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RESUMEN DE LA TESIS

Los trasplantes de drganos y tejidos representan la solucién definitiva cuando se
produce un fallo funcional. Sin embargo, la baja disponibilidad de donantes, el rechazo
cronico y los efectos secundarios relacionados con las altas dosis de inmunosupresores
son un problema no resuelto en medicina, siendo un principal desafio el desarrollo de
estrategias terapéuticas que prevengan el rechazo crénico y promuevan tolerancia a
largo plazo. Los nitroalquenos, son compuestos con importantes propiedades
antiinflamatorias, entre las cuales se ha descrito que inducen a Hemoxigenasa-1,
ademas de que también activan canales idnicos. Como parte de estas moléculas, se ha
sintetizado en nuestro laboratorio al acido 5-(2-nitroetenil) salicilico (SANA), un
nitroalqueno derivado del salicilato, el cual completd con éxito un ensayo clinico de
Fase-l a/b para enfermedades relacionadas al metabolismo y la obesidad. Se ha
estudiado por un lado que la induccién de Hemoxigenasa-1 promueve efectos
inmunomoduladores en trasplantes, y por otro, estudios realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que el canal catiénico TMEM176B aparece como un actor
inmunoregulador en el contexto del alotrasplante. Este canal también ejerce un papel
inmunoregulador en otros contextos patoldgicos, como por ejemplo su inhibicidén
farmacoldgica o delecién genética promueve una respuesta inmunitaria antitumoral.
Con estos antecedentes, el objetivo de esta tesis fue el estudio del SANA como
modulador de la alorespuesta y sus mecanismos de accién. Se realizaron experimentos
en modelos animales de trasplante, donde el principal modelo que utilizamos consistio
en un alotrasplante de piel en contexto de antigenos menores (se injerta piel de macho
a hembra) donde los ratones WT o Tmem176b”- fueron tratados diariamente con SANA
desde el dia -1 antes del trasplante hasta el dia 15 después de la cirugia. Se analizd la
sobrevida del injerto y el infiltrado de células del sistema inmunolégico en el injerto de
piel y los ganglios linfaticos drenantes. Los resultados confirmaron que el SANA prolonga
la sobrevida de alotrasplantes y es un activador del canal iénico TMEM176B. Ademas,
muestran que SANA prolonga la sobrevida del aloinjerto de manera dependiente de
TMEM176B, mostrando un mecanismo donde la activacion de TMEM176B por SANA
aumenta la expresién de Hemoxigenasa-1 (HO-1) en células dendriticas tanto in vitro
como in vivo, siendo dependiente de la fosforilacién de AKT. En injertos de piel de
ratones tratados con SANA, se ha observado un incremento de células T reguladoras
(Tregs) CD4* FoxP3* dependiente de HO-1, ademas que la combinacién de SANA con el
anti-CD3 (Fab) (anticuerpo inmunosupresor) potencia el efecto in vivo a nivel de la
sobrevida e incremento de Tregs en el aloinjerto. En suma, la activacién farmacoldgica
de TMEM176B con SANA promueve la induccién de HO-1 que modula la alorespuesta y
prolonga la sobrevida del injerto.
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INTRODUCCION

Trasplantes: Caracteristicas generales

Los trasplantes de dérganos y tejidos son procedimientos muy aplicados en la clinica
cuando un paciente presenta una falla organica funcional irreversible. En la actualidad,
mas alld de los avances cientificos que se estan realizando en busqueda de otras
soluciones, el trasplante continua siendo la solucién definitiva. Para ello, es necesario
encontrar un donante compatible para realizar la intervencién. Los trasplantes
consisten en un procedimiento quirdrgico en el cual se extrae del donante el
organo/tejido a trasplantar, implantandolo en el individuo receptor. Dependiendo del
tipo de 6rgano a trasplantar, el donante puede ser un individuo vivo (ejemplo: trasplante
renal) o no vivo cuando el drgano es imprescindible para las funciones vitales (ejemplo:
trasplante de corazén).

El éxito del trasplante depende de muchas variables, destacando en lo biolégico Ila
compatibilidad entre donante y receptor, y el manejo de las complicaciones post
trasplante (1).

Los trasplantes para el tratamiento de enfermedades humanas han ido aumentando
durante los ultimos 60 afios, siendo el trasplante de células hematopoyéticas, rifidn,
higado y corazén los mds comunes que se realizan en la préctica clinica (2-5). Otros
trasplantes como el de pulmén y pancreas, si bien son mas complejos, se han vuelto mas
frecuentes (6—9). Si bien aun se encuentran en fase de estudio, algunos centros de salud
ya estan realizando trasplantes de mano y cara (10), ademds que se esta avanzando en
la realizacién de trasplantes de otros 6érganos y tejidos. En relacidn a esto,
recientemente se han realizado trasplantes de corazén que utilizaron como donantes
cerdos modificados genéticamente, con el objetivo de atender la problematica de la
disponibilidad de donantes llevando lo que seria un xenotrasplante hacia algo con mayor
similitud a un alotrasplante (11,12). Las terapias basadas en células madre también son
una estrategia que se esta investigando para afrontar este problema, donde se ha
publicado recientemente un estudio en pacientes con diabetes tipo |, mostrando
resultados favorables en la restitucién de la funcionalidad de los islotes pancreaticos
(23).

Como referencia de la dimensién que tienen estos procedimientos, solo en Estados
Unidos se realizan actualmente 40.000 trasplantes de rifidn, corazén, pulmén, pancreas
e intestino por afio (12 trasplantes/100.000 habitantes) datos de United Network for
Organ Sharing; https:// unos.org/data/transplant) y segtin datos del Observatorio Global
de Donacién y Trasplante (sigla en inglés, GODT: http://www.transplant-
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observatory.org/export-database/). En Uruguay se trasplantaron durante el afio 2024 a
170 pacientes (5 trasplantes/100.000 habitantes), siendo el trasplante renal el mas
realizado (138 pacientes). En nuestro pais, toda la informacion sobre trasplantes y la
coordinacidon con los distintos centros asistenciales es organizada en el Instituto
Nacional de Donacidn y Trasplante (INDT), ubicado en el Hospital de Clinicas Dr. Manuel
Quintela (https://www.indt.gub.uy/).

Los trasplantes son categorizados de acuerdo a la variabilidad genética que existe entre
donante y receptor, lo que determina la compatibilidad entre ambos (14). De esta
manera, los tipos de trasplantes pueden ser:
» Autotrasplante: El tejido se extrae y se implanta en el mismo individuo. La
probabilidad de rechazo es practicamente nula (Ejemplo: injertos de piel)
» Singénico: Donante y receptor son individuos distintos, pero de la misma especie
e idénticos genéticamente. En la especie humana, este caso aplica Unicamente a
hermanos gemelos idénticos. La probabilidad de rechazo es casi nula.
» Alogénico: Donante y receptor son de la misma especie, pero distintos
genéticamente. La probabilidad de rechazo es alta.
» Xenogénico: Donante y receptor son de diferente especie. La probabilidad de
rechazo es muy alta.

En humanos, la situacion mas frecuente es la realizacion de trasplantes de érganos
sélidos alogénicos, debido a que en general es de un individuo a otro que tienen
polimorfismos genéticos, volviendo al injerto susceptible de ser rechazado. Por este
motivo, es importante determinar la compatibilidad entre el donante y el receptor, para
la cual existen pautas bien establecidas (que no desarrollaremos debido a que no es el
foco de este trabajo).

Dada la complejidad de disponibilidad de donantes y las extensas listas de espera, varios
paises en el mundo han implantado medidas politicas para paliar esta problematica (15).
Sin embargo, los trasplantes contindan siendo un desafio para la medicina, debido a que
luego de conseguir donante y hacer la intervencidén, la etapa postrasplante tiene sus
complicaciones propias desde un punto de vista bioldgico y terapéutico. A los efectos
de esta tesis de doctorado, me interesa resaltar que el rechazo de los trasplantes es un
problema principal debido a que afecta a la calidad de vida del paciente y su entorno,
ademas de generar altos costos al sistema de salud.

Se definen distintos tipos de rechazo de un érgano/tejido de acuerdo con el tiempo en
que ocurre luego del trasplante y el tipo de respuesta inmune involucrada (16):

» Rechazo Hiperagudo: Sucede en cuestion de minutos inmediatos al trasplante,
explicado entre otras posibles causas durante el procedimiento, por la presencia
de anticuerpos e inmunidad prestablecida en el receptor que desencadena una
respuesta inmediata contra el injerto (Ejemplo: incompatibilidad de grupos
sanguineos ABO).

» Rechazo agudo: Sucede en el orden de dias y meses posteriores al trasplante y
se debe, principalmente, a la generacién de una respuesta inmune del receptor
contra el injerto, a causa de la incompatibilidad genética entre donante vy
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receptor. Dicha respuesta es desencadenada por aloantigenos expresados en el
drgano proveniente del donante.

» Rechazo crénico: Ocurre bastante tiempo después del trasplante en el orden de
afos. Consiste en una respuesta inmune a bajo grado que implica una lenta y
progresiva pérdida de funcionalidad del érgano trasplantado, hasta que
finalmente pierde completamente su funcién y viabilidad.

Los rechazos agudos e hiperagudos (los cuales no serdn objeto de desarrollo en este
trabajo), se pueden evitar mediante estudios previos de compatibilidad donante-
receptor y con tratamientos postrasplante basados en drogas inmunosupresoras, en las
cuales se profundizara mas adelante. El manejo terapéutico que evite el rechazo crénico
de los trasplantes continta siendo una necesidad médica insatisfecha.

En ese sentido, es importante profundizar en el conocimiento de las vias celulares y
moleculares implicadas en el rechazo del injerto, en parte porque es necesario encontrar
nuevas dianas terapéuticas para eventualmente desarrollar estrategias para su
modulacion farmacoldgica. Este trabajo se enmarca en ese concepto, por lo que a
continuacion describiremos los mecanismos inmunoldgicos principales de la
alorespuesta.

Bases y mecanismos inmunolégicos de la respuesta inmune frente al
alotrasplante

De una manera global se podria decir que la respuesta inmunoldgica que media el
rechazo de trasplantes es similar a la que ocurre con infecciones de microorganismos
patégenos, debido a que se reconocen antigenos extrafios (o no propios). Si bien la
inmunidad innata y adaptativa juegan un papel fundamental en el rechazo de érganos,
nos focalizaremos en la respuesta adaptativa debido a que es la que toma relevancia en
nuestro trabajo.

Reconocimiento de aloantigenos

Un paso critico para desencadenar la respuesta del sistema inmune del receptor
(alorespuesta), es el reconocimiento del antigeno proveniente del donante
(aloantigeno) por el sistema inmune adaptativo del receptor. Se reconocen tres tipos de
mecanismos de reconocimiento de aloantigenos por los linfocitos T aloreactivos del
receptor: aloreconocimiento Directo, indirecto y semidirecto (17,18) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Mecanismos de reconocimiento de
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En el mecanismo de reconocimiento directo, los linfocitos T del receptor reconocen
aloantigenos presentados por leucocitos del donante. Estos leucocitos como por
ejemplo las células dendriticas, son capaces de migrar a través de la linfa hacia ganglios
regionales cercanos al sitio del trasplante (1,19). Este fendmeno ocurre en etapas
tempranas postrasplante y puede iniciar una respuesta inmune inflamatoria que lleva
rapidamente a un rechazo agudo (20). A diferencia de la respuesta convencional, se ha
visto que hay una alta frecuencia (entre 1y 10%) de células T que pueden reconocer
aloantigenos en forma directa (21-24). El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
es el principal aloantigeno que puede ser reconocido por los linfocitos T y desencadenar
una respuesta inmune deletérea hacia el tejido trasplantado. En el caso del
reconocimiento directo, las células T del receptor reconocen MHC extrafio proveniente
del donante sin haber tenido ningun tipo de procesamiento. La explicacién de que
linfocitos T puedan reconocer un MHC extraio sin procesar es compleja y puede ser
variada. La alta frecuencia de células T mencionada anteriormente puede ser una de las
posibles explicaciones, donde las moléculas de MHC extrafio (sin importar con que
péptido esté acomplejado) no estaban presentes en el proceso de seleccion negativa en
el receptor (25), dando lugar a un alto repertorio que pueda reconocerlas (23,26). Otra
explicacion puede ser el mimetismo molecular, siendo el alopéptido el que toma un
papel protagdnico, haciendo que el complejo péptido-MHC se parezca mucho a un
complejo péptido extrafio-MHC propio (27-29), mecanismo propuesto también en el
contexto de autoinmunidad. El aloreconocimiento directo puede llevar a activar células
T CD4*y CD8" (Figura 1.1A).

11
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El reconocimiento indirecto consiste en que aloantigenos provenientes del donante
como el MHC, pueden ser procesados por células presentadoras (APC) del receptor y
presentarse como péptidos en MHC de clase Il del receptor, desencadenando la
activacion de células T CD4* (30). Si bien se conoce que mediante este mecanismo
indirecto se activan T CD4*, algunos estudios muestran que también pueden activarse
células T CD8* mediante presentaciéon cruzada de péptidos derivados del donante
presentados en MHC de clase | por APCs del receptor (31). Este mecanismo de
reconocimiento de aloantigenos estd asociado a una respuesta mds prolongada, la cual
se ha asociado al rechazo crénico (32). Por otro lado, se lo asocia a respuestas
desencadenadas por antigenos menores (mH) que usualmente son péptidos derivados
de proteinas que muestran cierto grado de polimorfismo (33) (Figura 1.1 B).

Ademas del reconocimiento directo e indirecto de aloantigenos existe un mecanismo de
reconocimiento semidirecto. Los leucocitos tienen la capacidad de intercambiar
moléculas como ARN y proteinas mediante contacto célula-célula, liberacién de
vesiculas endosomales y/o mediante nanotubos intercelulares (34-36). En trasplantes
de 6rganos solidos y médula ésea se transfieren moléculas de MHC de clase | y Il entre
células dendriticas de donante y receptor (36—-38), adquiriendo las células proteinas de
MHC alogénicas que activan a los linfocitos T (39—-41). Si bien hay evidencias
experimentales in vitro que sostienen esta transferencia de aloantigenos entre células,
aun no estan claros los mecanismos especificos de este reconocimiento y cémo esto
incide en el rechazo (Figura 1.1 C).

Se ha mencionado que las moléculas de MHC son los antigenos mds importantes en la
respuesta inmune a trasplantes, pero ademads existe una variedad de proteinas llamadas
antigenos menores, las cuales son capaces de desencadenar respuestas de rechazo y
activar linfocitos T aloreactivos (33,42—44). Existen tres tipos de antigenos menores de
acuerdo al sitio del que derivan: 1) antigenos menores derivados de variantes alélicas
de proteinas polimérficas, 2) codificados por genes localizados en el cromosoma Y
(importante en modelos de antigenos menores de acuerdo al sexo) y 3) proteinas
ausentes en el receptor, pero no en el donante (45). Muchos péptidos derivados de este
tipo de proteinas mencionadas pueden ser reconocidos por linfocitos T aloreactivos
CD4*y CD8* del receptor, pudiendo ser procesadas previamente por APCs del donante
y/o receptor para su presentacion en forma directa o indirecta (46—49).

Teniendo en cuenta la forma en que se reconocen los aloantigenos y cémo repercute
esto en la sobrevida de los trasplantes, a continuacidn, desarrollaremos el modelo
experimental de trasplantes que utilizaremos durante nuestros estudios doctorales.

Modelo de alotrasplante de piel murino en contexto de antigenos menores

En este trabajo se utilizard como modelo experimental de estudio el alotrasplante de
piel en ratones. Para nuestros estudios realizaremos trasplante de piel en contexto de
antigenos menores, el cual representa y se aproxima a la situacidén de un trasplante
alogénico HLA idéntico en humanos, donde se logra encontrar un donante con alta
compatibilidad de antigenos mayores (HLA) pero la alorespuesta y el rechazo puede

12
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suscitarse por los antigenos menores (33,44). Por otro lado, este modelo tiene la ventaja
técnica de ser una cirugia sencilla y se pueden estudiar diferentes tipos de
compatibilidad dependiendo de las caracteristicas genéticas de los ratones donantes y
receptores que se utilicen.

El trasplante de piel con incompatibilidad de antigenos menores realizado en este
trabajo utiliza ratones de la cepa C57BL/6, donde el sexo del donante es macho y el
receptor es hembra.

El modelo murino de alotrasplante de piel utilizado en este trabajo, consiste
técnicamente en colectar piel de la cola del donante macho e implantarla mediante
sutura quirdrgica en la regién subescapular de la hembra receptora. Debido a que
donante y receptor son de la misma cepa (C57BL/6), los antigenos mayores aportados
por las moléculas de MHC son altamente compatibles, no asi los antigenos menores
dado que donante y receptor son de sexo diferente, desencadenandose la respuesta
alogénica por antigenos derivados del donante macho (H-Y), estableciéndose un
contexto de incompatibilidad menor.

Estos antigenos menores H-Y del ratén macho, consisten en péptidos derivados de
proteinas codificadas por los genes del cromosoma Y, a las cuales el sistema inmune
dirigird la respuesta. La expresién de estos es ubicua y pueden encontrarse en diversos
tejidos como la piel, testiculos, pulmdn, rifidn, pancreas, higado, cerebro y timo (50). Se
expresan en la superficie celular formando complejos con las moléculas de MHC de clase
I 'y Il, pudiendo ser reconocidos por los linfocitos T CD8* y CD4", respectivamente (46).
En los ratones, la magnitud de la respuesta inmune contra los antigenos del macho varia,
dependiendo del haplotipo del MHC. El antigeno H2P presente en la cepa C57BL/6
desencadena una respuesta especialmente fuerte, particularmente por parte de los
linfocitos T CD8 y restringidas al locus D, siendo los epitopos H2D®? Uty y Smcy los que
desencadenan las respuestas mas fuertes. El gen uty codifica el epitopo WMHHNMLDI
o Uty, mientras en humanos, el péptido UTY corresponde al péptido homédlogo asociado
alas moléculas HLA-B60 y HLA-B8 (MHC-I). El péptido KCSRNRQYL o Smcy esta contenido
en una proteina codificada por el gen smcy, donde en humanos su péptido homdlogo se
asocia con las moléculas HLA-A2 y HLA-B7 (MHC-I) (46).

En los modelos de aloinjerto de piel murina, la respuesta H2DP estd bien caracterizada y
se ha demostrado que, sin mediar ningun tratamiento, las hembras rechazan la piel del
macho, aproximadamente 25 dias después del injerto. Si se aflade un segundo injerto,
el rechazo ocurre, en promedio, 15 dias después (47,51). La respuesta T CD8 especifica
del antigeno es maxima alrededor de dos semanas postrasplante y seria la responsable
del rechazo, aunque es necesaria la intervencion de los linfocitos T CD4 cooperadores
(47,52).

Los linfocitos T son el componente celular critico en la alorespuesta (53) y cuando estos
reconocen a los aloantigenos, se activan, proliferan y se diferencian para cumplir
funciones efectoras contra el 6rgano trasplantado (54-57). Este proceso es similar al
gue ocurre en las respuestas inmunes descritas frente a patdgenos microbianos.
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Activacion de linfocitos T en la alorespuesta

De manera global, la activacién de los linfocitos T requiere que ocurran tres senales: el
reconocimiento de aloantigenos a través de la unién del complejo MHC-péptido de las
APCs y el TCR (Sefial 1); una sefal de coestimulacidon (Sefial 2) y la produccién de
citoquinas (sefial 3).

En el caso del alotrasplante, la sefial 1, , puede ocurrir a través de los mecanismos de
aloreconocimiento explicados anteriormente. Muchos &rganos contienen APCs
residentes como células dendriticas que al ser trasplantados pueden llevarlas consigo y
luego en el hospedero logran migrar hacia el ganglio, presentando moléculas de MHC
de clase | y Il a linfocitos T CD8* y CD4* respectivamente (reconocimiento directo). Por
otro lado, APCs del receptor pueden migrar hacia el tejido trasplantado y captar
aloantigenos que serdn procesados y presentados, transportandolos nuevamente al
ganglio drenante para que sean reconocidos por las células T (reconocimiento indirecto).
Una vez que los linfocitos T reconocen a los aloantigenos, pueden activarse, permitiendo
que estos proliferen y desencadenen una respuesta que finaliza con el rechazo del
organo trasplantado (54-57). Las células T virgenes CD4* y CD8* al activarse pueden
diferenciarse a T cooperadoras o citotoxicas respectivamente. Ademas, la sefial 2 de
coestimulacidn es necesaria e importante junto al reconocimiento del aloantigeno para
su activacién, siendo relevante la expresion de moléculas coestimuladoras en las APC
como CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2). Estas son reconocidas por el receptor CD28 que se
expresa constitutivamente en las células T CD4* y CD8*. Una vez que suceden las dos
sefiales, se inducen cascadas de sefializacion que promueven la produccidon de
interleuquina IL-2, expansién clonal y generacion de células T efectoras (58,59). Ademas,
se han descrito otras moléculas coestimuladoras en las células T relacionadas al CD28
que involucran a las vias ICOS-B7h y PD-1 con PD-L1/PD-L2 (60). En el caso de ICOS es
una molécula coestimuladora positiva, mientras que PD-1 - PD-L1/PD-L2 consiste en una
via coestimuladora negativa importante para mantener la autotolerancia (60). Otra
proteina importante con funcidon coestimuladora inhibitoria es CTLA-4 (CD152),
expresada en células T activadas y T reguladoras (Tregs) perteneciente a la familia de
CD28, la cual interacciona con CD80/86 (B7-1/2) de las APCs (61,62). Los miembros de
la familia de los receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR) son otras moléculas
coestimuladoras descritas capaces de activar células T. De estas, destacamos la
interaccion CD40 (expresado en APCs) con CD154 (CD40L, expresado en células T)
(63,64). Estas vias de sefales coestimuladoras son puntos de control inmunoldgico
cuando son bloqueadas o reguladas, permitiendo inducir mecanismos de tolerancia
(65,66).

