de este gen'". Este indicio, junto con
otros reportes que afirman que las células RAW expresan niveles casi indetectables del receptor PPARy

122123 sugieren que este receptor podria estar involucrado en la regulacién de la expresion de Ym1.

En conclusién nuestros resultados apoyan la nocién de que los NO2-FA podrian promover la activacion
alternativa de macréfagos en presencia de la citoquina Th2 IL-4. Teniendo en cuenta que existen
reportes de que los NOz-FA podrian ser generados in vivo en el transcurso de una respuesta
inflamatoria®' resulta relevante plantear la posibilidad de que estos mediadores lipidicos pudieran actuar
como moduladores enddgenos, principalmente en la etapa final, durante la cual los niveles acumulados
de estas moléculas podrian ser suficientes como para inhibir la activaciéon clasica de macréfagos, pero
también para promover la activacion alternativa. Frente a este planteo, surge la pregunta de si la IL-4
podria estar presente junto a sefiales que induzcan la activacion clsica, ya que estos fenotipos de
macréfagos tradicionalmente se han asociado a las respuestas de tipo 2 y 1, respectivamente. Sin
embargo, resulta cada vez mas evidente de que las respuestas frente a un patégeno son complejas y
muy a menudo suelen tener un componente mixto. Ademés, el ambiente de citoquinas podria variar en
el transcurso de la respuesta, favoreciendo asi la polarizacién hacia un fenotipo u otro. En el caso del
macréfago alternativo, cuya funcién es esencialmente inmunorreguladora y reparadora de tejidos, seria
relevante su aparicién en la Gltima fase de la respuesta, cuando es necesario el apagado de los
mecanismos efectores inducidos para la eliminacién del agente patégeno, de manera de no generar
respuestas exacerbadas que pudieran ser nocivas para el hospedero, y al mismo tiempo, inducir el
desarrollo de mecanismos que contribuyan a la reparacién de tejidos eventualmente dafiados por la

['?* mostré

accién del patégeno y/o por la respuesta inflamatoria en si. El estudio realizado por Loke et a
que existe una produccién temprana de IL-4 en respuesta al dafio tisular, la cual es independiente de
que se haya montado una respuesta adaptativa, y que proviene de células de la inmunidad innata.
Nosotros postulamos que esta IL-4 podria generarse en la etapa final de una respuesta inflamatoria de

tipo 1, en la cual estuvieron presentes todas las sefales necesarias para el desarrollo de macréfagos

clasicos que expresan NOS2 y por lo tanto generan "NO que puede dar lugar a la formacién de NO-FA.
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De esta manera, los NO2-FA podrian actuar junto con la IL-4 promoviendo la diferenciacién de

macréfagos alternativos.

4.2 Estudio de la capacidad de los NO2-FA de modular la
activacion de las BMDC

4.2.1 Comparacion de la administracion del NO,-FA durante la diferenciacién versus
durante la activacion por estimulos pro-inflamatorios en BMDC

El interés de nuestro estudio sobre el efecto de los NO:-FA sobre la activacién de las DC reside
principalmente en la funcién central que tienen estas células en el inicio de la respuesta adaptativa,
actuando como disparadoras de la misma debido a su capacidad de activar linfocitos T virgenes. Este
papel en la activacion de linfocitos T virgenes no sélo determina la generacién de células T efectoras
especificas contra los antigenos presentados por la DC, sino que ademas le da un sesgo a la respuesta
T. Esto es porque las sefiales recibidas por el linfocito T a través de las moléculas de superficie y de las
citoquinas secretadas por la DC influyen en la diferenciacién de los linfocitos T, los cuales pueden
adquirir fenotipos Th1, Th2, Th17 entre otros, con propiedades efectoras diferenciales. Como el
fenotipo de la DC depende de las sefales que recibe a través de sus PRRs y receptores para citoquinas,
decidimos estudiar si los NO2-FA eran capaces de modular la maduracién y activaciéon de las DC, ya que
su eventual efecto sobre el fenotipo que adquieren en respuesta a estimulos pro-inflamatorios podria
ser de interés para inhibir y/o condicionar la respuesta T especifica, y a través de ella el conjunto de la

repuesta adquirida.