Por dltimo y como ya mencionamos, para una Optima generacién de linfocitos T
efectores y de memoria se requiere una sefial 3 que complemente a la sefal 1y 2 (67).
Dos ejemplos claros de terceras sefiales que potencian respuestas T-CD8 son la
cooperacion de las células T-CD4 y la presencia de citoquinas inflamatorias (68). El papel
de los linfocitos T-CD4 para la activacion de los T-CD8 es dependiente del estimulo
antigénico, donde en una inflamacién limitada, la activacion de los T-CD8 depende
criticamente de la cooperacion de los CD4 para desencadenar una respuesta inmune
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primaria (69-71). Contrariamente, en infecciones por patégenos los niveles de
inflamacidn son altos, no requiriendo la cooperacion de los T-CD4 (72,73). En cambio, la
generacion de linfocitos T-CD8 de memoria en un contexto de infeccién si depende de
la cooperacién de los T-CD4 a partir de la activacion inicial de los CD8 (74-76).

Los mecanismos mas relevantes descritos por los cuales las células T-CD4 ayudan a
activar a las CD8 son la sefializacién CD40-CD154 y la produccidn de interleuquina 2 (IL-
2), tanto en el desarrollo de linfocitos efectores y de memoria (67,72,73,77-82). En
contextos de alotrasplantes, la generacidon de respuestas aloreactivas primarias y de
memoria por parte de linfocitos T-CD8 sucede en ausencia de la ayuda T-CD4, aunque
en términos de frecuencia y funcionalidad, una éptima alorespuesta requiere de la
cooperacion de los T-CD4 (81-83). La produccién de citoquinas proinflamatorias es
también una tercera seiial (68), conociéndose mediante estudios in vitro que la IL-12 y
el interferén de tipo | (IFN) son capaces de generar respuestas T-CD8 (84-86). En
trasplantes, se ha evaluado in vivo el papel del IFN tipo | en la alorespuesta y el rechazo
de trasplantes de piel de incompatibilidad menor y mayor, donde se reporté que este
no es critico en el rechazo agudo ni en la generacién de células T-CD8 de memoria (87).
En este sentido, los estudios indican que el entorno inflamatorio en el cual se activan los
linfocitos T determinara el destino final de estas células y existen terceras sefales
redundantes en la generacién de alorespuesta por células T aloreactivas (87—-89).

Una vez que los linfocitos T son activados, las células T cooperadoras CD4* efectoras son
capaces de producir citoquinas proinflamatorias, provocando dafio al tejido
trasplantado mediante inflamacion mediada por citoquinas. En cambio, las T CD8* que
reconocen aloantigenos de forma directa o indirecta se diferencian a células citotdxicas
(CTLs) que actuan sobre las células del tejido trasplantado para su destruccidn.

Las células T cooperadoras son también capaces de activar linfocitos B virgenes
convirtiéndolos en aloreactivos (90,91). Esto lleva a que se produzcan aloanticuerpos
gue reaccionan con aloantigenos, mas frecuentemente con moléculas de MHC del
donante, tanto de clase | o clase Il. Los aloanticuerpos pueden desencadenar una
respuesta contra el trasplante similar a la que ocurre en infecciones, activando el
sistema complemento y a células como macrdéfagos, neutréfilos y Natural Killers (NK)
(92).

Como ya se ha comentado, el mayor desafio es evitar que ocurra el rechazo. Para esto
uno de los mayores objetivos en esta drea de estudio es lograr una tolerancia especifica
de antigeno o generar mecanismos de regulacion de la respuesta inmune contra los
aloantigenos. Dado que algunos de estos mecanismos son de relevancia en este trabajo
de tesis, pasaremos a desarrollarlos ademds de contextualizarlos dentro de diferentes
estrategias para lograr una inmunomodulacion.

Regulacidén y mecanismos de tolerancia en el contexto del alotrasplante

Anteriormente describimos como se activa y desencadena la respuesta inmune que
lleva al rechazo de trasplantes, consecuencia que se pretende evitar. Para esto, es
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deseable que se desencadenen mecanismos de tolerancia que logren regular la
alorespuesta, activando mecanismos regulatorios.

La tolerancia inmunoldgica se define como la serie de mecanismos activos que evitan
una respuesta efectora contra un antigeno, sin perjuicio de las respuestas inmunes
contra otros antigenos. Los antigenos capaces de desarrollar tolerancia inmune se los
denomina tolerogénicos, contrario a los que inducen respuestas inmunes que son
inmunogénicos. Especificamente en la inmunologia de trasplantes, la tolerancia se
define como los mecanismos activos que evitan una respuesta inmune efectora contra
los aloantigenos, implicando la proteccion del mismo. No obstante, las respuestas frente
a otros antigenos no propios continuan ejerciéndose y se preservan. Clinicamente, esto
se manifiesta en la ausencia de rechazo agudo y crénico del érgano/tejido injertado
manteniéndose su funcionalidad.

El principal mecanismo de tolerancia de un organismo en homeostasis es la tolerancia
frente a antigenos propios, denominada autotolerancia, que en definitiva tiene como
objetivo evitar fendmenos autoinmunes. Para esto, los linfocitos, como principales
actores de la inmunidad adaptativa, deben pasar un filtro en los érganos linfoides,
siendo seleccionados dependiendo de la fuerza con la que reconocen antigenos propios.
Los mecanismos de tolerancia eliminan entonces linfocitos que expresen receptores con
alta afinidad hacia estos antigenos, pudiendo ocurrir esto en érganos linfoides primarios
(tolerancia central) o bien en tejidos periféricos y drganos linfoides secundarios
(tolerancia periférica). La comprension de estos mecanismos ayuda para el desarrollo de
herramientas que permitan manipular el sistema inmune para prevenir el rechazo de los
trasplantes, ademas de contribuir en el desarrollo de terapias para otras patologias
como las enfermedades autoinmunes, infecciones y cancer.

Como se ha mencionado anteriormente, la tolerancia central ocurre en érganos
linfoides primarios. En lo que respecta al desarrollo de tolerancia de los linfocitos T, este
proceso ocurre principalmente en el timo, donde sucede la maduracién de estas células
con el objetivo de eliminar los clones de células T autorreactivas. El primer proceso es la
seleccion positiva, la cual ocurre en la corteza timica donde las células epiteliales aqui
presentes expresan complejos MHC-péptido a los timocitos (linfocitos T en desarrollo),
sobreviviendo Unicamente aquellos timocitos que son capaces de reconocerlos, etapa
en la que ademas se define si expresara CD4 o CD8. Una segunda etapa es la seleccion
negativa, en la cual el objetivo ya es eliminar los clones de linfocitos T que tengan un
TCR con alta afinidad por antigenos propios (93). Esta ocurre en la médula timica en un
trabajo coordinado entre mTEC (células epiteliales medulares timicas) y células
dendriticas. Las mTEC mencionadas expresan y presentan un amplio repertorio de
antigenos propios derivados de proteinas circulantes o asociadas a células del
organismo, presentes en los tejidos periféricos. Esta expresion ectdpica de antigenos
propios es controlada por el gen AIRE (del inglés “Autolmmune REgulator”) (94), aunque
recientemente se describidé que puede ser independientes de este gen (95). El gen AIRE
puede sufrir mutaciones que causan una enfermedad autoinmune Ilamada Sindrome
Autoinmune Poliendrécrino tipo 1 (sigla en inglés, APS1), en la cual se afectan varios
drganos endécrinos como las paratiroides, glandulas adrenales, islotes pancreaticos, asi
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como la piel y otros tejidos (96). Cuando los linfocitos T cuyo TCR reconoce con alta
afinidad a los antigenos propios presentados por las células medulares, se desencadena
la sefalizacion mitocondrial para conducir a la apoptosis, eliminando asi a estos
linfocitos autorreactivos. Por otro lado, las células que pasaron con éxito el proceso de
seleccion, abandonan el timo hacia la circulacién periférica como linfocitos T maduros.
Sin embargo, no todas las células T que reconocen antigenos propios son eliminadas.
Algunas se diferencian a Tregs especificas para el antigeno propio que reconocieron y
también abandonan el timo para ejercer funciones reguladoras en la periferia. Del total
de las células autorreactivas que se generan en el timo, entre el 25 y 40 % logran
escapar a los tejidos periféricos y para ello el sistema inmune tiene previsto otros
mecanismos de tolerancia que se llevan a cabo en la periferia (97).

La tolerancia periférica ocurre en tejidos periféricos y en los dérganos linfoides
secundarios. A través de mucha evidencia recopilada durante décadas, se ha podido
demostrar que los mecanismos de tolerancia periférica en alotrasplantes son similares
a los que ocurren para los antigenos propios (98). La tolerancia es deseable para los
trasplantes debido a que es especifica de antigeno y evitaria efectos asociados a una
inmunosupresion inespecifica (99). La importancia de comprender los mecanismos
moleculares y celulares involucrados en la génesis de la tolerancia a aloantigenos podria
ayudar a solucionar el rechazo crénico del érgano trasplantado y la pérdida del mismo,
a diferencia de las estrategias terapéuticas actuales, que son mas eficaces en preveniry
revertir el rechazo agudo. En la induccidon de tolerancia periférica se destacan
principalmente tres mecanismos: la induccion de anergia, delecion de linfocitos T
aloreactivos y regulacion por Tregs. Los dos primeros seran desarrollados brevemente y
luego, desarrollaremos mas profundamente el ultimo, ya que es el mecanismo mas
involucrado en nuestro trabajo.

La induccion de anergia (o inactivacién funcional) se trata de un proceso en los que una
proporcidn de linfocitos T aloreactivos quedan viables sin capacidad funcional de
respuesta (64,100). Estas células son incapaces de desencadenar la sefializacién después
del reconocimiento del antigeno por el TCR, producen muy bajos niveles de IL-2 y no
pueden proliferar (101-103). En este sentido, el bloqueo de la coestimulacién (sefal 2)
de las células T logra inducir mecanismos de tolerancia en modelos de trasplantes
murinos y primates no humanos (65,66,104). Esto se basa en los mecanismos que se
desencadenan al abortarse la activacién por ausencia de coestimulacién después que
ocurre el reconocimiento del antigeno por el TCR, como por ejemplo la produccién de
IL-2 que se ve impedida por la disminucidn de la actividad de las vias de sefializacién de
las MAPK (del inglés, Mitogen-activated protein kinase) y de AP-1 (105). En modelos
murinos de trasplante de piel y érganos sélidos se han estudiado dos principales puntos
de bloqueo de coestimulaciéon que son a nivel de las interacciones CD28-CTLA-4 y
CD154-CD40, mediante el tratamiento con la molécula de CTLA-4 fusionada con la
region Fc de IgG (CTLA-4-lg) y con anticuerpos anti-CD154 mAb o CD40 mAb,
respectivamente (106—109). También se estan evaluando en trasplantes el bloqueo de
otras sefales de coestimulacion como ICOS, CD134, CD137 y CD27 (60).
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Un ejemplo de un inhibidor de la coestimulacién que ha tenido resultados prometedores
en ensayos clinicos de pacientes receptores de trasplantes renales es el belatacept, un
antagonista de CD28 que compite con este uniéndose con alta avidez a CD80/86 (110-
113). El tratamiento con este inhibidor de la coestimulacién ha logrado prolongar la
sobrevida con una mejor funcién renal en los pacientes trasplantados que recibieron
belatacept respecto a los tratados con ciclosporina (110,111).

La delecion o eliminacion clonal de las células T es uno de los mecanismos fisiolégicos
mas importantes de regulacién de la respuesta inmune. Esta eliminacion de linfocitos T
puede ser a través de vias que desencadenan muerte celular de forma activa o pasiva
(114,115). Un ejemplo de muerte celular activa es la muerte inducida por activacion (del
inglés, AICD), la cual ocurre cuando una célula T recibe varias sefiales a través del TCR,
sucesivos ciclos de division (116) y altos niveles de factores de crecimiento como IL-2
(117), sumando una segunda sefial a través de receptores de muerte que inducen
apoptosis como Fas (CD95) o receptores de TNF (118-120). En cambio, la muerte celular
pasiva consiste en estimulos externos como estrés extracelular, deprivacién de
nutrientes y/o factores de crecimiento, accion de drogas citotdxicas o irradiacién. Este
tipo de muerte celular pasiva es regulada por proteinas promotoras de la sobrevida
celular de la familia de las Bcl-2 (121). Se ha visto en modelos de alotrasplante cardiaco
y de médula dsea que al sobreexpresar a Bcl-xL (miembro de la familia Bcl-2) no se
induce la tolerancia por bloqueo de coestimulacién CD28-CD80/86 o CD40-CD154 vy los
trasplantes son rechazados (115,122).

Ademas de la delecidn y la anergia como mecanismos inmunoreguladores de la
alorespuesta, se conoce que los linfocitos T reguladores (Tregs) participan activamente
en la regulacién inmune y en la induccidn de tolerancia en trasplantes (123).

Las Tregs son una proporcion de entre el 5 al 15% del total de células T de la sangre
circulante y se clasifican en dos principales grupos dependiendo del lugar donde se
generan, ya sea en el timo (denominados Tregs naturales, nTregs) o en la periferia (Tregs
inducidos, iTregs) (123). La mayoria de las Tregs presentes en el bazo y ganglios linfaticos
son nTregs derivadas del timo, mientras en la lamina propia, tejidos tipo linfoides del
intestino y en el resto de los tejidos del organismo la mayoria son iTregs generadas a
partir de células T virgenes a causa de una respuesta inmune desencadenada (124,125).

Estas células son esenciales en el sistema inmune para mantener la homeostasis y evitar
respuestas autoinmunes hacia antigenos propios mediate la supresion de células T
efectoras y la funcionalidad de las APCs (126,127).

En el ratdn, las nTregs se caracterizan fenotipicamente por expresar el factor de
transcripcion FoxP3. En los modelos murinos, las Tregs que estan presentes en tejidos
trasplantados y tejidos linfoides periféricos son los linfocitos T reguladores CD4* FOXP3*
CD25* (128,129). En el humano, FoxP3 se expresa en los Tregs activados, en los Tregs
virgenes y en las células T efectoras. En este caso, las células T reguladoras activadas se
identifican por ser CD45RA" con alta expresion de FoxP3 (FoxP3Meh) y baja para CD127
(CD127'°%) (130).
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En un contexto de homeostasis, las Tregs pueden suprimir la respuesta inmune por
diferentes mecanismos a nivel de la inmunidad innata o adaptativa para prevenir
autoinmunidad y regular la homeostasis.

Los mecanismos funcionales por los cuales las Tregs regulan la respuesta inmune puede
ser tanto a nivel de las células presentadoras, linfocitos B, células Natural Killer (NK),
directamente sobre los linfocitos T efectores o por liberacién de citoquinas
antiinflamatorias/supresoras (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Mecanismos funcionales de las Tregs. Las Tregs actuan de forma directa e indirecta sobre
distintas células del sistema inmune. En primer lugar, son células que pueden secretar citoquinas y
factores solubles que modulan a otras células, como por ejemplo TGF-, IL-10, IL-35, etc. También son
capaces de secretar exosomas con miARN hacia otras células, ademas de liberar granzimas y perforinas
gue promueven apoptosis en células T efectoras. Las Tregs al tener alta expresion de CD25, logran
secuestrar IL-2 dejando sin disponibilidad a las Teff y las NK, impidiendo la proliferacion. Pueden afectar
la funcién de los linfocitos B por la interaccion PD-1/PD-L1 y a las DCs por PD-1/PD-L1 y CTLA-4/CD80-
86. En las DCs, al bloquear las moléculas coestimuladoras, se induce la acciéon de IDO produciendo
quinurenina que inhibe a las Teff. La expresién de CD39 en las Tregs convierte ATP a ADP incrementando
niveles de adenosina que afecta a la proliferaciéon de Teff. Las Tregs promueven la diferenciacion de
macrofagos a un fenotipo M2 previniendo que lo hagan a M1. Estas células también pueden inhibir
secrecion de citoquinas de las ILC2 via interaccidon ICOS/ICOSL. Tomado de Lu et al, 2021, Transplant
Immun.

Uno de los mecanismos funcionales de las Tregs es la secrecién de citoquinas que
suprimen y modulan la respuesta inmune, siendo las mas importantes TGF-3 e IL-10. En
el caso de TGF-3, esta citoquina inhibe el metabolismo, la activaciéon y la proliferacion
de las células NK (131), induce apoptosis de células T CD4*, deja incompetentesala T
CD8* efectoras (132) y promueve la conversion de células dendriticas y macrofagos a
fenotipos inmunosupresores (133,134). Por otro lado, la IL-10 inhibe la actividad
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efectora de las Th17 (135), disminuye la capacidad de presentacién de antigenos de las
células dendriticas y la secrecion de factores proinflamatorios (136). Las células Tregs
también ejercen su funcién reguladora mediante contacto con otras células, siendo
relevante que estos linfocitos expresan constitutivamente a CTLA-4, el cual interactua
con CD80/86 sobre las células dendriticas inhibiendo su maduracién, impidiendo que las
células T efectoras sean activadas (127). La interaccién con CTLA-4 induce la actividad
de una enzima presente en las células dendriticas que es clave en la inhibicion de la
activacion de T efectoras, la indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO), la cual se encarga de
convertir triptéfano a quinurenina, siendo este ultimo metabolito liberado al medio
extracelular e importante para inhibir la activacién de las T efectoras (137). Otra
interaccion célula-célula es a través de PD-1 en las Tregs sobre PD-L1/2 en la superficie
de otros linfocitos T, inhibiendo las respuestas que pudieran desencadenarse (138). Los
exosomas también cumplen un rol en la funcién de los Tregs, donde se ha reportado
que pueden transportar micro ARNs (miARN) a otras células blanco para regular su
metabolismo y funciones (139). Las Tregs pueden ocasionar desérdenes metabdlicos en
las células blanco, siendo que estos linfocitos expresan CD25 (receptor de IL-2, IL-2R)
gue reduce la disponibilidad de IL-2 para que sea reconocida por células T efectoras y
por lo tanto no permite que proliferen (140). Ademas, las Tregs liberan Granzimas A/B
gue provocan muerte de células T CD8* y otras células blanco en forma dependiente de
perforinas (141). Otro mecanismo importante por el cual los Tregs modulan la
proliferacién de células efectoras y por ende la respuesta inmune es la disminucién de
los niveles de ATP extracelular, dado que estas células expresan en su membrana CD39,
proteina que convierte ATP a AMP, provocando un aumento en el nivel de adenosina
que inhibe la proliferacion de linfocitos T efectores (142).

De lo anteriormente expuesto, se puede desprender el interés de desarrollar estrategias
terapéuticas que induzcan los mecanismos de tolerancia para modular la respuesta y
prolongar la sobrevida del trasplante. Por esta razon, a lo largo del tiempo se han ido
desarrollando distintas terapias que permiten evitar un rechazo a corto y mediano plazo,
algunas basadas en inmunosupresion sistémica y otras mds dirigidas a inducir los
mecanismos de tolerancia descritos.

Terapias de uso clinico para disminuir el rechazo de los trasplantes

Un objetivo principal en el terreno de la trasplantologia, es encontrar nuevas estrategias
para inducir tolerancia especifica al donante. Estas permitirian una mayor sobrevida del
trasplante sin necesidad de inducir una inmunosupresién inespecifica. Las actuales
drogas utilizadas como terapia postrasplante para prevenir el rechazo agudo son
inmunosupresores sistémicos, los cuales en su mayoria son inespecificos que depletan
linfocitos o bloguean vias de sefalizacidon necesarias para ejercer la respuesta inmune.
Asi, las drogas inmunosupresoras presentan tres efectos: 1) el terapéutico, evitando el
rechazo agudo del trasplante; 2) consecuencias no deseadas por la inmunodeficiencia
sistémica, aumentando las chances de infecciones o canceres 3) toxicidad no inmune en
tejidos sanos. Los efectos secundarios y la toxicidad son la principal dificultad que
presenta la utilizacion de forma crdénica de estas drogas inmunosupresoras inespecificas,
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generando un problema en la calidad de vida de los pacientes trasplantados, los que en
muchos casos abandonan por completo el tratamiento.

Clasificacidn y mecanismos de accién de las drogas inmunosupresoras

Estas drogas pueden clasificarse de acuerdo a su componente molecular, donde
tenemos pequeiios compuestos quimicos (incluyendo la subfamilia de los
glucocorticoides), proteinas (por ejemplo, anticuerpos e inmunoglobulinas
intravenosas) y proteinas de fusidn, y (143).

Los pequefios compuestos quimicos son drogas que han sido y son muy utilizadas en la
clinica, las cuales se caracterizan porque inhiben blancos involucrados en importantes
vias de sefalizacién para la funcionalidad del linfocito T. Este grupo de
inmunosupresores tienen la particularidad de tener un efecto sistémico, es decir que
afecta al sistema inmune en forma no especifica.

Dentro de este tipo de inmunosupresores encontramos drogas cuyo objetivo es impedir
la expansion de linfocitos T efectores aloreactivos, utilizadas generalmente combinadas
unas con otras de acuerdo a los distintos protocolos que se ajustan a las caracteristicas
y al estado de los pacientes trasplantados. La Azatioprina, fue uno de los primeros
inmunosupresores con el que se logré observar un efecto inmunosupresor de amplio
espectro en trasplantes de érganos (144). Este farmaco se caracteriza por su conversion
en el organismo a 6-mercaptopurina que interfiere en la sintesis de ADN, necesaria para
la divisién celular de los linfocitos T en la expansion clonal.

Luego se comenzaron a utilizarse inhibidores de la calcineurina, enzima dependiente de
calcio que participa en la transcripcién de la IL-2 y es importante en la estimulacién del
crecimiento y diferenciacidn de los linfocitos T. La Ciclosporina es uno de los inhibidores
de calcineurina utilizados en la clinica para trasplantes (145), cuyos efectos adversos
asociados se deben mayormente a la alta concentracién que pueden incluir
nefrotoxicidad, hipertension, hiperlipidemia, hiperplasia gingival, temblores, induccién
de diabetes mellitus postrasplante, sindrome urémico hemolitico y cambios en la piel
(146). Otro inhibidor de la calcineurina muy utilizado actualmente en la clinica para
prevenir el rechazo agudo de trasplantes es el Tacrolimus (FK506). Esta forma un
complejo con la proteina “FK506-binding protein 12” (FKBP12), que inhibe a la
calcineurina en forma mds potente que la ciclosporina (147,148). El Tacrolimus también
tiene efectos secundarios nefrotdxicos y sindrome urémico-hemolitico, con una menor
probabilidad de hiperlipidemia, hipertension y problemas cutdneos, mientras que
aumenta la incidencia de diabetes postrasplante (143). El uso de Tacrolimus se ha ido
incrementando continuamente por encima de la Ciclosporina, aunque muchas terapias
para trasplantes se programan alternando ambos inmunosupresores de acuerdo a los
riesgos potenciales dependiendo del perfil y antecedentes del paciente (por ejemplo,
edad, hipertension, diabetes, obesidad).

Las drogas inhibidoras de la sintesis de purinas son otra opcion disponible actualmente
para terapias postrasplante. Esta familia farmacoldgica provoca inmunodeficiencia sin
afectar otros drganos (149,150). Ademas de la Azatioprina ya mencionada, en este
grupo se destaca el Micofenolato, prodroga que al ingresar al organismo se protonay se
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convierte a acido micofendlico, cuyo mecanismo de accion implica la inhibicién de la
Inosina monofosfato deshidrogenasa, enzima clave en la sintesis de purinas. Se ha
mostrado que el micofenolato combinado con inhibidores de calcineurina mejora la
sobrevida del paciente y previene el rechazo agudo del trasplante a mediano y largo
plazo (151,152). Sin embargo, presenta importantes efectos secundarios a nivel
gastrointestinal (diarreas crénicas) y a nivel hematolégico anemia y leucopenia.

Otro grupo importante de drogas inmunosupresoras son los blancos de la rapamicina
(del inglés mTOR), proteina intracelular clave en muchas funciones celulares, entre ellas
la regulacion del crecimiento, proliferacion y muerte celular, debido a que estd muy
ligado al ciclo celular (153,154). Como su nombre lo indica, es un blanco de la
Rapamicina, también llamada Sirolimus, droga inmunosupresora que también se
acompleja a FKBP12 e inhibe a mTOR, pero no puede inhibir la calcineurina (155). La
inhibicidn de mTOR bloquea la sefalizacidn de los receptores de citoquinas, evitando
gue se active el ciclo celular y permita proliferar al linfocito. Los principales efectos
secundarios de la Rapamicina incluyen hiperlipidemia, trombocitopenia y problemas en
la cicatrizacién de heridas, junto a otros como necrosis en rifiones trasplantados,
reduccidon de concentraciones de testosterona, proteinuria, Ulceras bucales, lesiones
cutaneas y neumonitis.

En suma, estas drogas inmunosupresoras inespecificas que son y han sido utilizadas en
la clinica para el tratamiento y manejo del rechazo agudo de los alotrasplantes, ejercen
efectos sistémicos que causan muchas complicaciones asociadas a la inmunodepresion
general en el paciente, dejandolo susceptible a muchas patologias como infecciones
oportunistas y distintos tipos de cdncer. Por este motivo, se han ido desarrollando otras
estrategias que tienen como diana moléculas especificas en los linfocitos T, con el fin de
ser mds focalizadas a la alorespuesta sin una supresion inmune sistémica.

En este sentido, un grupo farmacoldgico mas reciente y muy relevante son los
inmunosupresores proteicos, dentro del cual se destacan los anticuerpos que suelen
tener accién depletante de linfocitos.

Anticuerpos depletantes.

Este grupo de anticuerpos se caracterizan por bloquear proteinas claves en los linfocitos
y que su inhibicién determina la eliminacién de los mismos, dejando al organismo
inmunodeprimido en forma especifica y no sistémica. Algunos ejemplos de este tipo de
anticuerpos son los anti-CD3 (depletante de linfocitos T) , los anti-CD52 (Alemtuzumab)
depletantes masivos de poblaciones de linfocitos (156) y los anti-CD20 (Rituximab)
depletantes de linfocitos B (157).

A continuacion, nos enfocaremos en los anti-CD3, debido a que se conoce que estos
logran depletar especificamente a corto plazo linfocitos T efectores (incluyendo los
aloreactivos) y luego se promueve la generacién de Tregs. Hay trabajos que muestran
resultados prometedores en el uso de estos anticuerpos en distintos modelos animales
de trasplantes, asi como de enfermedades autoinmunes (158—-162). Ademas, éstos se
han ido perfeccionando a lo largo del tiempo para disminuir los efectos secundarios.
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El primer anti-CD3 utilizado en la clinica fue el OKT3 (Muromonab), un anticuerpo
murino monoclonal especifico para reconocer CD3 humano (163,164). Este anticuerpo
reconoce al CD3, una proteina de la membrana celular asociada al receptor de las células
T (TCR) y que forman el complejo CD3-TCR. La uniéon del anticuerpo contra el CD3
desencadena una secrecién masiva de citoquinas conocida como “tormenta de
citoquinas”, la cual lleva a efectos secundarios severos (165,166). Estos efectos
inmunogénicos estan relacionados a la regidon Fc del anticuerpo, reconocida por los
receptores (FcRs) presentes en las APCs que permite una unién con el complejo CD3-
TCR, lo que deriva en la activacion de la célula T (162). Siendo un anticuerpo de origen
murino, el OKT3 es altamente inmunogénico en humanos (167,168) y ademas posee
potentes propiedades mitogénicas que promueven la proliferacion de células T vy
secrecion de citoquinas. Los efectos secundarios mas observados para el OKT3 fueron
fiebre, nduseas, vomitos, dolor de cabeza, sumado a la presencia de sindromes “flu-like”.
Al margen de los efectos secundarios, los ensayos con el OKT3 han mostrados resultados
prometedores en trasplantes renales, hepaticos y cardiacos (169).

En vista de los efectos no deseados ocasionados por el OKT3, se comenzaron a
desarrollar otros anticuerpos anti-CD3 mediante ingenieria genética para
eliminar/disminuir estos efectos, destacandose cambios a nivel estructural de la
inmunoglobulina con mutaciones en la region Fc, a los que se les denomina “FcR-
nonbinding anti-CD3” (del inglés FNB anti-CD3). Asi se logré el desarrollo de anti-CD3
humanizados o enteramente humanos (Figura 1.3) (170-173) y también de los
fragmentos Fab del anti-CD3 murino que ha mostrado importantes efectos en la
prolongacion de trasplantes (160).
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OKT3 ChAglyCD3 hOKT3y1 (Ala-Ala) Nuvion NI-0401
Muromab Otelixizumab Teplizumab Visilizumab Foralumab
lgG2a lgG1 laG1 lgG2 lgG1
N297/A L234/A, L235A V234/A, V237/A L234/A, V235E
Fully mouse Chimeric and humanized Humanized Humanized Fully human

o Rodent origin o Human origin «  Point mutation

Figura 1.3. Nueva generacidon de anticuerpos anti-CD3 humanizados y completamente humanos.
Debido a los efectos no deseados mostrados por el anti-CD3 de origen murino OKT3 a causa de su
inmunogenicidad, se han desarrollado mediante ingenieria genética anticuerpos humanizados vy
totalmente humanos. Estos son modificados principalmente en la regidon Fc que es la responsable de
desencadenar los mecanismos inmunogénicos, conservando en las regiones Fab secuencias de origen
murino (Otelixizumab, Teplizumab y Visilizumab) o bien siendo totalmente humano (Foralumab).
Tomado de Kuhn & Weigner, 2016 Immunotherapy.

Los mecanismos de accion de los anti-CD3 en trasplantes y diferentes enfermedades
autoinmunes ocurren en dos etapas: una primera etapa inicial que se caracteriza por la
deplecion de linfocitos T y una segunda donde lo que predomina es la induccién de
mecanismos de tolerancia que promueven la generacién de linfocitos T reguladores
(Tregs) (159,161).

En la primera etapa de deplecién de linfocitos T efectores, el anticuerpo anti-CD3
reconoce la cadena épsilon del CD3 en el complejo CD3-TCR del linfocito y esto
desencadena una seiializacién de activaciéon. Sin embargo, esto es seguido por una
induccion de anergia o apoptosis, o bien ocurre un proceso llamado modulacién
antigénica donde la célula T queda impedida de reconocer antigenos a causa de la
internalizacion o desprendimiento del complejo CD3-TCR (159,174-176). Estos efectos
ocurren luego de la administracion del anti-CD3 y en un corto plazo. Posteriormente,
comienzan los efectos de induccidn de tolerancia a largo plazo que estaran a cargo de la
generacién de Tregs. Un posible nexo reportado entre estas dos etapas es que los
macrofagos fagocitan cuerpos apoptoticos resultantes de la etapa de deplecién T, lo que
desencadena la produccién de TGF-B (161), muy importante en respuestas inmunes
reguladoras e inductor de Tregs adaptativas CD4*FOXP3* (176). Ademds, TGF-f inhibe la
activacion y proliferacion de linfocitos T efectores y bloquea la maduracion de células
dendriticas (177,178). Al generarse las Tregs se logra regular la alorespuesta inhibiendo
a las células T efectoras, ya sea directamente o a través de la induccion de células
dendriticas con fenotipo tolerogénico (ver Figura 1.4).
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Figura 1.4. Mecanismo de induccién de
tolerancia por administracién de anti-CD3. La
unién del anti-CD3 al complejo CD3/TCR de la
célula T lleva a una primera etapa de
deplecién mediante induccién de anergia,
apoptosis o modulaciéon antigénica (privacién
del linfocito T de reconocer antigenos al
internalizar o desprender el complejo
CD3/TCR). Luego, se suscita una segunda
etapa de induccion de tolerancia donde a
partir de la fagocitosis de cuerpos apoptdticos
por los macréfagos se secreta TGF-f que
induce Tregs CD4'FOXP3*, permitiendo
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Unicamente el OKT3 fue aprobado en 1986 por la Administraciéon de Alimentos vy
Medicamentos de los Estados Unidos (del inglés FDA) para su uso en pacientes con
trasplantes de drganos sélidos. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, el
OKT3 mostro severos efectos secundarios y derivé en que se continuase trabajando en
el drea, surgiendo entonces los anticuerpos humanizados o enteramente humanos que
estan siendo evaluados en ensayos clinicos (162,179-182).

Conociendo las propiedades de induccion de tolerancia de los anti-CD3 con las
modificaciones en la region Fc que disminuyen significativamente los efectos no
deseados, es que surge el interés de aplicarlo en combinacion con otros farmacos en
protocolos de terapias para trasplante. De hecho, estos anticuerpos estan en etapa de
estudios y ensayos clinicos para trasplantes y enfermedades autoinmunes como la
diabetes tipo-1 (183).

A modo de resumen, en la Figura 1.5 se muestra, en forma esquematica, los blancos
terapéuticos de los distintos inmunosupresores utilizados en la clinica.
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Figura 1.5. Blancos moleculares de drogas y anticuerpos inmunosupresores en el linfocito T. A nivel
de la sefial 1 del TCR/CD3 tenemos al anticuerpo monoclonal anti-CD3 y rio abajo a los inhibidores de
la calcineurina: Ciclosporina y Tacrolimus. En la sefial 2 de coestimulacion CD80/86-CD28 se puede
bloquear la sefializacién con anticuerpos como el anti-CD154 mAb. En la sefal 3 de reconocimiento de
citoquinas inflamatorias se puede inhibir la sefializacién desencadenada por la IL-2 bloqueando su
receptor con anti-CD25 o bien con los inhibidores de mTOR como el Sirolimus. Otro punto de accidn de

los inmunosupresores es la sintesis de ADN, donde actua la Azatioprina, el micofenolato mofetil (MPA)
y el FK778. Tomado de Halloran, 2004, NEJM.

Del analisis exhaustivo de las bases inmunoldgicas de las respuestas aloreactivas que
llevan al rechazo de los trasplantes, surge el interés de encontrar blancos moleculares
gue se puedan regular farmacoldégicamente por drogas no inmunosupresoras y que
logren desencadenar mecanismos inmunomoduladores,
inmunosupresion general de los pacientes.

evitando los estados de

En este sentido, el grupo de investigacion del Laboratorio de Inmunoregulacion e
Inflamacién se viene dedicando al estudio de la regulaciéon del sistema inmune en
diferentes tipos de patologias, principalmente en cdncer, infecciones virales y
trasplantes (184-186). Especificamente en los trabajos que involucran a los trasplantes,
se ha visto que la prolongacidon de la sobrevida y la modulacién de la alorespuesta es
dependiente de la presencia de un canal iénico denominado TMEM176B (185), el cual
serd descrito a continuacion. En complemento a esto, la asociacién con el grupo de
disefio de farmacos de la Dra. Virginia Lépez (actualmente Laboratorio de Sintesis
Organica y Desarrollo de Farmacos), quienes han desarrollado un potente regulador de

este blanco farmacoldgico, permitio la ejecucion de los estudios de este trabajo que irdn
siendo abordados a lo largo del documento.
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TMEM176B como regulador de la respuesta inmune.

El estudio de la implicancia de los canales idnicos en inmunologia ha sido de mucho
interés en la ciencia y nuestro laboratorio se ha focalizado en estudiar especificamente
al canal catiénico TMEM176B, nombrado también “Tolerance-related and induced
transcript” (TORID) (187). De hecho, nuestro equipo de investigacion mostré por
primera vez la funcion de TMEM176B como un canal catidnico no selectivo y sensible a
entornos con pH acido.

TMEM176B es una proteina transmembrana que se encuentra localizada
intracelularmente en membranas de vesiculas y organelos (185,188). Este canal
pertenece a la familia de las proteinas transmembrana 4A (MS4A) que comparte un 30%
de identidad con su proteina homdloga TMEM176A, perteneciente también a la familia
MS4A (188,189). A nivel de 6rganos y tejidos, se encuentra altamente expresado en
organos linfoides primarios y secundarios, colon, pulmén e higado (188,190), mientras
que a nivel celular se expresa en células mieloides, principalmente en macréfagos y
células dendriticas (DCs), aungque también se lo ha identificado en células RORyT* como
las ILC3, linfocitos Th17 y Ty6 (191). En células dendriticas, la expresion de TMEM176B
se asocia a la modulacion de la maduracion (190,192).

Especificamente en células dendriticas, se conoce en ratéon que Tmem176b es expresado
tanto en DCs convencionales de tipo 1 y 2 (cDC1 y cDC2), estando mas altamente
expresado en las cDC2 (185,190,193). En relacidon con esto, se ha observado en los
ganglios drenantes del tumor que la expresion de Tmem176b en cDC2 es respaldada por
células T reguladoras, lo que sugiere una funcién inmunoreguladora de este canal (194).
Ademas, esto ha sido asociado a la regulacidn de la migracién de estas células (195).

Los principales mecanismos que le confieren su funcién inmunoreguladora conocidos
hasta el momento para este canal catidnico son: la presentacidn cruzada de antigenos y
la inhibicidn del inflamasoma NLRP3. TMEM176B esta localizado en membranas de
vesiculas como el aparato de Golgi, endosomas y fagosomas de células dendriticas
humanas y murinas (185,191,196), siendo un importante regulador del pH
endofagosomal al tratarse de un canal transportador de iones (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Mecanismos funcionales desencadenados por TMEM176B en DCs. TMEM176B promueve la
presentacion cruzada de antigenos e inhibe al inflamasoma NLRP3. Este canal se encuentra mayormente
presente en membranas de vesiculas endofagosomales donde equilibra las concentraciones idnicas en el
lumen del endosoma, regulando el pH hacia la neutralidad. Esta condicion es critica para desencadenar la
presentacion cruzada de antigenos a células T CD8* en moléculas de MHC-I. TMEM176B también inhibe al
inflamasoma NLRP3, regulando mecanismos iénicos dependientes de la disminucién de Ca?* citosélico que
posiblemente se dirija hacia el lumen endosomal a través de TMEM176B. Tomado de Hill, M. et al; 2022,
Frontiers in Cell and Develop. Biol.

En modelos de trasplantes de corazdn en ratas, se ha estudiado que la expresion de
Tmem176b estd asociada a la tolerancia inmune, detectando que los niveles de
expresion de Tmem176b en los animales que prolongaron a mediano y largo plazo el
trasplante eran significativamente mayores (188). En modelos de alotrasplante de piel
en ratones, se observd que en animales trasplantados y tratados con células dendriticas
tolerogénicas, necesitan de Tmem176b para ejercer su funcidn prolongar la sobrevida
del injerto (185). Por lo tanto, el papel de este canal a nivel de las células dendriticas
tiene implicancias en la modulacidn de la alorespuesta. Este efecto sobre los trasplantes
de piel por la expresion de Tmem176b en células dendriticas tolerogénicas es explicado
por la induccion de linfocitos T reguladores CD8*CD11c* (185). La presencia de
Tmem176b en las células dendriticas tolerogénicas es necesaria para la presentacion
cruzada de antigenos del donante, mecanismo que promueve la generacion de Tregs
CD8*CD11c* (185).
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La presentacion cruzada de antigenos es un mecanismo fisiolégico en donde una célula
dendritica procesa antigenos extracelulares y los presenta en moléculas de MHC de
clase | a células T CD8*, a diferencia de la via de antigenos exdgenos cldsica donde son
presentados en MHC de clase |l a los linfocitos T CD4*. Este mecanismo es posible gracias
a que las células dendriticas logran mantener un pH neutro fago/endosomal durante al
menos dos horas luego de la endo/fagocitosis (197). Nuestro equipo ha descrito que
TMEM176B regula el pH endofagosomal y que su delecion génica altera el pH
alcalinizandolo, afectando a la presentacidon cruzada (196). Esto se debe a que
TMEM176B es un canal idénico sensible a pH acido, detectando la acidificacion
endofagosomal, permitiendo que se active y regule la conductancia de cationes para
dejar un pH neutro (185). Esto sucede activamente en la DC para promover la
presentacion cruzada (197-202). Si bien se trata de un mecanismo que desencadena
respuestas inmunes, se conoce que en algunas circunstancias puede promover
tolerancia inmune (203), dejando a la generacién de Tregs CD8* (204). La funcién
reguladora de las Tregs CD8*CD11c*, ha sido caracterizada en otros modelos de
patologias inmunes, como por ejemplo en un modelo murino de artritis inducida por
colageno tipo-ll, modelo animal representativo de la artritis reumatoide en humanos
(205).

Se ha estudiado también a TMEM176B como molécula inmunoreguladora en otros
escenarios fisiopatoldgicos que involucran al sistema inmune, como por ejemplo en
tumores y en infeccidon viral de COVID-19 (184,186). En contextos tumorales, tanto la
delecién génica como la inhibicién farmacolégica de TMEM176B, desencadena
respuestas inmunes antitumorales mediante la accidn de linfocitos T CD8*, potenciando
los efectos de las inmunoterapias con anti-CTLA4 y anti-PD1 (184). En este sentido,
TMEM176B esta regulando respuestas efectoras que son necesarias para combatir los
tumores, favoreciéndose que estos logren evadir al sistema inmune y progresar. Por esta
razén, en contextos tumorales la inhibicién de TMEM176B es importante para el control
de la enfermedad.