A diferencia del analisis realizado en macréfagos, para el cual utilizamos OANO; como NO,-FA modelo,
para este estudio decidimos trabajar con NO;CLA, el derivado de la nitracién del acido linoleico
conjugado. La razén para adoptar este NO2-FA es que recientemente han surgido trabajos sosteniendo
que su relevancia fisiolégica es mucho mayor; su configuracién particular, con dos dobles enlaces
conjugados, lo hace mucho mas susceptible a la nitracion. Como ya se mencioné anteriormente, el
NO:CLA ha sido detectado en muestras humanas de plasma®' y orina®. Por otro lado, se ha detectado
su formacién por macréfagos activados?', y estudios realizados en colaboracién con el Dr. Schopfer han
revelado que en un modelo de inflamacién peritoneal también existe formacion de este NOz-FA

(Minarrieta et al, trabajo en preparacion). En conjunto esta informaciéon apoya la idea de que el NO,CLA
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se formarfa durante la respuesta inflamatoria en niveles mucho mayores que otros NO2-FA y por lo tanto

tendria un papel méas relevante como modulador endégeno, contribuyendo al apagado de la misma.

Para realizar este andlisis, adoptamos dos estrategias experimentales que difirieron en el momento de
agregado del NO,CLA. En primer lugar, estudiamos el fenotipo de las BMDC al agregar el NO;CLA en
forma concomitante a un estimulo pro-inflamatorio (LPS). Utilizando este disefio experimental,
observamos que el agregado de NO2CLA no indujo grandes cambios sobre la expresion de CD86 en las
BMDC, una molécula coestimuladora asociada a la capacidad inmunogénica de la célula, en relacién a
su potencial para activar linfocitos T. Esto sugeriria que los NO2-FA no serian capaces de inhibir la
activacion inducida por LPS en las BMDC, contrario a lo reportado previamente acerca de su accién
sobre los macréfagos. Sin embargo, es cierto que los estudios realizados en macréfagos utilizaron
principalmente al OANO; como NO:-FA modelo, el cual podria comportarse de manera ligeramente
distinta al NO,CLA. Existen indicios de que la reactividad del NO,CLA, y por lo tanto su capacidad de
formar aductos, seria significativamente menor que la del OANO; (Beatriz Alvarez, Unidad de
Enzimologia, Facultad de Ciencias, comunicacién personal). En particular, esto se traduciria en una
menor capacidad para formar aductos con componentes de las vias de sefializacién asociadas a NF-kB y
Nrf2, las cuales han sido principalmente ligadas a los efectos de los NO2-FA descriptos en
macrofagos”™?2. Si este fuera el caso, es posible que fueran necesarias mayores dosis de NO,CLA para
observar un efecto sobre la activacién de las BMDC en este esquema experimental. De todas maneras
este estudio no resultaria tan interesante ya que al aumentar la concentracion el anélisis perderia la

relevancia fisioldgica.

Luego procedimos a analizar qué sucedia con el fenotipo de las BMDC cuando el NO,CLA se administra
durante el periodo de diferenciacién, previo a la incubacién con estimulos pro-inflamatorios. En
contraste a lo observado para el esquema experimental anterior, si hubo un gran efecto del NO.CLA
sobre la expresion de CD86. Constatamos un dramatico descenso en la expresién de esta molécula
coestimuladora, tanto en condiciones de reposo, como luego de inducir su activacién con varios
agonistas de TLR. El analisis comparativo de dosis respuesta usando los ligandos de TLR Pam3CSK4
(TLR2), Poly(l:C) (TLR3) y LPS (TLR4) mostré ciertas diferencias entre ellos. En primer lugar, la dosis de
NO.CLA requerida para revertir la inducciéon de CD86 a niveles basales fue marcadamente menor (0.2
pM) para Pam3CSK4, pero esto probablemente se deba a que el nivel de expresiéon de CD86 inducido

fue considerablemente menor que para los otros ligandos. También hubo diferencias en la
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concentracién de NO:CLA a la cual se alcanzé la méxima inhibiciéon de la respuesta inducida por
Poly(1:C) y LPS (1uM vs 25puM, respectivamente). Ademas, la inhibicién lograda para el caso del LPS fue
mayor. Considerando que la magnitud de la respuesta de CD86 inducida por estos agonistas fue similar,
esta diferencia podria asociarse a un efecto diferencial del NO,CLA sobre las vias de sefializacién
disparadas por estos agonistas, que si bien comparten componentes no son idénticas. Estos resultados
sugeririan que parte de la activacién causada por Poly(l:C) es desencadenada a través de una via de
sefalizacién que no es afectada por el NO,CLA. En primera instancia seria légico suponer que las
proteinas adaptadoras a través de las cuales sefializan estos TLR no estarian implicadas, ya que si bien

125, De todas maneras, estas

TLR3 no utiliza MyD88, ambas son dependientes de TRIF (revisado por
cascadas de sefializacién involucran a muchos actores y se requeriria realizar experimentos mas
detallados para detectar componentes diferenciales activados por estos agonistas. Mas alld de las
diferencias observadas entre las respuestas inducidas por estos agonistas de TLR, la robusta inhibicién
de la induccién de CD86 en estos experimentos sugiere que el NO,CLA actuaria sobre vias de

sefalizacion que se inducen durante el desarrollo de la célula hacia BMDC y que van a determinar su

fenotipo final en condiciones de reposo y/o tras la activacién con estimulos pro-inflamatorios.