La otra cara de la moneda ocurre en contextos de infecciones virales, como en la
enfermedad COVID-19 provocada por el coronavirus SARS-Cov2 causante de la
pandemia en el ano 2020. Esta infeccion se caracteriza por una hiperinflamacion y una
débil respuesta de los linfocitos T contra el virus (206-210). Lo que sucede es que la
inflamacién exacerbada en respuesta al virus, donde el inflamasoma se encuentra
activado, provoca una disfuncién en las células T que las lleva hacia un fenotipo exhausto
(211). TMEM176B controla la activacion del inflamasoma desencadenada por la
infeccion viral, lo cual permite modular la inflamacién y permitir que se restablezca la
funcionalidad de los linfocitos T cuando se aplica una inmunoterapia bloqueando el eje
PD-1/PD-L1 (186). En este caso, la presencia y accion de TMEM176B es favorable para
el control de la patologia.

En contextos de enfermedades autoinmunes, la logica del rol de TMEM176B es similar
al descrito en infecciones virales, aunque probablemente difiera en varios aspectos
mecanisticos. Trabajos no publicados de nuestro equipo, han mostrado en un modelo
de EAE (encefalopatia aguda experimental) utilizada como correlato de la Esclerosis
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Multiple en pacientes, que los animales Tmem176b”- desarrollan una enfermedad
clinica mas severa. Esto sugiere que TMEM176B es un factor protector en
autoinmunidad. En acuerdo con ello, se ha reportado que este canal estd expresado
genéticamente en pacientes con Esclerosis Multiple, donde la presencia de una
mutacion en la secuencia aminoacidica de TMEM176B estaria probablemente asociada
a la enfermedad, aunque esto ultimo no esta formalmente probado (212). Por otro lado,
se ha reportado en artritis reumatoidea, otra patologia autoinmune, que la expresiéon
de TMEM176B en sangre periférica ha sido asociada a la respuesta clinica de terapias
con anti-TNF (213). Todos estos datos y estudios conocidos acerca de TMEM176B en las
distintas patologias que involucran al sistema inmune, refuerzan la idea de Ia
funcionalidad de TMEM176B como proteina inmunoreguladora. Tomando en cuenta
trabajos previos (185) y lo descrito anteriormente, es esperable que en trasplantes la
accion de TMEM176B sea favorable para modular respuestas contra el rechazo, lo cual
sera profundizado en este trabajo.

Como se ha mencionado, en estudios realizados en contextos tumorales e infecciones
virales, TMEM176B es un inhibidor del inflamasoma NLRP3 (184,186). La activacion de
este multicomplejo es dependiente de los niveles citosdlicos de cationes y aniones,
destacandose el K*y el Ca?* (214-217). En ensayos con BMDCs estimuladas con LPS y
ATP, Nigericina o cristales de alumina, las células deficientes en TMEM176B mostraron
mayor liberacién de IL-1B y activacién de Caspasa-1 (184), indicando que TMEM176B
regula al inflamasoma NLRP3 inhibiéndolo. Esta inhibicién se ha visto que es a través de
un mecanismo de control del calcio citosélico por TMEM176B, permitiendo que se
activen los canales de potasio dependientes de calcio (184).

TMEM176B es una proteina que puede ser regulada farmacolégicamente, donde
nuestro grupo estd trabajando y ha patentado a Bayk8644 (bloqueador de canales de
Ca?*) (218) como un inhibidor de TMEM176B en el contexto tumoral, favoreciendo a que
se desencadenen respuestas antitumorales (184). Asi como BayK8644 actia como
inhibidor de la actividad de este canal, es posible que haya farmacos que promuevan la
actividad iénica de TMEM176B. En este sentido, se conoce que los acidos grasos nitrados
son activadores de canales idnicos de calcio TRP (219).

Estos compuestos han sido muy estudiados como potentes antiinflamatorios (220-222),
donde su accién sobre los canales de calcio TRPs (sigla en inglés “Transient Receptor
Potential”) ha sido descrita en el trabajo de J.M Beckel y W. de Groat (219). Estos canales
estan presentes en neuronas sensoriales primarias y cumplen una funcién importante
en la sensacién de dolor, incluido el que es asociado a la inflamacion. Este trabajo
muestra especificamente que los acidos grasos nitrados activan los canales TRP en estas
neuronas (223-225), produciendo una serie de cambios en ellas que concluyen en una
modulacidn y/o resolucién de las respuestas inflamatorias y de dolor.

Especulamos entonces que este tipo de moléculas sirvan como activadores de
TMEM176B, lo que permitiria obtener efectos inmunomoduladores favorables en la
aceptacion de trasplantes. En nuestro grupo, integrantes de los Laboratorios de
“Biologia Vascular y Desarrollo de Farmacos” y de “Sintesis Organica y Desarrollo de
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Farmacos” han estudiado a compuestos que contienen el grupo funcional nitroalqueno
como potenciales farmacos, habiendo disefiado y sintetizado nuevas generaciones de
moléculas con diferentes potencialidades farmacolédgicas dependiendo de la
enfermedad y su contexto.

Compuestos con el grupo funcional nitroalqueno como potentes farmacos
antiinflamatorios no convencionales.

En los ultimos afios, se ha avanzado en el estudio bioldgico de diferentes compuestos
que contienen el grupo funcional nitroalquenilo como potentes antiinflamatorios no
convencionales (en el sentido que no inhiben a ninguna de las COX). Por definicién,
llamaremos “compuesto nitroalqueno” a cualquier molécula organica que contenga un
grupo funcional nitroalquenilo, es decir un grupo nitro (-NO2) unido covalentemente a
un carbono insaturado (con doble enlace, Figura 1.7). Esta estructura determina la
generacion de un centro electrén atrayente en el carbono beta adyacente al grupo nitro,
determinando que estos compuestos sean potentes electréfilos. Esta propiedad les
permite a estos compuestos formar aductos covalentes reversibles mediante /la reaccion
de adicidon de Michael con residuos nucleofilicos de aminodcidos presentes en proteinas
como cisteinas e histidinas o tioles de bajo peso molecular (GSH o Cys libres) (226). La
reaccién de adicion de Michael es una adicién 1,4 (adicidon conjugada) de un carbanidn
(nucledfilo donador de Michael) a un doble enlace de un compuesto a, B insaturado
(electrdfilo aceptor de Michael) (Figura 1.8) (227).
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Figura 1.7. Esquema genérico de la estructura de un nitroalqueno
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Figura 1.8. Reaccion de adicion de Michael. Los nitroalquenos tienen la propiedad de generar un centro
electrén atrayente en el carbono beta adyacente al grupo nitro, lo cual permite formar aductos con
nucledfilos de bajo peso molecular o bien con residuos de cisteinas e histidinas de proteinas. Esta union
permite que los nitroalquenos puedan unirse en forma reversible con proteinas de importante interés
bioldgico donde pueden ejercer diferentes efectos. Adaptado de: Villacorta, L. et al; 2016; Frontier in
Biosciences

Existen nitroalquenos que se sintetizan in vivo, en forma enddgena (228). Por ejemplo,
los acidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico conjugado (cLA) pueden ser
nitrados en el organismo de forma natural. Esta nitraciéon endégena puede ocurrir en
acidos grasos provenientes de la dieta o fuentes enddgenas que reaccionan con especies
reactivas del nitrégeno (por ejemplo: radical éxido nitrico, peroxinitrito y acido nitroso)
junto a mediadores inflamatorios como radicales superéxidos, perdxido de hidrégeno y
radicales peroxilo lipidicos (228,229). La formacién mediante reacciones por radicales
libres ocurre generalmente en sitios con condiciones inflamatorias y de estrés oxidativo,
aunque también pueden sintetizarse en el estémago con fuentes de acidos grasos
insaturados y grupos nitro provenientes de la dieta, siendo catalizada la reaccién de
sintesis por el 4cido presente en el estémago (Figura 1.9).
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*NO

Figura 1.9. Sintesis enddgena de nitroalquenos. Los acidos grasos nitrados pueden ser sintetizados en
forma enddgena en el organismo mediante dos formas. En condiciones inflamatorias y de estrés
oxidativo pueden ser formados mediante reacciones con radicales libres como se muestra a la izquierda
de la figura. Otra forma es la formacidon en el estdmago, donde la presencia de acido cataliza la sintesis
a partir de fuentes dietéticas de grupo nitro como se muestra a la derecha. Tomado de: The physiological
generation of nitro-fatty acids; B.A. Freeman; http://www.pharmacology.us/Faculty/BruceFreeman)

Debido a la reactividad de las cisteinas e histidinas, los nitroalquenos son capaces de
formar aductos con proteinas de relevancia biolégica, causando efectos importantes en
determinados contextos. Se ha estudiado que los nitroalquenos derivados de acidos
grasos tienen potentes propiedades antiinflamatorias debido a que pueden actuar sobre
importantes componentes y vias de sefializacion de procesos inflamatorios o
antiinflamatorios. Es asi que se ha mostrado que los nitroalquenos inhiben las vias
proinflamatorias NF-xB y el inflamasoma NLRP3 (230-232), mientras que activan vias
antiinflamatorias, citoprotectoras y antioxidantes como Nrf2-Keap1 (233), PPAR-y (234)
y Heat Shock Factor-1 (HSF-1) (235) (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Vias de sefializacion de los nitroalquenos derivados de acidos grasos. A) Activacion de HSR:
se unen a HSP70 que deriva en la liberacidn y traslocaciéon al nicleo de HSF-1 para inducir expresién de
genes dependientes de HSR. B) Activacion de Nrf2-Keapl: Se unen a Keapl que provoca la disociacion y
translocacion al nucleo de Nrf2 para inducir la expresion de genes antioxidantes. C) Inhibicién de NF-kB:
Se unen a la subunidad p65 impidiendo su translocacién al nlcleo y la expresion de citoquinas
proinflamatorias dependientes de esta via. D) Activacién de PPAR-y: se unen covalentemente a los
receptores PPAR y actlan como agonistas parciales, estimulando la transcripcion génica. Tomado de
Delmastro-Greenwood, Freeman y Wendell, 2014, Annu. Rev. Physiol.

Los primeros hallazgos acerca de los nitroalquenos como compuestos antiinflamatorios
han mostrado que los acidos grasos nitrados inducen a la enzima antioxidante y
citoprotectora Hemoxigenasa-1 (HO-1) en células endoteliales, esto de manera
dependiente e independiente a la activacién de la via Nrf2-Keapl (236,237). A la
induccion de esta enzima se le atribuyen importantes propiedades antioxidantes y
citoprotectoras (238), ademds de haberse reportado que HO-1 modula el rechazo de
trasplantes (239,240). Por este motivo, a la induccién de HO-1 la consideraremos para
estudiarla como posible mecanismo inmunomodulador de la alorespuesta por
nitroalquenos, describiendo mas adelante sus caracteristicas y propiedades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras.

Como se menciond anteriormente, otro efecto relevante para nuestro trabajo es que
los nitroalquenos pueden tener relevancia en diferentes procesos bioldgicos como la
regulacién de canales idnicos. En particular se ha estudiado que los acidos grasos
nitrados son capaces de regular canales de transporte de cationes, especificamente los
TRP (del inglés Transient Receptor Potential) (219).

Desarrollo de nitroalguenos de segunda vy tercera generacidn

El grupo de investigacion de los Doctores Carlos Batthyany y Virginia Lopez del
Laboratorio de Biologia Vascular y Desarrollo de Farmacos y del Dr. Carlos Escande del
Laboratorio de Patologias del Metabolismo y el Envejecimiento del Institut Pasteur de
Montevideo, han trabajado en el disefio, sintesis y caracterizacién de propiedades
farmacoldgicas de nuevos compuestos nitroalquenos. Lo racional de estudiar estas

34



Efecto de la activacion de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes

nuevas familias farmacoldgicas surge a partir del descubrimiento que los acidos grasos
insaturados y nitrados (descritos in vivo) poseen muchas propiedades benéficas para el
organismo, pero desde un punto de vista farmacoldgico presentan la desventaja de que
pierden las propiedades del grupo nitroalqueno de manera muy rapida. Durante su
metabolizacion, no solo son catabolizados a través de la de la -oxidaciéon de acidos
grasos, sino que son rapidamente saturados a nivel hepatico, perdiendo las propiedades
electrofilicas del grupo nitroalqueno que es como ejercen sus acciones bioldgicas sobre
los blancos moleculares deseados. La aduccion a tioles de proteinas plasmaticas como
la albimina también puede afectar a la biodisponibilidad de estos compuestos y afectar
su accion farmacoldgica (241). En funcidn de dichas observaciones y tomando en cuenta
las diferentes patologias a tratar, es que dichos investigadores comenzaron a disefiar
nuevos farmacos tratando de preservar el grupo funcional nitroalqueno, asociandolo a
sillares estructurales que mejoren su biodisponibilidad y la especificidad de los mismos
en diferentes patologias.

Es asi que surgen los nitroalquenos de segunda generacion derivados del a-tocoferol o
comunmente conocido como vitamina E (242). El raciocinio en el disefio de estos
nitroalquenos basados en la estructura compleja del a-tocoferol compuesta por un
grupo cromanol y una cola isoprenoide, consistié en adicionar el grupo nitroalqueno
unido al cromanol para lograr su transporte hacia las placas de ateroma
especificamente, donde buscaban que ejerciera la funcién antiinflamatoria propia de los
nitroalquenos (Figura 1.11).

NO,
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Figura 1.11. Estructura del a-Tocoferol (izquierda) y del Nitroalqueno del a-tocoferol, NATOH (derecha).
Tomado de Rodriguez-Duarte et al, 2019, Br J Pharmacol.

A diferencia de los acidos grasos, el transporte y procesamiento del a-tocoferol en el
organismo luego de que es ingerido y absorbido se transporta por los quilomicrones
hacia el higado, luego es captado por proteinas transportadoras de tocoferoles como la
o-TTP (del inglés a-tocopherol transport protein) y distribuido hacia el organismo por
lipoproteinas de baja densidad (LDL), permitiendo la llegada intacta de la estructura y el
grupo nitroalqueno a los sitios especificos con mayor biodisponibilidad (243). Este
nitroalqueno ha sido estudiado como potencial farmaco modulador de la inflamacién
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cronica a bajo grado presente en las placas de ateroma en aterosclerosis. El NATOH ha
sido mostrado que es capaz de inhibir NF-xB y activar Nrf2-Keap1 in vitro y previene in
vivo la formacién de placas de ateroma en la aorta, esto ultimo realizado en un modelo
murino de aterosclerosis con ratones ApoE” alimentados con dieta alta en grasas (244).

En esta segunda generacién de nitroalquenos derivados de la vitamina E también se
sintetizaron y caracterizaron formas hidrosolubles usando como molécula base el
Trolox, basdndose su estructura en la del a-tocoferol que carece de la cola isoprenoide.
Se destaca entre estas moléculas al nitroalqueno denominado NATxO0, derivado del
Trolox al cual se le adiciond el grupo funcional, como se muestra en la Figura 1.12. El
NATx0 se ha mostrado como un potencial antiinflamatorio no convencional que inhibe
NF-kB y al inflamasoma NLRP3 in vitro, disminuye los niveles de IL-13 en un modelo
murino de inflamacién aguda con inyeccién de LPS y disminuye en un modelo murino
de obesidad inducida por dieta la inflamacién en tejido muscular y la intolerancia a la
glucosa mejorando la homeostasis (232).
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Figura 1.12. Estructura del a-tocoferol (arriba) y su derivado hidrosoluble Trolox (abajo, izquierda), al
que se le sustituye la cola isoprenoide por un grupo carboxilo, agregando luego en esta posicion el
grupo nitroalqueno para dar la estructura del NATxO (abajo, derecha). Tomado de Dapueto et al, 2021,
Redox Biol.

36



Efecto de la activacion de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes

La caracterizacion y el estudio de estos nitroalquenos de segunda generacién ha
sugerido que sin importar la molécula base en la que se adicione al grupo funcional
nitroalqueno, se conserva en gran medida las propiedades fisicoquimicas y sus efectos
como potentes antiinflamatorios, sumado al aporte que puede dar el sillar estructural
mejorando la biodisponibilidad y las propiedades farmacoldgicas y farmacocinéticas.

Aqui surge un nuevo portfolio de nitroalquenos de tercera generacion derivados de
farmacos conocidos en la medicina como son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs). El razonamiento en el disefio y sintesis de estos compuestos es que la adicién
del grupo nitroalqueno que trae las propiedades antiinflamatorias conocidas de las
generaciones anteriores, mejore y potencie a las ya presentes en los farmacos. En este
grupo de compuestos se destaca al Nitroalqueno del dcido salicilico: dcido 5-(2-
nitroetenil) salicilico (SANA) cuya estructura se muestra en la Figura 1.13 (245).

OH
OH

OH
OH
Acido salicilico ] Nitroalqueno del acido S’a|ICI|ICO:
Acido 5-(2-nitroetenil) Salicilico (SANA)

Figura 1.13. Estructura quimica del acido salicilico (izquierda) y del Nitroalqueno del acido salicilico,
SANA (derecha).

El acido salicilico (o su forma desprotonada salicilato) es el precursor del
antiinflamatorio no esteroideo mas utilizado en la medicina, el acido acetilsalicilico,
comercialmente conocido como Aspirina®. El salicilato ha sido aislado en 1828 por el
quimico aleman Joseph Buchner de la corteza del sauce, siendo en realidad el extracto
activo salicina que afios mas tarde en 1838 el quimico italiano Raffaele Piria logré
convertirla por oxidacién a acido salicilico. Sin embargo, desde las antiguas civilizaciones
ya se conocia que la corteza del sauce lograba reducir la fiebre y aliviar dolores, siendo
utilizada como planta medicinal a lo largo de la historia. El problema del acido salicilico
fue que mostraba efectos secundarios complejos, principalmente irritacién gastrica, lo
cual fue remediado al acetilar el grupo hidroxilo, surgiendo en 1897 por Felix Hoffman
el 4cido acetilsalicilico en forma de polvo (246).

El acido acetilsalicilico es conocido por sus efectos analgésicos y antiinflamatorio y su
mecanismo de accién es a través de la inhibicion de enzimas ciclooxigenasas (COX)
involucradas en las sintesis de prostaglandinas, sustancias sintetizadas a partir del acido
araquidonico que tienen un papel importante a nivel vascular, sanguineo, sistema
nervioso y musculos, favoreciendo el desarrollo de inflamacidén y dolor (247).
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El salicilato no es un AINE estrictamente ya que no inhibe a la COX de manera
significativa. Sus efectos antiinflamatorios son mas bien dependientes de otros
mecanismos de accién que se han reportado mas recientemente y que involucran la
inhibicion de la via proinflamatoria NF-kB (248,249), la activacién de la enzima AMPK
que enciende reacciones catabdlicas (250) y la induccién de la polarizacién de
macréfagos hacia un fenotipo M2 a través de HO-1 (251). Ademas, su dimero (Salsalato)
mostré importantes efectos beneficiosos en ensayos clinicos de obesidad, diabetes tipo
Il y enfermedades cardiovasculares (252—255). Ademas, se ha estudiado en ratas que el
salicilato prolonga la sobrevida de trasplantes de corazén donde comparado al acido
acetil salicilico, incrementa la actividad fibrinolitica de la sangre y esto seria importante
para prevenir el rechazo de trasplantes (256,257).

Sin embargo, el salicilato debe utilizarse a concentraciones muy altas para lograr ejercer
dichos efectos terapéuticos (en el orden de gr/dia), dificultando su utilizacién a nivel
clinico. Esto permite pensar en posibles modificaciones quimicas en la molécula del
salicilato que puedan mejorar y potenciar sus propiedades, permitiendo un uso en
concentraciones mas bajas.

Tomando esto en cuenta, en el laboratorio sintetizamos y caracterizamos el nitroalqueno
del dcido salicilico (esquema de sintesis en Figura 1.14A) con la finalidad de mejorar los
efectos de este fadrmaco y ademds incorporarle otras propiedades farmacoldgicas que
confiere el propio grupo nitroalquenilo.

Durante mis estudios de Maestria, estudiamos las principales propiedades
fisicoquimicas, en particular su reactividad como electrdfilo, asi como algunos de los
efectos antiinflamatorios previamente reportados para otros nitroalquenos.

A continuacién, analizaremos los principales resultados obtenidos en este sentido
durante mis estudios de Maestria y que forman parte de los resultados experimentales
sobre los que generamos la hipdtesis de trabajo de mi tesis Doctoral.

La caracterizacidn fisicoquimica de este compuesto nos dio como resultado que el SANA
es un potente compuesto electréfilo que es capaz de reaccionar formando aductos con
nucledfilos de bajo peso molecular como el B-mercaptoetanol y el glutation (GSH). Esta
reactividad electrofilica ha sido caracteristica de los nitroalquenos de generaciones
anteriores. Esto se ha estudiado mediante analisis de espectrofotometria y por
cromatografia liquida de alta presién (HPLC). En el andlisis de la reaccidon del SANA con
ambos compuestos por espectrofotometria se observa la desaparicion progresiva del
pico de maxima absorcién del SANA (360 nm) luego de la adiciéon de los tioles,
apareciendo un punto isosbéstico y un nuevo maximo de absorciéon a 300 nm, lo que
sugiere la formacién de un nuevo aducto covalente (258) (Figura 1.14B y C). Este nuevo
aducto covalente del SANA con dichos compuestos fue confirmado por LC-MS, donde
pudimos caracterizarlo (Figura 1.15). Ademas, dado que la reaccidn se inhibe en medio
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acido, se plantea que el aducto sea producto de una reaccion de adiciéon de Michael
(259).
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Figura 1.14. Sintesis y caracterizacion de SANA como electréfilo. A) Esquema resumido de sintesis del
SANA a partir del acido 5-formil salicilico. B) SANA (10 uM) se solubilizé en buffer fosfato (20 mM) pH
7.4y se incubd con B-Mercaptoetanol (BME, 100 uM) o glutatién reducido (GSH, 100 uM). El espectro
de la reaccion se obtuvo entre 200-600 nm, analizando cada 60 s. C) SANA (20 uM) se solubilizé en buffer
fosfato (100 mM) pH 7.4 0 7.2, incubandose 40 minutos a temperatura ambiente con 3-Mercaptoetanol
(BME, 50 uM). Finalizada la reaccidn se inyecté en una columna de RP-HPLC C30 250 x 4.6 mm, en un
gradiente 5-55% de fase B (acetonitrilo + 0.1% acido férmico) en 30 minutos. Fase A: agua + 0.1% acido
formico. Se registraron sefales a 360 nm. (A) y (B) tomados de Cal et al, 2025, Nature Metab.
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Figura 1.15. Caracterizacion de la reactividad electrofilica de SANA por LC-MS. Se incubé SANA (10
mM) con GSH (20 mM) o con BME (14 mM) en buffer fosfato 100 mM, pH 7.4. Luego de finalizada la
reaccion, se inyectd directamente en espectrémetro de masa acoplado a un HPLC (LC-MS) en fase inicial
de Acetonitrilo 30%, acido formico 0.1%. Para ambas reacciones se analizé en modo negativo el espectro
de masa total (Full MS), detectando el pico de SANA (m/z= 208.02) y los respectivos aductos (SANA +
GSH m/z=515.11; SANA + BME m/z= 286.04). Para confirmar que estos picos se tratan de los aductos,
se realizé la fragmentacion (MS/MS) de los mismos, obteniéndose un pico mayoritario correspondiente
al SANA. La diferencia de m/z entre aducto y SANA, coincide con el de los nucleéfilos (GSH = 307, BME

=78).
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Como siguiente etapa a la caracterizacion fisicoquimica, se realizaron estudios de los
mecanismos de accion antiinflamatoria del SANA. Tomando en cuenta las propiedades
antiinflamatorias del sillar estructural (el salicilato) y las de los nitroalquenos derivados
de dacidos grasos y del a-tocoferol, se procedid a estudiar el efecto del SANA sobre las
principales vias de sefalizacidn involucradas en procesos inflamatorios. En lo que
respecta a vias proinflamatorias, el SANA inhibe la activacion y ensamblado del
inflamasoma NLRP3, ademas de inhibir la via dependiente de NF-kB cuando se analiza
la expresién de dos citoquinas dependientes de ella (Figura 1.16).
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Figura 1.16. SANA inhibe el inflamasoma NLRP3 y NF-kB. A) SANA inhibe la liberacion de IL-1
dependiente del inflamasoma NLRP3. Macréfagos THP-1 fueron estimulados con una primera sefial de
LPS (250 ng/mL, 3 hs) seguido de una segunda sefial con ATP (5 mM, 45 minutos). Las células fueron
tratadas con SANA/Salicilito junto a la primera o segunda sefial. Se colectaron los sobrenadantes para
medir IL-1B por ELISA. Datos mostrados como media + desvio estdndar (SD) de tres experimentos
independientes. B) SANA inhibe la expresidn génica de IL-6 y TNF-a., reporteros de NF-kB. Macréfagos
THP-1 fueron tratados con SANA/Salicilato por 2 hs. Luego se estimularon las células con LPS (1 ug/mL,
3 hs). Después de la estimulacidn se extrajo mARN con Trizol para analizar expresion génica por qPCR.
Datos mostrados como media * SD de tres experimentos independientes. Prueba estadistica ANOVA-one
way, multicomparacién Tukey, (*) p <0.05.
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En otro punto, el inflamasoma NLRP3 tiene una implicancia en el desarrollo de la
alorespuesta que lleva al rechazo (260-264) y SANA es capaz de inhibirlo, lo que también
es una razoén para que este compuesto pueda modular la alorespuesta.

Recientemente, este compuesto ha mostrado efectos beneficiosos en modelos murinos
de obesidad inducidos por dieta rica en grasas, esteatosis hepdtica y resistencia a la
insulina a través de la estimulacidn de mecanismos metabdlicos a nivel de la respiracién
mitocondrial y termogénesis en tejido adiposo (259). Ademas, SANA fue sometido a
distintas pruebas para evaluar toxicidad y seguridad que fueron requeridas para realizar
el ensayo clinico en humanos, desarrolldandose la Fase-l a/b en Australia la cual fue
culminada con éxito (259).

Como parte de los nitroalquenos de tercera generacion, nuestro grupo también ha
sintetizado un compuesto que tiene gran similitud estructural con el SANA, que se
diferencia Unicamente en la ausencia del grupo hidroxilo presente en la estructura
quimica del acido salicilico. Este compuesto consiste en el dcido (E)-4-(2-nitrovinil)
benzoico (BANA), un nitroalqueno derivado del dcido benzoico (265)(Figura 1.17).

@) @)

OH S

O,NX

Acido benzoico Nitroalqueno del acido benzoico
Acido E-4-(2-nitrovinil) benzoico (BANA)

Figura 1.17. Estructura quimica del acido benzoico (izquierda) y del Nitroalqueno del acido benzoico,
BANA (derecha).

El acido benzoico es el sillar estructural de este nitroalqueno, el cual ha sido
caracterizado por ser una molécula ampliamente usada como conservante de alimentos
gue es excretada en la orina (266), ha sido utilizada farmacoldgicamente para
tratamiento en desérdenes del ciclo de la urea en nifios (267) y se ha mostrado que
ejerce efectos neuroprotectores en modelos experimentales de enfermedad de
Parkinson y Alzheimer (268,269). Al igual que el acido salicilico, se necesitan
concentraciones muy altas de benzoico para lograr un efecto terapéutico en humanos.
En el mismo sentido que se razond con el SANA, el agregado del grupo funcional
nitroalqueno puede mejorar este aspecto. E| BANA ha mostrado un efecto beneficioso
en un modelo experimental de esclerosis lateral amiotréfica (ALS) (270), enfermedad
neurodegenerativa muy severa que progresivamente provoca paralisis por la
destrucciéon de neuronas motoras. El efecto mostrado en este estudio fue el
enlentecimiento de la progresidon de la pardlisis en los animales tratados con BANA,
observando una disminucion de la microgliosis a través de un mecanismo dependiente
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de la inhibicién de NF-kB. Dada su similitud estructural con el SANA vy las propiedades
gue hasta el momento se conocen, el BANA puede ser otra posible herramienta
farmacoldgica para inducir la inmunomodulacién de la alorespuesta en trasplantes.

Hemos visto que el inflamasoma NLRP3 es inhibido por los nitroalquenos y modulado
por TMEM176B. Este se trata de un complejo multiproteico citosélico que al activarse
se ensambla para encender a la Caspasa-1, proteasa que cliva a las interleuquinas IL-13
e IL-18, importantes citoquinas proinflamatorias (271). Existen diferentes tipos de
inflamasomas (272-275), aunque todos tienen en comuin que necesitan dos sefales
para su activacion, una primera de cebado (“priming”) y una segunda de ensamblado.
En particular, el inflamasoma NLRP3 se activa mediante una primera sefial de peligro
como por ejemplo lipopolisacaridos bacterianos (LPS) y una segunda que promueva el
ensamblado mediante cambios en el gradiente idnico de potasio y calcio, como pueden
ser el ATP, cristales de colesterol (276), cristales de urato o nigericina. Hay trabajos que
muestran un papel importante del inflamasoma NLRP3 y la IL-1B en promover la
respuesta inmune que lleva al rechazo de trasplantes (260-264), lo cual nos llevé a
pensar como posibilidad que TMEM176B y SANA modulen la alorespuesta a través de la
inhibicién del inflamasoma.

Ademas, y como ya mencionamos, los nitroalquenos inducen a HO-1 (236,237), enzima
antioxidante y citoprotectora que ha sido mostrada en bibliografia previa que ejerce
importantes efectos favorables en modelos de alotrasplantes de corazén (239,240).
Debido a la relevancia que toma en este trabajo, describiremos a continuacién a esta
enzima.

Hemoxigenasa-1 cumple funciones inmunomoduladoras en trasplantes

Hemoxigenasa-1 (HO-1) es una enzima que tiene funciones citoprotectoras y
antioxidantes, cuyo sustrato principal son las moléculas de grupo hemo (Protoporfirina
IX de hierro) que se encuentran libres sin estar asociadas a hemoproteinas. Las
moléculas de hemo cuando se encuentran en forma libre son prooxidantes debido a que
desencadenan la produccién de radicales libres como por ejemplo especies reactivas del
oxigeno (ROS), generdndose condiciones de estrés oxidativo (238).

En humanos y roedores existen dos isoenzimas Hemoxigenasas, llamadas
Hemoxigenasa-1 (HO-1) y Hemoxigenasa-2 (HO-2). Ambas son expresadas por los genes
HMOX1y HMOX2 respectivamente, siendo que HO-1 se caracteriza por ser de expresion
inducible mientras que HO-2 es constitutiva. Esta diferencia en la expresidon de ambas
hace mas probable una rapida inducciéon de HO-1 en condiciones de estrés oxidativo
previniendo la muerte celular en respuesta a agonistas proinflamatorios (238), mientras
gue HO-2 al ser constitutiva es menos probable que ejerza funciones citoprotectoras
frente al hemo libre. Las hemoxigenasas catalizan la degradacién de hemo en forma
libre, dando como productos hierro Fe?*, mondxido de carbono (CO) y biliverdina (BV).
El Fe?* pasa a formar parte de complejos con ferritinas como forma de almacenamiento
de hierro y la biliverdina es convertida por la biliverdina reductasa (BVR) a bilirrubina
indirecta. Esta accion de las hemoxigenasas generando estos productos finales
determinan efectos bioldgicos de citoproteccion (Figura 1.18).
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Figura 1.18. Degradacién de hemo libre por HO-1. El hemo en forma libre puede catalizar la formacién
de radicales hidroxilos que generan citotoxicidad. HO-1 degrada el hemo libre a biliverdina (BV)
(convertida luego a bilirrubina por la biliverdina reductasa, BVR), mondxido de carbono (CO) y hierro
(Fe) que luego es almacenado en ferritinas (FtH). Estos productos finales promueven efectos
citoprotectores. Tomado de Gozzelino, R., 2010, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.

La expresion de HO-1 es regulada principalmente a nivel transcripcional por la via
antiinflamatoria/antioxidante Nrf2-Keapl. Nrf2 es un factor de transcripcidon que en
estado basal estd localizado en el citosol unido a Keap1, la cual lo mantiene secuestrado
e inactivo. En condiciones inflamatorias o de estrés oxidativo, moléculas electréfilas y
ROS reaccionan con las cisteinas de Keap1 ocasionando un cambio conformacional que
permite la liberacidon de Nrf2 y su posterior translocacién al nucleo. En el nucleo, el factor
Nrf2 se une a promotores de genes de elementos de respuesta antioxidante (ARE, sigla
en inglés) que codifican la expresidn de enzimas de fase 2 con funciones detoxificantes,
antioxidantes, citoprotectoras y antiinflamatorias (277,278). Entre este grupo de
enzimas se encuentra HO-1, codificada por el gen HMOX1 englobado en los ARE (238)
(Figura 1.19).
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Figura 1.19. Mecanismos moleculares de la via Nrf2-Keap1. En condiciones basales, Nrf2 se encuentra
inactivo en el citosol unido a Keap1, siguiendo las rutas de degradacion de proteinas en caso de ausencia
de activacién. En condiciones de estrés oxidativo, electréfilos y ROS reaccionan con cisteinas de Keapl
liberando a Nrf2 para su translocacién al nucleo, uniéndose a promotores de genes ARE que codifican la
expresion de enzimas detoxificantes de fase 2 y proteinas antioxidantes. Tomado de Motohashi, H. et al;
2004, Trends in Mol. Medicine.

Como se ha mencionado, los nitroalquenos son activadores de la via Nrf2-Keap1 debido
a sus propiedades electrofilicas que les permite reaccionar con cisteinas reactivas de
Keapl permitiendo liberar el factor para que se transloque al nucleo e induzca la
expresion de las enzimas de fase 2 (233,235). Ademas, se ha mostrado que el dcido acetil
salicilico induce la expresién de HO-1 a través de la activacién de Nrf2 (279) y el salicilato
induce conversion de tejido adiposo blanco a un similar marrén (“beiging”) por la
polarizacién de macroéfagos M2 debido a la inducciéon de HO-1 (251), sugiriendo estos
datos que el SANA pueda ser también un inductor de HO-1.

HO-1 es por tanto una enzima inducible y su expresion depende principalmente de la
activacion de Nrf2-Keapl. Se conoce que esta via es activada es por electréfilos que
actuan sobre Keap1l, aunque también se ha reportado que existen otras vias que activan
Nrf2-Keapl e inducen HO-1. Ademas, también se ha reportado que los nitroalquenos
derivados de acidos grasos pueden inducir la expresiéon de HO-1 a través de la regulacion
de ERK (280), una proteina sefalizadora perteneciente a las proteinas quinasas activadas
por mitdgenos (MAPKs) que describiremos a continuacién.

Determinadas vias de las MAPKs pueden llevar a la induccién de HO-1 (281-284). Estas
proteinas sefializadoras responden a diversos estimulos de estrés celular vy
funcionalmente estan relacionadas al crecimiento y a desencadenar mecanismos
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reguladores contra el estrés. En los vertebrados, las tres principales vias MAPKs son la
quinasa extracelular regulada por sefializacién (ERK), c-Jun quinasa N-terminal (JNK) y
p38. Las vias de las MAPKs consisten en una cascada de sefializacién mediante sucesivas
fosforilaciones de quinasas que son desencadenadas por estimulos externos
reconocidos por receptores tirosina-quinasa de la membrana celular. En el caso de ERK,
los estimulos que la activan son factores de crecimiento, hormonas y citoquinas,
mientras que JNK y p38 es por estimulos de estrés celular y proinflamatorios (285). La
secuencia de fosforilaciones consiste en tres médulos de quinasas: MAPKKK, MAPKK y
MAPK. Las MAPK al ser fosforiladas son activadas y se translocan al nucleo para fosforilar
a los correspondientes factores de transcripcion, siendo dicha modificacién crucial para
la expresién génica de importantes proteinas relacionadas a respuestas al estrés,
proliferacion y diferenciacion (Figura 1.20).
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Figura 1.20. Via de las MAPKs ERK, JNK y p38. La via de las MAPKs consiste en una cascada de
sefializacidn por fosforilacion que se desencadena a partir de un estimulo externo a través de receptores
tirosina-quinasa (RTKs), componiéndose por tres mddulos de quinasas que son las MAPKKK que
fosforilan a las MAPKK y estas después a las MAPK. Estas uUltimas se translocan al nucleo y fosforilan a
los factores de transcripcién para ejecutar su accidn correspondiente. Estas vias estdn relacionadas a
funciones de proliferacién , diferenciacion y a respuestas de estrés. Tomado de Pua, L.J.W et al.; 2022;
Int. J. Mol. Sci.

La activacion de estds tres vias estdn relacionadas a la expresion de HO-1 a través de
diversos mecanismos. En el caso de ERK, su activacion en fibroblastos tratados con Eckol
(compuesto florotanino presente en algas) contribuye a la expresiéon de HO-1 a través
de la fosforilacion de Nrf2 (281) y en células LMH (hepatoma de ave) el arsenito induce
HO-1 via ERK (282). Por otro lado, se ha reportado que JNK induce en hepatocitos de
rata la expresiéon de HO-1 (283), asi como p38 también la promueve por el tratamiento
de fitofenoles y curcumina en células epiteliales renales porcinas (284) y por arsenito en
células LMH (282).

Otro mecanismo regulador de HO-1 y de Nrf2-Keap1 es la via de sefializacidn fosfatidil
inositol 3-quinasa/Akt (PI13K/Akt). En este sentido, la activacién mediante fosforilacion
de Akt permite que Nrf2 sea fosforilado y en consecuencia se active translocandose al
nucleo para inducir la expresion de HO-1 (286) (Figura 1.21). Ademas, se ha reportado
gue HO-1 puede ser fosforilada por Akt de manera postranscripcional (287).
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Figura 1.21. Expresion de HO-1 dependiente de PI3K/Akt. La activacion de Akt por fosforilacion de Ser473
y Thr308 permite que esta quinasa fosforile blancos importantes para distintas funciones celulares.
Dentro de esos blancos se encuentra la via Nrf2-Keap1, permitiendo la activacién de Akt la disociacién de
Nrf2 y su translocacién al nucleo para inducir la expresiéon de HO-1. Tomado de Zhang, B. et al; 2016;
Molecules.

La via PI3K/Akt es importante en la regulaciéon del metabolismo de la glucosa, la
respuesta inflamatoria y la proteccion de la célula contra factores de estrés (288). Las
PI3K de clase | son quinasas que fosforilan al lipido fosfatidil inositol y sus derivados en
la posicién 3 del anillo inositol (289,290), el cual al ser fosforilado recluta proteinas que
actuaran como efectores de la via PI3K. Uno de los principales efectores es la proteina
guinasa Akt, siendo reclutada a la membrana plasmatica por el fosfatidil inositol (3,4,5)-
trifosfato (PIP3) junto a PDK1 y mTORC2, donde serd fosforilada y activada. La activacion
total requiere de la fosforilacion en dos sitios: en la treonina 308 (Thr308) y en la serina
473 (Ser473), catalizados por PDK1 y mTORC2 respectivamente (291). Una vez activada,
Akt regula funciones relacionadas a la sintesis de proteinas, expresidn génica y
supervivencia celular, siendo los blancos directos mas estudiados la glucégeno sintasa
quinasa 3 (GSK-3) y los complejos TSC1/2 que regulan la via mTORC1 (154,289) (Figura
1.22). Ademas, la activacion de la via PI3K/Akt regula la maduracion y las funciones de
las células dendriticas (292), lo que sugiere que pueda modular la respuesta inmune.
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Figura 1.22. Mecanismos de sefializacion de la via PI3K/Akt. Ante el reconocimiento de un estimulo
como la insulina, se activa mediante sefalizaciones de receptores a la quinasa PI3K que fosforila al
fosfatidil inositol (PIP2) de la membrana celular, convirtiéndolo a fosfatidil inositol trifosfato (PIP3). El
PIP3 recluta a la membrana a PDK1, mTORC2 y Akt, lugar en que ocurre la activacién de Akt mediante
fosforilacion de Ser473 catalizada por mTORC2 y de Thr308 catalizada por PDK1. La activacidon de Akt
desencadena la regulacién de diversas funciones actuando sobre blancos vinculados a la sintesis de
proteinas, expresion génica y funciones de supervivencia celular, destacandose los complejos TSC1/2 de
la via mTORC1, FOXO1 y GSK-3. Tomado de Acosta-Martinez, M. et al; 2022, Int. J. Mol. Sci

La importancia de que HO-1 sea inducible y expresada a través de diferentes
mecanismos de regulacion, se debe a su relevancia funcional ya que se trata de una
enzima citoprotectora, antioxidante y antiinflamatoria. También se ha estudiado y
pasaremos a analizar el papel de HO-1 a nivel del sistema inmune, con propiedades
moduladoras tanto a nivel innato como adaptativo.

Se conoce que la expresidn de HO-1 disminuye los marcadores de maduracion de células
dendriticas (293) como CD86 y MHC de clase Il, impidiendo que se activen linfocitos Ty
se desencadenen respuestas efectoras. También se conoce que HO-1 produce CO y este
inhibe la proliferacién de linfocitos T (294,295). Esta enzima se encuentra mayormente
expresada en células de la inmunidad innata, principalmente en macréfagos y células
dendriticas, aunque también se ha estudiado que se expresa en linfocitos T CD4* (296)
y su expresién en células presentadoras de antigenos promueve la diferenciacion y
accion de Tregs (297,298).