Cabe mencionar que también se observé un efecto inhibitorio sobre la activacién de las BMDC, en
términos de CD86, tras el condicionamiento con el 4dcido graso nativo (CLA). Teniendo en cuenta que el
CLA presenta dos dobles enlaces conjugados que lo hacen susceptible a la nitracion, es posible que
también sea modificado durante el cultivo celular generando productos de oxidaciéon o peroxidacion
que pudieran actuar como electréfilos o incluso ligandos de PPARy. De todas maneras el efecto causado
por el 4cido graso nativo es mucho menor al constatado para el NO2CLA, sugiriendo que la nitracion

esta ligada a la capacidad moduladora.

Por otra parte, es importante mencionar que el condicionamiento con altas concentraciones de NO,CLA
(20 uM) no afecta significativamente la viabilidad celular. Sin embargo, se observé un ligero descenso en
la viabilidad de estas BMDC tras la estimulacién con LPS, que se correspondié con un pequefio aumento
en el porcentaje de células apoptdticas. De todas maneras, este aumento es marginal
(aproximadamente 3%), por lo que descartamos que cause los robustos efectos observados sobre la

expresion de CD86.
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4.2.2 Caracterizacion del fenotipo inducido por el condicionamiento de BMDC con
NO,CLA

Luego de verificar que las condiciones ensayadas fueran adecuadas y no afectaran la viabilidad celular,
realizamos un estudio mas detallado del fenotipo inducido por NO,CLA. En primer lugar constatamos
que el condicionamiento con este NO2-FA causé un considerable descenso en la expresién basal de
CD80 y MHC Il ademéas de CD86. Ademés, de acuerdo a lo observado para CD86, luego de la
estimulacién con LPS las BMDC condicionadas con NO,CLA presentaron niveles menores de moléculas
coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86) y MHC Il asi como de CCR7 y PD-L2. Estos resultados sugieren
que las BMDC condicionadas con NO2-FA serfan resistentes a la activacion. Este dramatico descenso en
moléculas esenciales para la funcionalidad de la BMDC como célula presentadora se correlacioné con
una capacidad disminuida de inducir la proliferacién de linfocitos T CD4", indicando que el tratamiento

con NO,CLA induciria en las BMDC un fenotipo inmunorregulador.

Teniendo en cuenta estos resultados, consideramos pertinente discutir de qué forma estas células
podrian modular la respuesta adaptativa. En primer lugar, cabe mencionar que si bien la expresién de
CCR7 en las BMDC condicionadas es menor que en las BMDC control, los niveles de este receptor de
quimioquinas responsable de dirigir a la célula a las zonas T de los ganglios, donde va a interactuar con
los linfocitos T, es significativamente mayor que en las BMDC inmaduras. Esto nos hace suponer que en
el contexto de una respuesta inflamatoria, las BMDC condicionadas por los NO2-FA podrian migrar al
ganglio y condicionar la respuesta T, aunque quizés en menor medida que las BMDC control. De todas
maneras, serfa deseable realizar estudios in vivo que nos permitieran analizar la migracién de estas

BMDC condicionadas para confirmarlo.

Si suponemos que las BMDC condicionadas con NO,CLA son capaces de llegar a la zona T del ganglio
a pesar de la reduccién en CCR7, surge la pregunta de si estas células podrian interactuar de manera
efectiva con los linfocitos T, ya que los niveles de moléculas de MHC Il que expresan en superficie se
encuentran dramaticamente reducidos. En el caso de perdieran por completo esta capacidad, su
relevancia como células inmunomoduladoras seria nula ya que no podrian interactuar con los linfocitos
T. De todas maneras, cabe esperar que este no fuera el caso ya si bien el descenso en la expresién de
MHC Il luego del condicionamiento con NO.CLA es considerable, los niveles en superficie de este
marcador en las BMDC condicionadas se asemejan a aquellos detectados en las BMDC previo a la

estimulacion con LPS. Esto nos sugiere que las BMDC tratadas con NO2-FA podrian interactuar con los
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linfocitos T de la misma manera que lo hace una BMDC no activada. El marcado descenso en la
expresion de moléculas coestimuladoras causado por NO,CLA, junto con los resultados obtenidos a
partir de los experimentos de co-cultivo nos lleva a inferir que estas BMDC podrian causar la anergia de
los linfocitos T virgenes con los cuales interactien. El escenario mas atractivo seria que las BMDC
condicionadas con NO,CLA pudieran inducir la generacién de linfocitos T reguladores, ya que esto
supone un proceso mucho més activo y prolongado que la induccién de la anergia, la cual actuaria
Unicamente mediante la competencia con otros linfocitos T por la interaccién con DC inmunogénicas
que lleguen al ganglio. Para poder determinar esto, habria que realizar estudios funcionales de co-
cultivo en mayor detalle, que sostengan la diferenciaciéon de células T reguladoras, o estudiar el impacto

que podria tener in vivo la inyeccion de BMDC condicionadas con NO2CLA.

En cuanto a la capacidad de las BMDC condicionadas con NO,CLA sesgar la respuesta, no contamos
con mucha informacién, ya que el panel de citoquinas que estudiamos fue limitado. En primer lugar,
observamos una inhibicién de la producciéon basal de IL-12/IL-23p40 pero este efecto se perdié al
estimular con LPS, ya que no detectamos diferencias entre las células control y aquellas tratadas con
NO:CLA. Lo mismo se constaté para TNFa a nivel de ARNm. En cambio, para el caso de IL-10
constatamos una dramatica inhibicién de su sintesis tras la activaciéon con LPS. Estos resultados
sugeririan que el condicionamiento con NO,CLA no inhibiria la diferenciacién de las células T hacia un
fenotipo Th1. Esto se correlaciona con los resultados obtenidos en los ensayos de co-cultivo en cuanto a
la determinacién de IFNy, ya que no se observaron diferencias significativas entre las BMDC
condicionadas y las control. De todas maneras, seria deseable realizar estudios funcionales de co-cultivo
en mayor detalle, que contemplen la diferenciaciéon hacia las distintas subpoblaciones de linfocitos T

efectores (Th1, Th2, Th17).

4.2.3 Anadlisis de la participacion de distintas vias de sefalizacién en el
condicionamiento de BMDC por NO,-FA

4.2.3.1 NF-«B

Dada la variedad de blancos que tienen los NO-FA en las células, decidimos estudiar genes reporteros
de 3 vias de sefalizacion cuya modulacion por NO2-FA ha sido previamente reportada: la respuesta de
shock térmico, la via regulada por PPARy y la via de Keap1/Nrf2. El estudio por PCR en tiempo real de

los genes que codifican para Fabp4, HSP701a y HO-1 mostré que los 3 genes estaban inducidos en las
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BMDC condicionadas, sugiriendo que las 3 vias previamente mencionadas son activadas por el NO,CLA
en las BMDC. De todas maneras, el aumento observado para FABP4 y HO-1 si bien es significativo es
moderado, lo cual podria deberse a la cinética de induccién de estos genes. Es importante tener en
cuenta que de acuerdo al esquema experimental utilizado, el NO,CLA es agregado 48 horas previo a la
cosecha de las BMDC, junto con el recambio de medio. En el trabajo publicado por Kansanen et al se
detecté una rapida inducciéon del gen de HO-1 luego del tratamiento con OANO;, que llegd a su
maximo a las 8 horas y volvié a niveles basales a las 24 horas, indicando que la cinética de expresion de
este gen es relativamente répida y no es sostenida'®. Datos obtenidos en nuestro laboratorio acerca de
la cinética de inducciéon de FABP4 por NO2-FA mostraron que este gen presenta una cinética
relativamente rapida, observandose un pico en el nivel de ARNm a las 9 horas, y mostrando un rapido
descenso transcurrido este tiempo. En cambio, en el caso de Hspala, se observd un aumento mas
importante. Puede ser que esta respuesta sea mas sostenida en el tiempo o que este gen tenga una
cinética mas lenta que los anteriores. Cabe recordar que debido a su propiedad de electréfilos, los NO2-
FA muy dificilmente se encuentran en su forma libre, ya que reaccionan rapidamente formando aductos
con proteinas. Ademaés, existen sdlidas evidencias de que estas moléculas son rapidamente
metabolizadas por la maquinaria celular. Un reciente trabajo describié la existencia de una enzima que
es capaz de reducir el doble enlace del grupo nitroalqueno de los NO2-FA, eliminando asi su capacidad
de actuar como electrofilos y varias de sus acciones de sefalizacion?. Por otro lado, también existen
reportes de la existencia de productos de B-oxidacion provenientes de NO,-FA'™. En conjunto, estos
resultados sugieren que la concentraciéon de NO2-FA biolégicamente activa descenderia rdpidamente
luego de su administracién, lo cual explicaria por qué la induccién de los genes al momento que la
estudiamos fue moderada. De todas maneras, esta informacién, junto con los antecedentes expuestos
en la introduccién sobre las vias de sefializacion moduladas por NO2-FA, nos llevaron a analizar la
contribucién de las vias reguladas por Nrf2 y PPARy. Decidimos no incluir el estudio de la via de shock
térmico ya que la informacién sobre la implicancia de esta via sobre el fenotipo de las DC es casi
inexistente y hasta el momento no existen vinculos sélidos entre el efecto anti-inflamatorio de los NO,-

FA'y la induccién de esta via.