Centrandonos en las células dendriticas (DCs) que seran objeto de estudio en este
trabajo, sabemos que HO-1 se expresa de forma inducible luego de una estimulacién
como, por ejemplo, LPS (299). Se ha descrito que, cuando HO-1 se encuentra expresada
en una célula dendritica, ocurren mecanismos que contribuyen a la modulaciéon de la
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respuesta inmune y a la tolerancia. Una caracteristica que tienen las DCs que expresan
HO-1 es que muestran un fenotipo mas tolerogénico y con menor maduracion
(293,300), disminuyendo la expresion de marcadores de superficie como CD40, CD80,
CD86, mayor secrecion de IL-10 y menores niveles de IL-12 e IL-23 (298). Esto provoca
que la diferenciacion de linfocitos T que reconocerdn el antigeno presentado por la DC,
serdn menos efectores y se promoverd una mayor diferenciacion de Tregs. De hecho, en
contextos inflamatorios de las vias respiratorias, se ha visto que las DCs que expresan
HO-1 promueven la diferenciacién de Tregs por los mecanismos que se describieron
(298). Esto también se ha observado en contextos de infecciones virales por herpes
simple (301), donde las DCs que expresan HO-1 conducen a la expresion de moléculas
antiinflamatorias como PD-L1 e IL-10, se generan linfocitos Tregs y ademas HO-1
preserva la viabilidad de las DCs.

La expresion de HO-1 en células presentadoras de antigenos (APCs) ademas de favorecer
la generacién de Tregs, explica las capacidades supresoras de estos linfocitos (297). En
el trabajo de George J. et al, 2008, AJP (297), se muestra in vivo en esplenocitos
provenientes de bazo de ratones deficientes en HO-1 (HO-17") que hay mas células T que
expresan FoxP3 entre las CD4*CD25* comparado a los WT. Sin embargo, los linfocitos T
CD4*CD25*de animales HO-17- tienen menor expresién de LAG-3, marcador asociado a
la funcién supresora de los Tregs (302,303). Contrariamente, los experimentos in vitro
de supresion de células T efectoras muestran que los linfocitos Tregs CD4* FoxP3* CD25*
provenientes de ratones HO-17" no ven afectada su capacidad supresora comparado a
los provenientes de WT. En cambio, cuando se analizé la capacidad supresora de los
Tregs sobre las Teff incubado con APCs provenientes de animales HO-17, el efecto
supresor es menor respecto a la condicion incubada con APCs de WT. Esto indica que la
expresion de HO-1 en células presentadoras como las dendriticas, favorece que las Tregs
desempefiien correctamente su funcion supresora, aspecto que les permite modular la
respuesta de las células involucradas en las respuestas efectoras.

HO-1 también ha sido asociada con el aumento de Tregs en otros contextos como
inflamacién intestinal y embarazo (304,305), en los que de igual manera que
mencionamos anteriormente, el aumento se debe a la presencia de HO-1 en las APCs,
particularmente en las DCs. Esto es clave en la funcionalidad supresora de las Tregs,
ademds que su expresion en células dendriticas las conduce hacia un fenotipo
tolerogénico que promueve la induccion de Tregs FoxP3*(298). Esto se ha demostrado
in vitro e in vivo en modelos murinos de inflamacion respiratoria y pulmonar, donde la
induccion de HO-1 inhibié la maduracion de BMDCs estimuladas con LPS. Estas
mostraron un fenotipo mas tolerogénico, mayor produccidn de IL-10 y diferenciacion de
Tregs aumentando las frecuencias. Estos resultados van acompafiados de un efecto in
vivo que disminuye la inflamacidon respiratoria junto a un incremento de Tregs
CD4*CD25*FoxP3* en ratones inyectados con CoPP (inductor de HO-1) (298). En su
conjunto, los datos acumulados posicionan a HO-1 como una proteina
inmunomoduladora y tolerogénica, convirtiéndola en un blanco potencial para regular
distintas respuestas inmunes. De hecho, HO-1 tiene un papel importante en la
modulacion de la alorespuesta de trasplantes (306,307). En modelos de trasplante de
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corazdén heterotodpico en roedores, la sobrevida del corazdn trasplantado mejora y se
previene el rechazo crénico cuando se sobreexpresa HO-1 (239,240) modulando la
alorespuesta mediante la inducciéon de muerte celular de linfocitos T inducida por
activacion (AICD, sigla en inglés) (308). Este ultimo punto, junto a los efectos
inmunomoduladores ya descritos, sugieren a HO-1 como importante mecanismo
modulador de la respuesta al rechazo de trasplantes y potencial blanco farmacoldgico
que pueda ser inducido. Como se ha descrito, los nitroalquenos activan la via Nrf2-Keap1
que regula la expresion de HO-1, donde especificamente los acidos grasos nitrados
activan la expresion de HO-1 en células endoteliales y se ha visto también que dicho
efecto es mediado por mecanismos independientes de Nrf2, como el elemento de
respuesta a cCAMP (CRE), la via AP-1y las interacciones con el elemento de respuesta a
E-box (236,237). Por este motivo, el SANA como un compuesto que tiene el grupo
funcional nitroalquenilo podria actuar como inductor farmacolégico de HO-1. Esto
sumado a que su sillar estructural, el salicilato, también ha mostrado efectos inductores
de HO-1 en macrdéfagos de tejido adiposo (251) y su derivado acetilado (dcido
acetilsalicilico) activa Nrf2 e induce HO-1 en melanocitos humanos protegiéndolos del
estrés oxidativo (279).
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HIPOTESIS
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta los efectos moduladores de la inflamacion observados para el SANA,
sumado a que los nitroalquenos inducen la expresiéon de la enzima antioxidante y
citoprotectora HO-1 y que pueden activar canales idnicos, hipotetizamos que el SANA
podria inducir mecanismos activos de regulacién de la alorespuesta que favorezcan la
sobrevida del aloinjerto.
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OBIJETIVOS
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OBIJETIVOS

Objetivo general

Estudiar los efectos y mecanismos inmunomoduladores involucrados en un posible
efecto benéfico del SANA en la alorespuesta que favorezcan la sobrevida del aloinjerto.

Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de SANA en modelos animales de trasplantes.
Elucidar los mecanismos reguladores inducidos por SANA vy analizar si
TMEM176B es activado farmacolégicamente por este compuesto.

3. Estudiar el papel de la activacién farmacolégica de TMEM176B en modelos de
trasplantes analizando la sobrevida del aloinjerto.

4. Estudiar los efectos inmunomoduladores de un tratamiento que combine SANA
con un inmunosupresor especifico por corto tiempo como potencial encare
terapéutico.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Los ratones utilizados en este trabajo fueron obtenidos y mantenidos en el bioterio SPF
de la Unidad de Biotecnologia de Animales de Laboratorio (UBAL) del Institut Pasteur de
Montevideo. En el modelo de alotrasplante de piel en contexto de antigenos menores
fueron usados ratones de la cepa C57BL/6 y genéticamente modificados para
Tmem176b (WTy Tmem176b7) con edad de entre 6 y 12 semanas. En los alotrasplantes
de piel en contexto de antigenos mayores se utilizaron donantes de la cepa BALB/c y
receptores C57BL/6. Los ratones Tmem176b” fueron generados de la cadena 129/Svl y
los heterocigotos fueron cruzados por 10 generaciones sobre un fondo C57BL/6 (Janvier,
Saint Berthevin, France) como se reportd en Segovia et al., 2014, AJT (185). En
experimentos in vitro se colecté de ratones C57BL/6 médula ésea de tibia y fémur para
generar células dendriticas derivadas de médula ésea (BMDC). La edad de los animales
utilizados fue entre 6 y 20 semanas. Ademas, se utilizaron ratones BALB/c con similar
edad para colectar ganglios y bazo en los experimentos de Reaccién Linfocitaria Mixta
(MLR) y estimulacién de linfocitos T libre de células presentadoras de antigenos (APC-
free). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica en Uso de
Animales del Institut Pasteur de Montevideo (CEUA). Para el modelo de alotrasplante
de piel corresponden los protocolos N° 002-17 y 005-21, mientras que para los cultivos
celulares corresponden los protocolos N° 014-18 y 008-23. Todos los procedimientos
con animales fueron ajustados en forma acorde a la metodologia aprobada en estos
protocolos. El modelo de alotrasplante de corazén en contexto de antigenos mayores
fue realizado por nuestros colaboradores en el bioterio del “Centre de Recherche en
Transplantation et Immunologie” (INSERM UMR 1064) de la ciudad de Nantes, Francia.
En estos experimentos se usaron ratas Lewis1W y Lewis1A con procedimientos acordes
a las reglas éticas de INSERM.

Cultivo de células dendriticas derivadas de médula dsea

Se colectd médula dsea de tibia y fémur de ratones C57BL/6 y se colocaron en placas de
Petri de 100mm con medio RPMI GlutaMAX (Gibco-Thermo Fisher) suplementado con
10% de suero bovino fetal (SBF, Gibco), buffer HEPES (10 mM, Gibco), Piruvato de sodio
(Gibco, aminodcidos no esenciales MEM (Gibco), 2-mercaptoetanol (0.05 mM, Sigma
Aldrich), Glutamina (Gibco) y Penicilina-estreptomicina (PenStrep, Gibco). Para la
diferenciacién se agregd GM-CSF (dilucién 1:2000 del sobrenadante stock) al medio
celular en los dias 0, 3 y 6. Las células se incubaron a 37°C, 5% CO; durante 8 dias. En el
dia 3 se agregd 10 mL de medio fresco con GM-CSF y en el dia 6 se reemplazaron 10 mL
con medio + GM-CSF. Finalmente, las células adherentes se colectan descartando el
sobrenadante y agregando PBS-FBS 2%-EDTA 0.7 mM para despegarlas mediante el uso
de pipeta.
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Modelos animales de trasplante y tratamientos

El modelo de alotrasplante de piel en contexto de antigenos menores fue realizado
tomando un trozo de piel de la cola de un ratén macho C57BL/6 para implantarla
mediante cirugia menor en la regién subescapular izquierda de un receptor hembra de
la misma cepa. En el alotrasplante de piel en contexto de antigenos mayores, la
diferencia esta en el uso de un ratén hembra de la cepa BALB/c del cual se colecta un
trozo de piel de la cola. El injerto de piel obtenido del donante consiste en un cuadrado
de 1cm? aproximadamente, suturdandose en el ratdn receptor en los vértices y puntos
medios, protegiéndolo durante 7-10 dias con gasa y venda. Quince dias después de la
cirugia se monitorea visualmente el injerto trasplantado cada 48/72 horas,
diagnosticando rechazo cuando el tamafio del injerto se retrae mas de un 50% y/o se
presenta necrosis en mas del 10% de la superficie. Las hembras receptoras fueron
tratadas con SANA (sintetizado en el Laboratorio de Sintesis Organica y Desarrollo de
Farmacos, Institut Pasteur de Montevideo)(245,259), Salicilato (Sigma) o BANA (también
sintetizado en el Laboratorio de Sintesis Orgdnica y Desarrollo de FArmacos)(265,270) a
una dosis de 100 mg/kg/dia por via oral, desde el dia previo a la cirugia hasta 15 dias
postrasplante. Ambos compuestos fueron preparados y administrados en suspension
con una solucién que contiene Carboximetil celulosa 0.5% m/v (Sigma) y Tween80 0.5%
v/v (Sigma).

Para los estudios de HO-1 en la sobrevida se administrd el inhibidor Protoporfirina IX de
estafio (SnPP, Enzo Life Sciences) a una dosis de 40 mg/kg por via intraperitoneal en los
dias-1; 3; 7; 11y 15 postrasplante. El SnPP fue preparado en una soluciéon de PBS-NaOH
0.1 N que luego fue ajustado a pH 7.4. Como vehiculo control se administré PBS. El
modelo de trasplante de corazdén en contexto de antigenos mayores en ratas fue
realizado por nuestros colaboradores del Centre de Recherché en Transplantation et
Immunologie, INSERM UMR 1064, Nantes, Francia. El corazon para trasplantar fue
extraido de la rata donante de la cepa Lewis 1W y se implantéd mediante cirugia en la
cavidad abdominal de la rata receptora Lewis 1A, conectando la aorta y vena cava
inferior para no alterar la circulaciéon sanguinea normal. El corazén propio de la rata
receptora no se interviene y continia desempefiando su funcién en forma normal. El
tratamiento con SANA vy acido salicilico fue de una dosis de 100 mg/kg via oral en el
mismo vehiculo y en igual ventana temporal que en el modelo de trasplante de piel en
ratones. Luego se monitorean los latidos del corazén implantado en el abdomen
mediante palpacidn y se diagnostica rechazo cuando estos se detienen.

Western blot

Las BMDC fueron generadas de ratones WTy Tmem176b7", luego de diferenciadas a dia
8 se trataron con SANA (0-0.2 mM) y se incubaron por 24 horas a 37°C, 5 % CO,. Luego
del tratamiento, se colectaron las células mediante raspado con espatula y se lisaron
con buffer RIPA (25 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP40, 1% deoxicolato de sodio,
0.1% SDS) suplementado con NaF (5 mM), cocktail inhibidor de proteasas (Roche), -
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glicerofosfato (50 mM), Nicotinamida (5 mM) y ortovanadato de sodio (1uM), este
ultimo en muestras donde se analizaron fosfoproteinas. El protocolo de lisis consistié en
resuspender el pellet de células en el buffer de lisis y se dejé incubando a 4-8°C, 60
minutos en agitacidon con posterior centrifugaciéon de 10 minutos a 10000 rcf, 4°C. El
sobrenadante fue guardado para cuantificar proteinas totales y preparar las muestras
para el gel. La cuantificacidon de proteinas se hizo mediante el ensayo con reactivo de
Bradford (Sigma B6916) o kit de BCA (Sigma BCA1-1KT), usando una curva estandar de
Seroalbumina bovina (BSA). Se prepararon las muestras en buffer de carga (Tris-HCl pH
6.8 1M, SDS 10%, Glicerol 25%, 2-mercaptoetanol 25%, azul de bromofenol 0.005%) para
sembrar 40 pg de proteina en gel SDS-PAGE con un marcador de peso molecular Protein
Lader PageRuller (Thermo Fisher 26616). Luego se transfirieron las proteinas del gel a
una membrana de nitrocelulosa mediante transferencia semiseca. La membrana se
bloqued con TBS-T 5% leche descremada o TBS-T 4% BSA por 2 horas a temperatura
ambiente o toda la noche a 4-8°C, en ambos casos con agitacidon. Los anticuerpos
primarios fueron incubados toda la noche a 4°C con agitacién lenta y los secundarios 1
hora a temperatura ambiente con agitacion lenta. La seiial se generé mediante reaccién
de quimioluminiscencia con sustratos ECL (Thermo 32106), WestPico (Thermo 34080) o
WestFemto (Thermo 34094) y se adquirieron las imagenes con el equipo ImageQuant-
800 (GE). Finalmente, las imagenes fueron analizadas con el software Imagel para
cuantificar las bandas de proteinas.

Expresion génica de HO-1 por gPCR

Células THP-1 fueron diferenciadas a macréfagos con Forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA, Sigma P8139) 200 nM, 48 hs. Luego de diferenciados los macrdfagos fueron
tratados con SANA/Salicilato (0.1 mM) o DMSO 0.1% (vehiculo) por 5 horas a 37°C, 5%
CO;. Después del tratamiento, se descartaron los sobrenadantes, se lavaron las células
con PBS y se agregd Trizol Reagent (Thermo-Invitrogen 15596026, 0.25 mL) para
comenzar la extracciéon de ARN. Se resuspendieron las células y se disrumpieron con
jeringa 27G, se agregd 50 pL cloroformo, se agitd vigorosamente por 15 segundos y
finalmente se incubé por 2 minutos a 4°C. Los tubos se centrifugaron y se guardé la fase
superior de color transparente para realizar la precipitacidon con isopropanol incubando
toda la noche a -20°C. Se centrifugaron los tubos y se lavaron dos veces los pellets con
etanol 75%, removiendo luego el etanol dejando secar los pellets por 5-10 minutos.
Finalmente, se resuspendieron en agua de calidad para biologia molecular (Thermo-
Invitrogen 10977-015) para la posterior cuantificacion de ARN usando Thermo
NanoDrop. La retrotranscripcion de 1 pg de ARN fue realizada usando la enzima
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen 18064-014) siguiendo el protocolo del
fabricante. EI ADN copia (ADNc, 20 pg) fue analizado por Reaccién en Cadena de la
Polimerasa cuantitativa en tiempo real (Real-time gPCR) usando Fast Start Universal
SYBR Green Master (Rox) (Roche 4913914001) y los cebadores usados fueron
sintetizados por Integrated DNA Technology (IDT):
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HO-1 humana: Forward 5’-AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC-3’ Reverse 5’-
AAAGCCCTACAGCAACTGTCG-3'.

B-actina  humana fue utilizado como gen de referencia: Forward 5’'-
CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’ Reverse 5-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'.

Los niveles de expresion relativa de ARN mensajero (ARNm) fueron calculados usando
el método comparativo de CT (309), analizando los datos de expresion relativa de genes
usando el método de 22Ty normalizando con B-actina.

Andlisis protedmico por espectrometria de masa.

Macréfagos THP-1 fueron tratados con SANA 0.1 mM o DMSO 0.1% por 24 hs. Luego del
tratamiento, las células fueron lisadas con buffer de lisis NETN suplementado con
inhibidor de proteasas. Se cuantificaron proteinas mediante analisis de densitometria
en gel de poliacrilamida. Cantidades equivalentes de proteinas de cada muestra fueron
corridas en gel SDS-PAGE 12% hasta 1-2 cm, fijdndose y revelando con azul de Coomassie
R-250 para luego cortar las bandas y proceder a la extraccién de péptidos. Las mismas
fueron fijadas con una solucion de etanol 50% y acido acético 12%, agitando 10 minutos
5 veces. Se balancearon con buffer de bicarbonato de amonio 0.2 M + Acetonitrilo 50%
v/v incubandolas 10 minutos a 30°C con agitacion 3 veces. Se agregd acetonitrilo puro
para secar las bandas y se procedié a reducir y alquilar las muestras. Primero se hizo la
reduccidon con DTT 10 mM por 1 hora a 56°C con agitacidn y luego la alquilacién de
residuos de cisteina con iodoacetamida 55 mM por 45 minutos en agitacién a
temperatura ambiente. Las muestras fueron secadas nuevamente con acetonitrilo puro
y se realizd posteriormente la digestiéon en gel con tripsina, realizada en buffer de
bicarbonato de amonio 50 mM con una concentracion final de enzima por muestra de
0.017 mg/mL, incubando toda la noche a 37°C. Los péptidos tripticos se extrajeron
cubriendo cada muestra con una solucién Acetonitrilo 60%-TFA 0.1% y agitando 1 hora.
Se colectaron los sobrenadantes y se concentraron en speed vac 20-25 minutos,
resuspendiendo luego en TFA 0.1%-agua. Se removieron las sales mediante ZipTip
(Merck Millipore) y las eluciones volvieron a concentrarse en speed vac
resuspendiéndose nuevamente en TFA 0.1%-agua listo para inyectar en el
espectrometro de masa Orbitrap Thermo Q Exactive plus. El procesamiento de datos y
los espectros fueron analizados usando el software PatternlLab for Proteomics V (310).
La base de datos fue generada usando un proteoma de Homo sapiens descargado de
Uniprot (05/12/2016) y los contaminantes mas comunes en experimentos de
protedmica fueron incluidos. Para la busqueda se utilizaron los siguientes pardmetros:
Tolerancia de masa precursora: 40 ppm; Enzima: Tripsina; Especificidad enzimatica:
total; Clivajes perdidos: 2; Modificaciones: oxidacién de metioninas como variable y
carboamidometilacién como fija. Las coincidencias de espectros fueron filtradas para
obtener menos del 1% de la tasa de falso descubrimiento (False Discovery Rate, FDR) en
el nivel de proteina. Para comparar los proteomas de macréfagos tratados contra los no
tratados, fueron usados diagramas de Venn y mddulos T-fold, herramientas
proporcionadas por el software de analisis. Los diagramas de Venn permitieron sefialar
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con precision proteinas detectadas exclusivamente en una condicién bioldgica
utilizando un modo de probabilidad basado en un modelo Bayesiano integrado en el
software ( p < 0.05). Para la cuantificacion de proteinas nos basamos en el conteo de
espectros, considerando proteinas identificadas en al menos cuatro de seis réplicas
bioldgicas.