Ademas, la disparidad en los efectos sobre la produccién de citoquinas (IL-12/23p40 y TNFa versus IL-
10), junto a los antecedentes acerca de la capacidad de los NO2-FA de actuar sobre NF-kB?%, nos
condujo a considerar un efecto inhibitorio del NO,CLA sobre esta via. La dramatica inhibicién de la

expresion de la NOS2 observada en las BMDC condicionadas con NO,CLA constituye otra evidencia
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que apoya esta teorfa, en base a la correlacion observada entre la inhibicion de la NOS2 y la activacién

de NF- kB en macrofagos™.

NF-kB es una familia de factores de transcripcién que incluye a RelA (p65), NF-xB1 (p50 y p105), NF-kB2

126)

(p52 y p100), cRel y RelB (revisado por '%). Bajo condiciones de reposo, estos factores de transcripcién
se encuentran secuestrados en el citoplasma por IkBs (del inglés, inhibitor of kappa b), que impiden su
translocacién al nucleo. Estimulos inflamatorios como el LPS inducen la degradacién de las IkBs,
permitiendo la migracién de NF-«B al nicleo, donde forman tipicamente heterodimeros que se unen a
los promotores de muchos genes asociados a la respuesta inmune, activando su transcripcion. A
diferencia de otros miembros de la familia, p50 carece de un dominio de transactivaciéon, por lo que
generalmente forma un heterodimero para poder ser transcripcionalmente activo. En ocasiones también
es capaz de formar homodimeros, los cuales retienen su capacidad de unién al ADN y por lo tanto
anteriormente se postulaba que actuaban como represores transcripcionales. Sin embargo, mas
recientemente se ha observado que p50 puede asociarse con otros factores como Bcl-3'% o p300'#
para activar la transcripcién. El estudio realizado por Cao et al evidencié que la transcripcion de IL-10 es
inducida por el homodimero de p50, contrario a lo que sucede para otras citoquinas, como IL-12 y
TNFa. Segin este trabajo, el homodimero formaria un complejo con coactivadores, interactuando de
forma directa con CBP (del inglés, CREB binding protein), lo cual le permitiria activar la transcripcién de
IL-10'®. Respecto a las citoquinas TNFa e 1L-12/23p40, p50 no participaria en la induccién de su
expresion, sino que los factores cRel y p65 serfan los encargados de inducir la produccién de las
mismas'? %, Estos resultados van en linea con nuestras observaciones acerca del efecto del NO,CLA
sobre la produccién de IL-10, IL-12/23p40 y TNFa, ya que apoyan mecanismos diferenciales de
regulacién de las mismas. Si el descenso en la produccién de IL-10 por NO,CLA se explicara a través de
la inhibicion de NF-kB, deberia haber un efecto diferencial del NO,-FA sobre esta subunidad. Como ya
se menciond anteriormente, los NO2FA son capaces de formar aductos con las subunidades p50 y p65,
inhibiendo su unién al ADN, pero no podemos descartar que existan diferencias en la reactividad con
estas dos proteinas. Por otro lado, existe un trabajo realizado en macréfagos que sostiene que la
subunidad que parece ser esencial para la transcripcion de IL-12/23p40 es cRel™?, siendo capaz de
inducir la transcripciéon en forma de heterodimero tanto con p50 como con pé5. Por lo tanto, un
descenso en los niveles de p50 y pé5 funcionales probablemente no tendria un efecto tan dramético
sobre la expresion de esta citoquina como sobre la expresion de IL-10. Sin embargo, otro estudio

realizado en DC de bazo asegura que esto no seria asi’®'. Dado que el modelo de BMDC comparte
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similitudes con ambos de los modelos utilizados en estos trabajos, no podemos prever cual de las dos

situaciones se ajusta mejor a nuestro caso.

En relacién a las disparidades observadas respecto a la produccién de citoquinas, vale la pena comentar
que la produccién de IL-10 constituye también un mecanismo de regulaciéon de la expresion de IL-12, ya
que esta citoquina es capaz de inhibir la transcripcion del gen correspondiente a la IL-12/23p40. Por lo
tanto, el hecho de que no se observen diferencias en la produccién de 1L-12/23p40 tras la estimulacién
con LPS en las BMDC condicionadas con NO>CLA podria deberse a que la inhibicién de la produccién
de IL-10 (posiblemente causada por la inhibicion de NF-kB) cause un fallo en este mecanismo de

regulacion negativa.

4.2.3.2 Nrf2

Para el estudio de la contribuciéon de Nrf2 al efecto causado por NO,CLA sobre las BMDC, se decidié
trabajar con BMDC obtenidas a partir de ratones deficientes en Nrf2 (Nrf2”). En primer lugar, vale la
pena mencionar que el fenotipo de las BMDC deficientes en Nrf2 no reprodujo lo reportado por otros
grupos, que describieron un mayor nivel de activacién basal, caracterizado por un incremento en la
expresion de moléculas coestimuladoras y en la produccion de citoquinas como IL-10 e IL-127". Una
explicacion posible para estas discordancias puede provenir de diferencias en el protocolo de
preparacion de las BMDC, ya que en el trabajo citado, estas fueron obtenidas utilizando GM-CSF + IL-4,
mientras que en este trabajo utilizamos Unicamente GM-CSF. Si bien existen trabajos que sostienen que
el agregado de dosis estandares de IL-4 durante la diferenciacién en presencia de dosis estandares de
GM-CSF no alterarian el porcentaje de células CD11c” presentes en el cultivo ni su estado de
maduracién, también postulan que dosis méas altas de IL-4 junto a concentraciones estdndares de GM-
CSF inducen la maduracién de las BMDC, resultando en un aumento en el porcentaje de células con alta
expresion de moléculas coestimuladoras y MHC 1134, Al analizar los resultados de los trabajos realizados
por otros grupos con BMDC Nrf2” resulta evidente que los niveles de activacién basal determinados
incluso en las BMDC control son mucho mayores que los observados en nuestros experimentos, quiza
debido a lo expuesto mas arriba. Otra diferencia entre los protocolos utilizados es el tiempo de

diferenciacion (10 dias versus 6-8 dias).

Nuestros estudios mostraron que la deficiencia de Nrf2 no revirti6 el efecto causado por el NO,CLA

sobre el fenotipo de las BMDC, excepto en el caso de la molécula coestimuladora CD40. La
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participacion de Nrf2 en la regulacién de la expresién de CD40 también fue reportada por Williams et
al”'. En este trabajo, estudiaron los mecanismos asociados a la modulacién de la activacion de las DC
por un antioxidante ampliamente utilizado, la N-acetil cisteina (precursor acetilado de la cisteina). En
forma similar a lo observado en nuestro trabajo, la deficiencia en Nrf2 en las BMDC llevé a la pérdida
del efecto inhibidor de la N-acetil cisteina sobre la expresion de CD40, pero no de MHC Il y otras
moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, sugiriendo que Nrf2 podria tener un efecto diferencial
participando de efectos moduladores sobre la induccién de CD40. Asi, estas evidencias apoyan la idea
de que Nrf2 podria participar en el mecanismo a través del cual el NO,CLA modula el estado de
activacion de las BMDC. Sin embargo la activacion de Nrf2 no seria la Unica via de sefalizacién

involucrada en esta regulacién ya que no puede explicar el fenotipo inducido por este NO2-FA.

4.2.3.3 PPARy

Por otra parte, resultd interesante analizar la participacién de PPARy debido a las actividades de los
NO2-FA como ligandos de este receptor®?, la reportada activacion de PPARy durante la diferenciacion
de monocitos a DC* y la constataciéon de la activacion de este receptor en las condiciones
experimentales utilizadas por la administracion de NO,CLA, comprobada a través de la deteccion de la
induccion del gen de FABP4. Asi, para evaluar la participacién del receptor PPARy en los efectos
moduladores mediados por los NO,-FA sobre las BMDC utilizamos dos estrategias experimentales. En
primer lugar, condicionamos BMDC con RGZ, un agonista de PPARy, para ver si este reproducia los
efectos del NO,CLA. El estudio del fenotipo de las BMDC condicionadas con RGZ revelé que este
agonista de PPARy se comporté en forma muy similar a la descripta para el NO2CLA, provocando una
profunda inhibicién de moléculas coestimuladoras y de MHC II. Ademés, esto fue acompafiado de una
limitada capacidad de inducir la proliferacién de linfocitos T CD4*, tal como se habia observado para el
NO2-FA. Sin embargo, en este caso si se observé un descenso en la produccién de IFNy en los co-
cultivos de linfocitos T con las BMDC condicionadas con RGZ. En cuanto a las citoquinas, este agonista
de PPARy reprodujo los efectos del NO,CLA, salvo para el caso de la IL-12/23p40, para la cual se
constaté un significativo descenso aun luego de la estimulacién con LPS. Estas disparidades en el
comportamiento podrian reflejar una interaccién diferencial con PPARy, ya que estad reportado que a
diferencia de la RGZ, que actla como un agonista total de este receptor, los NO.-FA han sido
descriptos como agonistas parciales del mismo®. Esto se traduce en una menor capacidad de reclutar