Marcacion y andlisis por citometria de flujo

Los ganglios drenantes y los injertos de piel trasplantados fueron colectados de los
ratones trasplantados con sus respectivos tratamientos. El ganglio drenante
corresponde al axilar izquierdo y fueron disgregados en una solucién de PBS + SBF 2% +
EDTA 0.7 mM, se lavaron y se resuspendieron en la misma solucién previo a su
colocacién en placa de FACS. Los injertos de piel fueron colectados y tratados con
Colagenasa D (Roche) 2 mg/mL, 20 minutos a 37°C. Luego fueron disgregados de igual
forma que los ganglios en PBS-SBF-EDTA y colocados en placa de FACS. En los ensayos
in vitro, las células fueron colectadas mediante raspado o pipeteo con PBS, lavadas y
suspendidas para colocar en placa. Después del procesamiento de los tejidos o células
se procedidé con los correspondientes marcados, comenzando con dos lavados con PBS
o PBS-SBF-Azida de sodio (PSA). La marcacién de células muertas se realizé con DAPI en
los casos donde no se hizo fijacién y con Fixable Viability Dye eFluor506 (eBioscience)
cuando se fijaron, el cual se agregd una solucion de trabajo diluida 1:1000 en PBS e
incubada por 30 minutos en hielo y protegida de la luz. Luego fueron lavadas dos veces
con PBS-SBF-Azida y se prepard la mezcla de los anticuerpos de marcadores de
membrana en sus correspondientes diluciones y agregados a las células por 20 minutos
en hielo y oscuridad. La fijacién fue realizada con Paraformaldehido (PFA) 2% durante
10 minutos en hielo y oscuridad. Los marcados intracelulares fueron realizados después
de la fijacién, permeabilizando con PSA-Saponina 0.5% por 20 minutos en hielo y
oscuridad. Se centrifugd la placa y en el caso del marcado para detectar HO-1 se hizo un
paso de bloqueo con suero normal de rata 10% por 20 minutos en hielo y oscuridad,
seguido de la incubacién con los anticuerpos. El marcado para FOXP3 no se necesité del
paso de bloqueo y fue hecho con anti-FOXP3-PE (eBioscience) o su control isotipico anti-
Rat-1gG2k (eBioscience) por 90 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para HO-
1 luego del bloqueo se incubd con anti-HO-1 (abcam) o su control isotipico anti-mouse
IgG (abcam) incubando el mismo tiempo y condiciones que FOXP3. Luego se hicieron 2
lavados con PSA-Saponina 0.1% y se incubd con un anticuerpo secundario conjugado a
Alexad488 (anti-mouse IgG Alexa488, abcam) por 45 minutos en hielo y oscuridad.
Finalmente, las células volvieron a fijarse con PFA 2% y se guardaron a 4°C. En el caso
de células no fijadas la muerte celular se marcé con DAPI (Roche) 1 pug/mL previo a la
adquisicion. Las suspensiones celulares fueron adquiridas en los citémetros de flujo
Attune NxT (Thermo), Aurora (Cytek), Accuri C6 (BD), FACS Aria Fusion (BD) y Cyan ADP
(Beckman Coulter), servicio proporcionado por la Unidad de Biologia Celular del Institut
Pasteur de Montevideo. El procesamiento de datos fue realizado con el software FlowJo
V10.
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Reaccion linfocitaria mixta (MLR)

Células dendriticas derivadas de médula dsea (BMDC) fueron generadas de ratones
C57BL/6 y colocadas en placa de 96 pocillos de fondo redondo en el numero
correspondiente a la proporcidén que se hizo respecto a las respondedoras. Las células
respondedoras se obtuvieron de ratones BALB/c colectando ganglios inguinales, axilares
y mesentéricos. Estos se disgregaron y se suspendieron en PBS para su posterior
marcaciéon con DDAO/Cell Trace Far Red (CTFR). El marcado con las sondas de
proliferacion DDAO/CTFR (Thermo) consistié en una incubacion de las células con 0.66
UM de la sonda en PBS libre de suero por 15 minutos a temperatura ambiente y
protegidas de la luz. Luego, se detiene la marcacién agregando un volumen en exceso
de SBF, se centrifuga a 1500 rpm, 5 minutos, 4°Cy se lava 2 veces con medio para BMDC.
Finalmente se agregan las células de ganglios (50000-100000 células por pocillo) a la
placa que contiene las BMDC adheridas. Los tratamientos fueron a las BMDCs previo al
MLR con SANA (0.2 mM, 24 hs.), o en el MLR agregando SANA o Salicilato (dosis
indicadas en las respectivas figuras) o con SnPP (50 uM). EI MLR se incub6 3-5 dias a
37°C, 5% COz. Finalmente, las células se colectaron para marcar con anti-TCR y analizar
proliferaciéon de linfocitos T por citometria de flujo.

Ensayo de proliferacion de linfocitos T APC-free

Linfocitos T fueron purificados a partir de bazo de ratones BALB/c y estimulados con
anti-CD3¢e (eBioscience) y anti-CD28 (eBioscience). La primera sefial consistié en
sensibilizar una placa de 96 pozos con anti-CD3¢ (1ug/mL en PBS) toda la noche a 4°C.
Se colectaron los bazos de los ratones, se disgregaron y lisaron los eritrocitos para
obtener esplenocitos totales. Linfocitos T totales fueron purificados usando columna
magnética con kit de purificacidn por seleccion negativa Miltenyi Biotec Pan-T (Miltenyi
Biontec 130-095-130), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Las células T
purificadas fueron marcadas con Cell Trace Far Red siguiendo el mismo protocolo del
MLR para medir proliferacién. Posteriormente, se colocaron en la placa sensibilizada
previamente con anti-CD3¢ las células T marcadas con CTFR (200.000 células/pozo) y el
tratamiento con SANA o salicilato (0.2 mM) fue aplicado en este punto junto a la
segunda sefial anti-CD28 (1 ug/mL). Se incubaron las células por 72 hs a 37°C, 5% CO, y
finalmente las células T fueron colectadas para marcar y analizar proliferacién por
citometria de flujo. Estos experimentos fueron adquiridos en el citémetro BD FACS Aria
Fusion y los datos fueron analizados con el software FlowJo V10.

Ensayo de maduraciéon de BMDC

Luego de la diferenciacién a dia 8 de BMDC a partir de ratones C57BL/6, WT o
Tmem176b7-, se colocaron las células en placas de Petri de 3cm y se trataron con
inhibidor de HO-1 tin-protoporfirina IX (SnPP) (50 uM). Luego de 30 minutos se trataron
con SANA o salicilato (0.2 mM), se dejaron 30 minutos para agregar finalmente el
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estimulo con LPS (250 ng/mL) y dejar incubando por 24 hs a 37°C, 5% CO.. Las células
fueron colectadas y marcadas para andlisis de fenotipo de maduracion por citometria
de flujo usando los siguientes anticuerpos conjugados a fluorocromos: anti-CD11c (BD
PECy7), anti-CD86 (BD PE), anti-CD11b (Biolegend PERCPCy5.5), LyC6-LyCG/Gr-1
(Biolegend FITC) y anti-MHC-II (Biolegend APC). Para marcar muerte celular se utilizé
DAPI en muestras no fijadas y Fixable Viability Dye eFluor506 en las fijadas. Una vez
marcadas se adquirieron las muestras en los citémetros FACS Aria Fusion (BD) o en
Attune NxT (Thermo).

Ensayos de activacion e inhibicion de Akt y MAPKs

Se diferenciaron BMDC de ratones C57BL/6 o de WTy Tmem176b”-. A dia 8, las células
fueron tratadas con SANA (0-0.2 mM) por 10, 30, 60 y 180 minutos en los ensayos de
activacion de Akt, Erk y p38. En los ensayos de induccién de HO-1 inhibiendo Akt, las
células fueron tratadas con Triciribina, Akt inhibitor V (Sigma-Calbiochem) 10 uM por 30
minutos, luego se lavaron con PBS para agregar SANA 0.2 mM por 3 horas para analizar
activacion de Akt o 24 horas para analizar induccién de HO-1. Finalizados los
tratamientos, se removiod el medio y se levantaron las células para lisarlas y analizar por
western blot activacién de Akt, Erk 1/2, p38 (proporcidn de formas fosforiladas/ formas
totales) o la expresion de HO-1.

Actividad TMEM176B in vitro

Células CHO fueron transfectadas con los plasmidos pmCherry-N1 (plasmido control) o
con huTMEM176b-pmCherry-N1 (pldsmido que expresa TMEM176B), usando
Lipofactamina 2000 por 4 hs y luego incubando las células transfectadas por 24 hs.
Después se cargaron las células con la sonda sensible al sodio ANG-2 (1 mM) incubando
por 30 minutos a 37°C, se lavaron e incubaron con 140 mM buffer fosfato conteniendo
sodio 0 140 mM del mismo buffer conteniendo NMDG en sustitucion del sodio, esto en
presencia o ausencia de las diferentes dosis de SANA, BANA, salicilato o DMSO (vehiculo
control). Los tratamientos se incubaron por 30 minutos a 37°Cy luego se adquirieron las
muestras por citometria de flujo en los citdbmetros Accuri C6 (BD) o Attune NxT
(Thermo). ANG-2 fue detectada en ambos citdmetros excitando con laser azul de 488
nm y adquiriendo con filtro 530/30, mientras que mCherry en el Accuri C6 se excitd con
laser 488 adquiriendo con filtro 670 LP y en el Attune NxT excitando con laser amarillo
561nm y adquiriendo con filtro 620/15. Los datos fueron analizados con el software
Flowlo VX 0.7. Los valores mostrados en las figuras representan la resta de los MFI de
las muestras con buffer conteniendo sodio menos los MFI de las muestras control con
buffer conteniendo NMDG.
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Andlisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como la media * error estandar de la media (SEM). La
significancia estadistica fue evaluada por prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una
o dos vias con posterior prueba de multiple comparacion Tukey. Se eligié aplicar ANOVA
de una via (one-way) para comparar una variable cuantitativa a mdas de dos grupos en
un unico factor (por ejemplo comparacion de tratamientos con vehiculo, SANA vy
Salicilato). En cambio, se elige aplicar ANOVA de dos vias (two-way) para comparar el
efecto combinado de dos factores, por ejemplo al comparar por un lado los distintos
tratamientos y por otro la delecién génica de Tmem176b (WT vs Tmem176b7"). La
prueba de multiple comparacién posterior al ANOVA (pos hoc) elegida fue la de Tukey,
debido a que es adecuado para comparar mas de tres grupos, controlando el error tipo-
| (probabilidad de falsos positivos) y manteniendo una buena potencia estadistica. Se
considera significancia estadistica con un resultado de valor p £ 0.05. Previo a los andlisis
de ANOVA, se verificé si los datos siguen una distribucién normal mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, debido a que es adecuado para evaluar normalidad en tamafios de
muestras pequefios (n < 50). La significancia en los andlisis de sobrevida fue evaluada
mediante la prueba de Log-rank Mantel-Cox, considerando diferencia significativa con
un p <0.05. La eleccidn de esta prueba estadistica es debido a ser la mas adecuada para
comprar la distribucidon de sobrevida entre varios grupos, ademas que considera con
mayor peso los tiempos de sobrevida mas largos. Los analisis estadisticos fueron
realizados con el software GraphPad Prism 8.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

SANA prolonga la sobrevida de alotrasplantes.

Para comenzar, nos planteamos estudiar los posibles efectos que el SANA tiene en
modelos animales de trasplantes, respondiendo al primer objetivo especifico de este
trabajo.

Para esto se realizaron experimentos de evaluacion de sobrevida de alotrasplantes de
piel con incompatibilidad de antigenos menores (“minor-missmatched”) en ratones
hembra que recibieron piel de la cola de ratones macho donantes, ambos de la cepa
C57BL/6. Los receptores fueron tratados con SANA, salicilato o vehiculo (dosis de 100
mg/kg/dia por via oral diariamente desde el dia -1 al dia 15 postrasplante), evaluandose
posteriormente la sobrevida del aloinjerto. El grupo de animales tratados con SANA
mostré una significativa prolongacion de la sobrevida del aloinjerto de piel respecto al
grupo control y también con respecto al grupo salicilato, en los cuales no vimos ningun
efecto (Figura 2.1 A, B). Por otra parte, gracias al aporte de nuestros colaboradores del
CRTIl en Nantes, se evalué el efecto del SANA en un modelo de alotrasplantes de corazén
heterotdpico en ratas con incompatibilidad mayor (“fully-missmatched”), observandose
los mismos efectos favorables en la sobrevida de los trasplantes en el grupo tratado con
SANA, siendo significativamente mejor comparado con el salicilato en este modelo
(Figura 2.1 C).
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Figura 2.1. Efectos de SANA en la sobrevida de alotrasplantes. A) Imagenes de ratones con trasplante
de piel en contexto de antigenos menores, comparando un injerto de piel rechazado (izquierda) y uno
totalmente aceptado (derecha). B) Grafico de sobrevida de trasplantes de piel en ratones en contexto
de incompatibilidad menor. Ratones hembra C57BL/6 fueron trasplantados con una porcion de piel

proveniente de la cola de donantes macho C57BL/6, con un tamafio de 1 cm2 aproximadamente. El
injerto se colocé mediante cirugia en la region subescapular izquierda de las hembras receptoras. Los
ratones fueron tratados desde el dia -1 al 15 postrasplante con SANA o Salicilato (100 mg/kg, via oral)
o con vehiculo (grupo control, Carboximetilcelulosa 0.5% m/v + Tween80 0.5% v/v). Después de la
administracién, los injertos fueron controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica rechazo cuando el
trasplante pierde mas de un 50% de su tamafio y/o aparece necrosis en mas de un 10%. Los datos de
sobrevida corresponden al nUmero de animales (n) de cada grupo indicado en la figura, provenientes
de tres experimentos independientes. C) Grafico de sobrevida en trasplante de corazén heterotdpico
en ratas con contexto de incompatibilidad mayor. Se tomé el corazén de una rata donante de la cepa
LEW1W para implantarlo mediante cirugia en la cavidad abdominal de la rata receptora de la cepa
LEW1A. Las ratas receptoras fueron tratadas con SANA o Salicilato desde el dia -1 al 15 postrasplante.
Después del trasplante se controlé mediante palpacion el corazén trasplantado, siendo diagnosticado
el rechazo cuando los latidos se detienen. Los datos de sobrevida corresponden a 4 animales por grupo
de un experimento (*) p £0.05, (**) p £0.01, (***) p <0.001. Test estadistico Log-Rank Mantel Cox en
analisis de sobrevida.

Como se ha mencionado en la introduccién, en el laboratorio se ha disefiado vy
sintetizado ademds del SANA otro nitroalqueno con gran similitud estructural: el BANA,
derivado nitroalqueno del acido benzoico. Este compuesto también lo hemos tenido en
cuenta para evaluar los efectos en trasplantes para ir contestando la pregunta si los
efectos observados para el SANA son genéricos a los nitroalquenos o si también
dependen de su sillar estructural (el salicilato). Analizamos el efecto del BANA en el
modelo de trasplante de piel en contexto de antigenos menores. En este caso, los
ratones tratados con BANA (100 mg/kg/dia) siguiendo el mismo protocolo aplicado para
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el SANA, no mostraron diferencia en la sobrevida en comparacion a los tratados con
vehiculo (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Efectos de BANA en la sobrevida de alotrasplantes. Grafico de sobrevida de trasplantes de
piel en ratones en contexto de incompatibilidad menor. Ratones hembra C57BL/6 fueron trasplantados
con una porcidn de piel proveniente de la cola de donantes macho C57BL/6, siguiendo el procedimiento
descrito en la Figura 2.1 B. Los ratones fueron tratados desde el dia -1 al 15 postrasplante con BANA (100
mg/kg, via oral) o con vehiculo (grupo control). Después de la administracion, los injertos fueron
controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica rechazo cuando el trasplante pierde mas de un 50% de su
tamafio y/o aparece necrosis en mas de un 10%. Datos de sobrevida correspondientes al n de animales
por grupo indicado en la figura, provenientes de un experimento representativo de dos independientes.
Ns: no significativo. Test estadistico Log-Rank Mantel Cox en andlisis de sobrevida.

Los resultados benéficos del SANA en los modelos de trasplantes nos permiten abordar
a continuacién el estudio de los mecanismos moleculares moduladores por el cual el
SANA prolonga la sobrevida de aloinjertos.

La actividad idbnica de TMEM176B es activada por SANA

Para abordar el estudio de los mecanismos por el cual el SANA prolonga la sobrevida de
trasplantes, inicialmente nos centramos en los siguientes potenciales blancos:
TMEM176B como proteina inmunoreguladora (184-186), el inflamasoma NLRP3 que
ejerce un papel clave en la alorespuesta y es inhibido por SANA (260-264) (Figura 1.16)
y HO-1, enzima citoprotectora que es inducida por los nitroalquenos derivados de los
acidos grasos insaturados y que presenta importantes efectos benéficos en trasplantes
(236,237,239,240).

En primera instancia, estudiaremos si el SANA es capaz de activar farmacolégicamente
al canal cationico TMEM176B, respondiendo al segundo objetivo especifico. Se conoce
que TMEM176B tiene un papel importante en trasplantes (185,219) y que los
nitroalquenos de acidos grasos insaturados son capaces de activar canales idnicos (219).
Por estas razones, estudiamos a TMEM176B como una proteina cuya funcién pudiese
ser regulada por el SANA. Como primer paso, se analizd in vitro si el SANA aumenta la
actividad idnica de TMEM176B. Para ello, transfectamos células CHO con un pldasmido
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TMEM176B-mCherry para sobreexpresar esta proteina y poder detectar por citometria
de flujo las células transfectadas. Luego, se incubd a las células con la sonda ANG-2 para
detectar el sodio intracelular por citometria de flujo, como un indicador de la actividad
de TMEM176B como canal catiénico. Las células fueron tratadas posteriormente a la
incubacidén de la sonda con SANA, Salicilato o vehiculo para analizar los efectos de estas
moléculas sobre su actividad. Al medir la actividad de TMEM176B se observa que el
sodio intracelular aumenta en las células transfectadas y tratadas con SANA pero no en
las tratadas con salicilato (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Andlisis de actividad iénica de TMEM176B. Células CHO fueron transfectadas con plasmido
TMEM176B-mCherry o con un control-mCherry. Una vez transfectadas fueron marcadas con la sonda
ANG-2 sensible a sodio intracelular. Luego de incubar con la sonda, fueron tratadas con SANA 0.1mM,
Salicilato 0.1 mM o DMSO 0.1% por 30 minutos. Valores de tres réplicas por condicidn expresados como
media + SEM de un experimento representativo de tres independientes. (*) p £ 0.05, (***) p < 0.001, ns:
no significativo, test estadistico ANOVA two-way con test de multiple comparacion Tukey.

También evaluamos que sucede con la actividad de TMEM176B al tratar las células con
BANA. Anteriormente observamos que este compuesto no ejerce ningun efecto a nivel
de la sobrevida del aloinjerto de piel (Figura 2.2), siendo acompanado de que la actividad
idbnica de TMEM176B no se vio afectada por el tratamiento con BANA (Figura 2.4). Estos
resultados nos sugieren que BANA no ejerce efectos en este modelo de trasplante de
piel y no activa a TMEM176B, caso contrario al SANA que prolonga la sobrevida y activa
a TMEM176B. Por esta razén, continuaremos utilizando en este trabajo al SANA como
herramienta farmacoldgica en el estudio de los mecanismos inmunomoduladores
involucrados en la respuesta de los trasplantes.
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Figura 2.4. Actividad de TMEM176B en células tratadas con BANA. Células CHO fueron transfectadas
con plasmido TMEM176B-mCherry o con un control-mCherry. Una vez transfectadas fueron marcadas
con la sonda ANG-2 sensible a sodio intracelular (30 minutos). Las células fueron tratadas por 30 minutos
con BANA (dosis indicadas) o DMSO 0.1%. La actividad TMEM176B fue medida por citometria de flujo
detectando fluorescencia de la sonda ANG-2 en las células mCherry* y mCherry'. Valores de tres réplicas
por condicién expresados como media + SEM de un experimento representativo de dos independientes.
(***) p £0.001, ns: no significativo, test estadistico ANOVA two-way con test de multiple comparacion
Tukey.

El efecto de SANA observado en trasplantes es dependiente de Tmem176b

Conociendo ahora que SANA activa a TMEM176B y tomando en cuenta el papel
inmunoregulador estudiado para este canal en los alotrasplantes, se decidié determinar
si TMEM176B es clave en el efecto de SANA a nivel de la sobrevida de trasplantes. Para
ello se realizd un estudio de sobrevida de los injertos en el modelo de trasplante de piel
en contexto de antigenos menores utilizando ratones transgénicos “knock out” (KO)
para Tmem176b (Tmem176b7") y sus correspondientes “wild type” (WT). Cuando los
animales solo reciben vehiculo, no hay ningln efecto entre los animales Tmem176b”-
frente a los WT, pero cuando reciben tratamiento con SANA, los animales WT prolongan
la sobrevida del aloinjerto mientras que los Tmem176b7- tratados con SANA no lo hacen,
donde la ausencia de Tmem176b impide el efecto de SANA (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Estudio del papel de Tmem176b en la sobrevida en trasplantes de piel en ratones tratados
con SANA. Ratones hembra WT o Tmem176b”- fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones
machos donantes WT y Tmem176b”- respectivamente. La piel fue implantada mediante cirugia en la
region subescapular izquierda. Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg, v.0.) o vehiculo
desde el dia -1 al 15 postrasplante. Los datos de sobrevida corresponden al n de animales indicado en
cada grupo, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p < 0.05. Test estadistico Log-rank
Mantel Cox.

Por tanto, concluimos que TMEM176B es blanco molecular clave en el efecto benéfico
del SANA a nivel de la sobrevida de trasplantes.