coactivadores necesarios para la transcripcién a los PPRE y por lo tanto en un menor nimero de genes
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regulados por este tipo de agonista, lo cual es compatible con los resultados observados. En conclusién,
estos resultados constituyen un fuerte indicio de que el NO,CLA podria estar actuando a través de la
activaciéon de PPARYy, lo cual nos alentd a seguir estudiando la contribucion de PPARy al mecanismo de

accién del NO,CLA.

Para esto utilizamos como herramienta al inhibidor de PPARy GW9662, ya que no contamos con BMDC
deficientes en PPARy. Como segunda estrategia experimental para el estudio de la implicancia de
PPARy en el fenotipo establecido por el NO,CLA, condicionamos BMDC con el NO,-FA en presencia del
inhibidor de PPARy. El tratamiento con este antagonista de las BMDC condicionadas revirtié en gran
parte los efectos descriptos sobre el estado de activaciéon de la célula luego de la estimulacién con LPS,
pero no provocd ningin cambio en la capacidad del NO,CLA de influir sobre la expresién de
marcadores de activacion ni sobre la produccién de IL-12/23p40 en condiciones de reposo. Esto sugiere
por un lado que los mecanismos de regulacién de la expresion basal de estas moléculas, asi como la
produccion de citoquinas como la IL-12/23p40 son distintos a cuando su expresién es inducida por un
agonista de TLR. Por otro lado, podemos concluir que la expresién basal de estas moléculas esta

regulada por una o mas vias que no son afectadas por la activacién de PPARy.

Existen varios mecanismos propuestos a través de los cuales PPARy podria inhibir la expresiéon de genes
proinflamatorios: competiciéon por un pool limitante de coactivadores'®, interacciéon directa con las
subunidades p65 y p50 de NF-kB™¢ y modulacién de la actividad de la MAPK p38'¥. Mas
recientemente, se ha propuesto que al ser activado por sus ligandos, PPARy podria interactuar con el
complejo de correpresores ensamblado en el promotor de ciertos genes inflamatorios regulados por
NF-«B, inhibiendo su eliminacién dependiente de ubiquitinacion desencadenada por estimulos como el
LPS. Este mecanismo estaria mediado por la sumoilacién de PPARy>*'3. Relacionado a los reportes que
sostienen que PPARy podria interactuar directamente con p50 y pé5, un estudio mas reciente propone
que este receptor nuclear actuaria como una ligasa de ubiquitina, induciendo la degradacién de NF-
kB"*. Debido a la propiedad de los NO2-FA de actuar como agonistas de PPARy y ser capaces de inhibir
directamente a NF-«xB, resulta muy dificil discernir cual es la contribucién de cada uno de estos
mecanismos al efecto final. Nuestros resultados revelaron que el tratamiento con GW9662 revirtié en la
mayoria de los marcadores ensayados solo parte del efecto mediado por el NO,CLA. Esto es
compatible con una accién directa del NOz-FA sobre NF-«xB, que no es inhibida al bloquear la activacién

de PPARYy.
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4.2.3.4 SWAP70

En cuanto a las vias de sefalizacion involucradas en la activacién basal de las DC, no hay mucha
informacién disponible hasta el momento. Recientemente un grupo postulé que SWAP70, inicialmente
identificada como una proteina involucrada en la activaciéon de las células B y en el cambio de clase de

140141 estaria involucrada en el proceso de maduracion

la cadena pesada de las inmunoglobulinas
espontdnea de las DC. Este trabajo mostré que las BMDC deficientes en esta proteina presentaban
mayores niveles basales de expresién de la molécula coestimuladora CD86 y de MHC II'*2. En contraste,
no se observaron diferencias significativas en la expresién de estas moléculas luego de la estimulacién
con LPS, sugiriendo que la regulacién de la induccién de las mismas por un estimulo inflamatorio esta
mediada por vias de sefializacién independientes, tal como se constaté en este trabajo. Sin embargo, es

necesario estudiar esta via en mayor detalle para poder comprender su rol en la inmunogenicidad de las

DC y su potencial modulacién por los NO2-FA.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que la presencia de NO:-FA durante el proceso de
diferenciaciéon conduciria a la generaciéon de DC con un fenotipo potencialmente inmunorregulador,
dada su limitada capacidad para activar de linfocitos T virgenes. No obstante, son necesarios estudios
complementarios para establecer si este fenotipo podria vincularse con la generaciéon de células T
reguladoras que permitieran inducir tolerancia especifica contra los antigenos procesados por la DC.
Profundizar en este aspecto es importante ya que la capacidad de inducir la generacién de células T
reguladoras constituye una propiedad muy valiosa pensando en el eventual uso de estas DC para
aplicaciones médicas (ver abajo). En cualquier caso, dado que los efectos reguladores del NOCLA
fueron examinados utilizando un modelo de cultivo celular (BMDC), resulta pertinente comentar en qué
situacién in vivo este modelo podria tener un correlato fisiolégico. Como ya se mencioné antes, las
BMDC constituyen un modelo aceptado para el estudio de las DC inflamatorias, las cuales, a diferencia
de las DC residentes en tejidos, se diferencian a partir de monocitos que migran a los tejidos en
condiciones inflamatorias. Por tanto, el condicionamiento de DC inflamatorias con NO,-FA requeriria

que los monocitos que ingresan al tejido inflamado se encontraran con las sefiales que inducen su
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diferenciaciéon a DC junto con los NOz-FA. A partir de estudios realizados en nuestro grupo en
colaboraciéon con el Dr. Francisco Schopfer sabemos que los macréfagos y las células dendriticas
activadas por estimulos pro-inflamatorios (i.e. LPS+IFNy) expresan la NOS2 y generan NO.-FA,
incluyendo NO,CLA (resultados obtenidos durante mi pasantia en el laboratorio del Dr. Schopfer). De
esta manera, seria posible que durante una respuesta inflamatoria capaz de inducir generacién de "NO
los monocitos que ingresen al sitio inflamatorio encuentren sefiales para su diferenciacion a DC
inflamatorias y niveles de NO,-FA capaces de dirigir la diferenciacién hacia un fenotipo de BMDC con
funciones inmunorreguladoras. Estas BMDC condicionadas por los NO,-FA, tendrian influencia sobre la
respuesta local (por ejemplo por su menor capacidad para sintetizar "NO), pero sobre todo afectarian el
disparo de la respuesta adaptativa en el ganglio drenante a través de su interaccién con los linfocitos T.
Por tanto los resultados de esta tesis apoyan el concepto de que los NO,-FA actiian como moduladores
enddgenos de la activacion de las DC. Sin embargo, es importante tener en mente que hasta hoy se
discute en qué orden de magnitud estan los niveles de NO2-FA generados in vivo; estas moléculas son
altamente reactivas y ademas de formar aductos con proteinas sufren procesos de metabolizacién
(oxidacién, reduccién) que reducen rapidamente su concentracién. Por otro lado, la utilizacion del
disefio experimental examinado en esta tesis capaz de condicionar las DC favoreciendo su
diferenciacion en fenotipos reguladores resulta atractiva como potencial terapia para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes o para prevenir el rechazo de trasplantes, pudiéndose administrar el NO2-
FA en forma local o incluso generar DC condicionadas con NO.-FA a partir de precursores sanguineos.
Respecto a la posible administracion de los NO,-FA, estas moléculas presentan varias ventajas como
potenciales drogas; ya que son moléculas definidas, posibles de sintetizar, purificar y cuantificar por
métodos ya establecidos, e incapaces de inducir una respuesta inmune contra ellas, debido a su
tamafio, naturaleza quimica, sumado al hecho de que se generan enddégenamente. El segundo tipo de
estrategias se encuentra en desarrollo alin y constituyen un area de gran interés ya que permitiria
generar una terapia “personalizada” , es decir donde seria posible disefiar para cada individuo un
tratamiento en base a la administraciéon a DC condicionadas de los antigenos contra los cuales se quiere
generar tolerancia, eliminando la dependencia de drogas inmunosupresoras que carecen de

especificidad.
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4.3 Comentario final

En conjunto, este trabajo describe dos nuevos mecanismos mediante los cuales los NO,-FA modularian
la respuesta inmune: promoviendo la activaciéon alternativa de macréfagos e inhibiendo la activacion de
las DC hacia fenotipos inmunogénicos, lo cual no sélo aporta al conocimiento sobre como funcionarian
estas moléculas en el transcurso de una respuesta, sino que también le agregan mucho atractivo como
potenciales drogas inmunomoduladoras. De todas maneras, el estudio realizado en esta tesis es solo un
comienzo, y es necesario continuar profundizando en los mecanismos utilizados por los NO,-FA para
inducir los efectos previamente mencionados, asi como en el estudio funcional de las DC condicionadas
con los mismos para contribuir a la comprensién del impacto que podrian tener en el desarrollo de una

respuesta adaptativa.
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