La sobrevida del aloinjerto de piel en contexto de antigenos menores no es
prolongada por inhibir la actividad del inflamasoma NLRP3

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, nos preguntamos cuales son los
mecanismos inmunomoduladores por los cuales la activacion de TMEM176B por SANA
ejerce este efecto en alotrasplantes. Una de las hipdtesis que manejamos como posible
mecanismo que explique el efecto de SANA en la sobrevida de trasplantes es la
inhibicién del inflamasoma NLRP3. Nosotros observamos que en macréfagos THP-1, el
SANA inhibe el inflamasoma (Figura 1.16 A), mientras que ya estaba reportado que
TMEM176B también inhibe la actividad de este complejo supramolecular (184). A esto
se suma que, en contexto de los trasplantes, la activacion del inflamasoma es clave en
la alorespuesta promoviendo el rechazo (260,311). Por tanto, el inflamasoma
representa un posible blanco clave de la alorespuesta. Para comprobarlo, realizamos un
estudio de sobrevida en el modelo de trasplante de piel en contexto de antigenos
menores utilizando ratones deficientes en Caspasa-1/11 (Caspasa-1/117") y sus WT.
Como ya se conoce, esta proteasa es un componente muy importante del inflamasoma,
por lo que su delecion implica un bloqueo de la accion del mismo (271).
Sorprendentemente, la ausencia de Caspasa-1 no evidencid cambios en la sobrevida de
los injertos de piel, rechazando de igual manera que los WT (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Estudio in vivo del inflamasoma en la sobrevida de trasplantes. Trasplante de piel en

contexto de antigenos menores en ratones receptores hembra WT o Caspasa—l/ll-/-trasplantadas con
sus respectivos donantes macho, realizado de igual forma que en experimentos anteriores. Los datos de
sobrevida corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de tres experimentos
independientes. Test estadistico Log-Rank Mantel Cox, ns: no significativo.

Este resultado no muestra un efecto dependiente del inflamasoma NLRP3 en la
sobrevida del injerto en este modelo, por lo que decidimos continuar el estudio
mecanistico analizando otro blanco farmacolégico del SANA.

SANA induce in vitro la expresion de HO-1 en macréfagos y células
dendriticas

Los nitroalquenos son inhibidores de importantes vias proinflamatorias y activadores de
vias antiinflamatorias, antioxidantes y citoprotectoras, siendo relevante en estas ultimas
la induccion de la expresiéon de HO-1 de manera dependiente e independiente de la via
Nrf2-Keapl (236,237). Para esto se necesitaba confirmar si el SANA efectivamente
inducia a HO-1, donde obtuvimos un primer resultado luego de realizar un analisis
protedmico en macréfagos THP-1 tratados con SANA durante 24 horas. De dicho
analisis, obtuvimos 46 proteinas presentes exclusivamente en las células tratadas con
SANA, destacandose dentro de ese conjunto de proteinas la presencia de HO-1 como
una de las proteinas con mayor expresién diferencial en esa condicion (Figura 2.7 A)(lista
de proteinas en Anexo 2). Esto confirma que, al menos en esas condiciones
experimentales, el SANA conserva la propiedad de otros nitroalquenos sobre HO-1 y nos
dirige a investigar a HO-1 en el contexto de trasplantes como posible actor mecanistico
en el efecto inmunomodulador del SANA.

Para confirmar el resultado obtenido por protedmica, analizamos la expresién de HO-1
tanto a nivel transcripcional (mediante qPCR) como de la expresidon proteica (por
western blot), observando que en células THP-1 tratadas con SANA (0.1 mM por 5 horas)
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se induce la expresion génica de HO-1 (Figura 2.7 B), mientras en células dendriticas
(BMDC) tratadas con SANA (0.2 mM por 24 horas) se induce HO-1 a nivel de proteina
(Figura 2.8).
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Figura 2.7. Estudio de la expresion de HO-1 en macréfagos THP-1. A) Andlisis protedmico de macrofagos
THP-1 tratados con SANA o vehiculo (DMSO). Células THP-1 fueron diferenciadas a macréfagos. Luego
fueron tratadas con SANA 0.1 mM o DMSO 0.1% por 24 hs. Luego fueron lisadas y procesadas para realizar
la digestidn en gel con tripsina y extraer los péptidos. Finalmente, las muestras fueron inyectadas en el
espectrometro de masa con sistema LC/MS y los datos fueron procesados utilizando el software Pattern
Lab for Proteomics V. Para la cuantificacién de proteinas, nos basamos en los recuentos espectrales,
considerando proteinas identificadas en al menos 4 de las 6 réplicas bioldgicas. Los diagramas de Venn
muestran el nimero de proteinas identificadas significativamente en cada condicién (P < 0.05). B)
Expresion génica de HO-1 por qPCR. Macrofagos THP-1 fueron tratados con SANA o Salicilato (0.1 mM) o
con DMSO 0.1% (Vehiculo), incubandose durante 5 horas. Luego se extrajo ARN total con Trizol reagent y
la expresion génica de HO-1 fue cuantificada por RT-gPCR. El grafico representa los resultados de dos
experimentos independientes. Valores de dos réplicas expresados como media + SEM de dos
experimentos independientes. (*) p < 0.05. Test estadistico ANOVA one-way con test de multiple
comparacion Tukey.
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Figura 2.8. Expresion proteica de HO-1 en BMDC. A) BMDC fueron tratadas después de la diferenciacion
con SANA (0.1-0.2 mM) por 24 hs. a 37°C, 5% CO,. SANA fue vehiculizado en el medio celular y el control
fue tratado solo con medio. Después de la incubacion se colectaron y lisaron las células para analizar
expresion de proteina HO-1 por western blot. B) Grafico de cuantificacion de las bandas representando
la proporcién de HO-1/Tubulina usando el software Imagel. Valores de tres réplicas expresados como
media + SEM de tres experimentos independientes. (*) p < 0.05. Test estadistico ANOVA one-way con
test de multiple comparacién Tukey.

SANA induce la expresion de HO-1 in vitro e in vivo en células dendriticas de
manera parcialmente dependiente de Tmem176b.

Hasta el momento, tenemos que SANA activa a TMEM176B y ademas induce la
expresion de HO-1. Con estos resultados a la vista, nos planteamos la pregunta sobre un
posible vinculo entre la actividad de TMEM176B vy la expresion de HO-1, modulacién
sobre la que no existen datos aun.

Para comenzar dilucidando esta hipétesis, analizamos la expresién de HO-1 por western
blot en BMDCs Tmem176b”- y WT, tratadas con diferentes dosis de SANA durante 24
horas. El resultado es que SANA induce la expresion de HO-1 en todas las condiciones,
pero en las células Tmem176b7, la expresién fue significativamente menor respecto a
las WT (Figura 2.9 A, B). Por lo tanto, la expresién de HO-1 inducida por SANA es
parcialmente dependiente de Tmem176b.

Obtenido este resultado, decidimos analizar in vivo el efecto de SANA en células
mieloides y si ello dependia de Tmem176b. Para ello se realizaron los trasplantes de piel
como en la Figura 2.1 B, donde al dia 15 postrasplante se colectaron los injertos de piel
y el ganglio drenante (dLN) de ratones Tmem176b7-y WT tratados con SANA o vehiculo.
Los tejidos fueron procesados para analizar HO-1 en células mieloides mediante
citometria de flujo. Como se observa en la siguiente figura, en el grupo tratado con
SANA, las células dendriticas CD11c" MHC-II* CD11b* en el injerto de piel tienen menor
porcentaje de células HO-1* en Tmem176b7- que en las WT, mientras que en las células
CD11c" MHC-II* CD11b no se observaron diferencias (Figura 2.9 C, D).
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Figura 2.9. Funcién de Tmem176b en la expresion de HO-1. A) Induccion de HO-1 en BMDC dependiente

de Tmem176b. BMDCs provenientes de ratones Tmem176b_/_ o WT fueron tratadas después de
diferenciadas con SANA (0.1-0.2 mM, vehiculizado en medio celular) por 24 hs. at 37°C, 5% CO,. Después
del tratamiento se colectaron y lisaron las células para analizar expresion proteica de HO-1 por western
blot. B) El grafico representa la cuantificacion de la banda correspondiente a HO-1 normalizado al control
de carga a-tubulina usando el software Imagel. Valores de tres réplicas expresados como media + SEM
de tres experimentos independientes. (*) p £0.05, (***) p <0.001. Test estadistico ANOVA two-way con
test de multiple comparacion Tukey. C, D) Analisis in vivo de poblaciones de células dendriticas que
expresan HO-1. Ratones hembra WT o Tmem176b_/_fueron trasplantados con piel de la cola de ratones
machos donantes WT y Tmem176b”", respectivamente. Los receptores fueron tratados con o sin SANA
(100 mg/kg, v.0.) desde el dia -1 al 15 postrasplante. A dia 15, el injerto de piel y el dLN fueron colectados

y procesadas para detectar células mieloides que expresan HO-1 (MHC-II+ CD11chi y CD11b" paracDC2 o

CD11b para cDC1) por citometria de flujo. Datos expresados como media + SEM de dos experimentos
independientes. (*) p < 0.05. Test estadistico ANOVA two-way con test de multiple comparacidn Tukey.
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La regulacion de la expresion de HO-1 a través de TMEM176B activado por
SANA tiene como intermediario un mecanismo dependiente de Akt.

Nuestros resultados mostraron que la expresién de HO-1 inducida por el tratamiento
con SANA es parcialmente dependiente de TMEM176B. Esto nos lleva a investigar el
mecanismo que esta involucrado en la regulacion TMEM176B/HO-1, siendo los
principales candidatos las vias de sefializacion de las MAP quinasas (MAPK) y la via
PI3K/Akt. Nos planteamos que estas vias pudieran estar involucradas como
intermediarios debido a que esta descrito que TMEM176B activa a Akt cuando es
sobreexpresado en células de cancer de mama (312), ademas que Akt y la MAPK p38
tienen un papel en la expresion de HO-1 (286). Ademas, los nitroalquenos activan a ERK
(280), otra MAPK que también ha sido descrita que promueve la induccion de HO-1
(281,282). En base a esto, analizamos las fosforilaciones de Akt, ERK y p38 en BMDCs
Tmem176b”- y WT tratadas con SANA (Figura 2.10 A-B y 2.11). Las células WT tratadas
con SANA muestran un incremento de la fosforilacién de Akt en la Serina 473 en
comparacién con las Tmem176b”" que no muestran cambios (Figura 2.10 Ay B). Ademas,
se observa que las BMDCs Tmem176b”- no tratadas tienen mayor Akt fosforilada
respecto a las WT (Figura 2.10 Ay B).

Seguidamente analizamos por western blot si al inhibir la activacién de Akt con triciribina
se ve afectada la induccién de HO-1. Para ello, las BMDC fueron tratadas primero con
triciribina (10 uM por 30 minutos) y luego con SANA (0.2 mM por 24 horas). Observamos
un aumento de la expresion de HO-1 en BMDCs tratadas con SANA y una disminucién
significativa cuando se inhibe Akt con triciribina (Figura 2.10 Cy D).
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Figura 2.10. Estudio de la activaciéon de Akt como mecanismo de induccidon de HO-1. A) Activacion de

Akt en BMDC Tmem176b7 y WT. BMDCs provenientes de ratones Tmeml 76b” o WT fueron
diferenciadas y tratadas con SANA (0.2 mM, 30 minutos y 3 horas). Luego de la incubacién, las células
se colectaron y lisaron para analizar pAkt (Ser473) y Akt total por western blot. B) El grafico muestra la
proporcion de pAkt/Akt. Datos de tres réplicas expresados como media + SEM de tres experimentos
independientes. (*) p < 0.05. Test estadistico ANOVA two-way con test de multiple comparacion de
Tukey. C) Induccién de HO-1 inhibiendo Akt. BMDCs provenientes de ratones C57BL/6 fueron tratadas
con Triciribina (inhibidor de Akt) 10 uM por 30 minutos y luego se lavaron con PBS para tratar con
SANA 0.2 mM por 24 hs. Las células fueron colectadas y lisadas al finalizar el tratamiento para analizar
expresion proteica de HO-1 por western blot. D) La grafica muestra la cuantificacion de la banda
correspondiente a HO-1 normalizada al control de carga a-tubulina, con datos de tres réplicas
expresados como media + SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p < 0.05, (**)
p £0.01. Test estadistico ANOVA one-way con test de multiple comparacién Tukey.

77



Efecto de la activacion de TMEM176B por el SANA en la sobrevida de trasplantes

También se analizé en BMDCs Tmem176b7-y WT, si desde un punto de vista mecanistico
p38 y ERK estaban involucradas en la regulacién del eje SANA-Tmem176b-HO-1. Al
estudiar la activacidn por fosforilacion de estas vias por western blot, no se observaron
efectos (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Estudio de la activacion de MAPKs como mecanismo de induccion de HO-1. BMDCs

provenientes de ratones Tmem176b_/_y WT fueron tratadas con SANA 0.2 mM por 30 minutos, 1 horay 3
horas. Finalizados los tratamientos se colectaron y lisaron las células para analizar por western blot A)
PERK 1/2 y ERK 1/2 total, C) P-p38 y p38 total. Los graficos muestran la cuantificacién correspondiente a
las bandas y la proporcién entre: B) pERK/ERK total y D) P-p38/p38 total, datos de tres réplicas expresadas
como media = SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p < 0.05. Test estadistico
ANOVA two-way con test de multiple comparacion de Tukey.

SANA modula la maduraciéon de células dendriticas.

Nuestros resultados sugieren un mecanismo en que la activacion farmacolégica de
TMEM176B por SANA promueve la induccién de HO-1 a través de Akt (Figura 2.10). Nos
propusimos entonces demostrar funcionalmente que este mecanismo esta involucrado
en la modulacién de la respuesta inmune, comenzando por el estudio de la maduracion
de las células dendriticas ya que tanto TMEM176B como HO-1 modulan la maduracién
de estas células (190,192,293). Ademas, existen reportes indicando que el acido acetil
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salicilico (Aspirina®) inhibe dicha maduracion (313). Debido a la similitud que el SANA
tiene con este farmaco, nos parecié importante explorar si tiene un efecto sobre la
maduracion de las células dendriticas.

Se analizaron los cambios en el fenotipo de maduracién en BMDCs, midiendo la
expresion (en porcentaje) de las moléculas MHC de clase Il y CD86. Como vemos a
continuacion, la maduraciéon de las BMDCs inducida por LPS es inhibida de manera
significativa por el SANA, mientras que el salicilato (sillar estructural del nitroalqueno)
no la inhibe (Figura 2.12).
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Figura 2.12. Analisis de la maduracion de células dendriticas tratadas con SANA. BMDCs fueron tratadas
con SANA o Salicilato (0.2 mM) y con LPS (250 ng/mL) por 24 hs. La maduracién de células dendriticas

fue analizada por citometria de flujo considerando la poblacidn celular MHC-II" CD86" en CD11c . El
analisis de datos se llevé a cabo utilizando el software Flowlo V10. Los datos de tres réplicas se muestran
como media £ SEM de un experimento representativo de tres independientes. (*) p < 0.05. Test
estadistico ANOVA one-way con test de multiple comparacion Tukey.

Se ha reportado que la expresion de HO-1 inhibe la maduracion de células dendriticas
(293). En ese sentido, estudiamos su rol en la maduracion de BMDCs tratandolas con
un inhibidor conocido de la actividad de HO-1, la protoporfirina IX de estafio (SnPP).
Observamos que, en presencia de este inhibidor, las células tienen porcentajes similares
de expresidon de MHC-II* y CD86* que la condicidn no tratada, mientras que la condicién
tratada con SANA muestra porcentajes menores (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Funcion de HO-1 en la maduracién de células dendriticas. BMDCs fueron tratadas con SnPP
(50 uM), SANA (0.2 mM) y LPS (250 ng/mL) por 24 hs. La maduracion de células dendriticas fue analizada

por citometria de flujo considerando la poblacién celular MHC-II" CD86" en CD11c . El analisis de datos se
llevd a cabo utilizando el software FlowJo V10. Los datos de dos réplicas se muestran como media + SEM
de un experimento representativo de tres independientes. (*) p < 0.05 ANOVA one-way con test de
multiple comparacion Tukey.

Sin embargo, al inhibir HO-1 con SnPP en ausencia de tratamiento con SANA, el
porcentaje de marcadores de maduracidon aumenta respecto a la maduracion basal con
LPS. De todas formas, en la condicién SANA + SnPP la maduracién disminuye
significativamente respecto a SnPP solo, restableciéndose a porcentajes similares a la
condicion sin tratamiento.

Para determinar si el efecto inhibitorio del SANA es dependiente de Tmem176b, se
estudié el fenotipo de maduracién en BMDCs de ratones Tmem176b”- y WT. Cuando
las células son tratadas con SANA, la expresién de los marcadores de maduracién
disminuye de manera significativa tanto en WT como en Tmem176b7-. Sin embargo, en
las BMDCs Tmem176b7-, el porcentaje de marcadores de maduracién es
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significativamente mayor respecto a las WT, independientemente de haber sido
tratadas con SANA o no (Figura 2.14).
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Figura 2.14. Maduracion de células dendriticas dependiente de Tmem176b. BMDCs provenientes de

ratones WTy Tmem176b-/- fueron diferenciadas y tratadas con SANA 0.2 mM y estimuladas con LPS (250
ng/mL) por 24 hs. A las células de la condicion no tratado solo se las incubé con medio. La maduracion de

células dendriticas fue analizada por citometria de flujo considerando la poblacién celular MHC-II" cD86"

en CD11c . El anlisis de datos se llevé a cabo utilizando el software FlowJo V10. Los datos con 6 réplicas
por condicidn se expresan como media + SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p
< 0.05. Test estadistico ANOVA two-way con test de multiple comparacién Tukey.

El rechazo de trasplantes se basa en una respuesta del sistema inmune donde la
presentacidon de aloantigenos por células presentadoras y la accidon de las células
respondedoras de la inmunidad adaptativa juegan un rol crucial. En la alorespuesta, son
importantes las células dendriticas como presentadoras y los linfocitos T como
respondedores. Por esta razén, analizamos el efecto de SANA sobre los linfocitos T en
un contexto de alorespuesta.

SANA inhibe la proliferacion de linfocitos T in vitro.

Analizamos en el contexto de experimentos de MLR (reaccidn leucocitaria mixta) el
efecto de SANA sobre la proliferaciéon de linfocitos T. Para esto cocultivamos BMDCs
provenientes de ratones B6 con células de ganglios provenientes de ratones BALB/c.
Observamos que en el MLR tratado con SANA 0.2 mM hay una menor proliferacién de
linfocitos T, a diferencia de lo que se observa con el salicilato (Figura 2.15).
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Figura 2.15. Proliferacién de linfocitos T en MLR tratando con SANA. BMDCs fueron generadas de
ratones B6 y colocadas en placa de 96 pocillos para su adhesion. Por otro lado, se colectaron ganglios
linfaticos de ratones BALB/C que se disgregaron y marcaron con DDAO (sonda de proliferacion),
agregandolas a la placa junto a las BMDCs previamente adheridas para su cocultivo en el MLR. A) MLR
(Proporcién 1:10 BMDC: células de ganglio) fueron incubadas con SANA o Salicilato (0.2 mM) por 72
horas. Las condiciones sin BMDC y MLR fueron incubadas solo con medio. Luego de incubadas se
colectaron las células y se marcaron con anti-TCR para medir proliferacion de linfocitos T mediante
citometria de flujo (poblacién DDAO™ en TCR*). Grafica de porcentaje de proliferacion de linfocitos T.
Datos expresados como media + SEM, provenientes de tres experimentos independientes. (*) p < 0.05,
(**) p£0.01, (***) p < 0.001. Test estadistico One-way ANOVA con test de multiple comparacién Tukey.
B) Dot plots representativos.

Otra pregunta que surge es a qué nivel celular actda el SANA, donde sabemos que en
BMDCs inhibe la maduracidn, mientras resta saber si actla directamente en los
linfocitos T. Para responder esto se realizé la estrategia experimental de un sistema de
activacion de linfocitos T libre de APCs (APC-free), estimulando a las células previamente
purificadas de un bazo de ratén BALB/c con anti-CD3 y anti-CD28. En este ensayo se
observa que SANA también inhibe la proliferacién de los linfocitos T (Figura 2.16).
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Figura 2.16. Proliferacion de células T en sistema APC-free. Se colectaron y purificaron células T totales
mediante columna magnética de esplenocitos de bazo de ratén BALB/c, los cuales se marcaron con la
sonda de proliferacién Cell Trace Far Red (CTFR) y se colocaron en placa previamente sensibilizada con
anti-CD3¢ (1 pg/mL). Luego se agregd anti-CD28 (1ug/mL) y se trataron con SANA (0.2 mM). Se incubaron
por 72 hsy luego se colectaron para medir proliferacion por citometria de flujo (poblacién CTFR™ en TCRY).
A) Grafica de porcentaje de proliferaciéon de linfocitos T. Datos de cuatro réplicas por condicidén
expresados como media + SEM, provenientes de un experimento representativo de tres independientes.
(***) p £0.001. Test estadistico One-way ANOVA con test de multiple comparacion Tukey. B) Dot plots
representativos.

El efecto inhibitorio de proliferacion de linfocitos T es dependiente de HO-
1 en el MLR

Los resultados obtenidos hasta ahora, muestran que SANA prolonga la sobrevida de los
trasplantes (Fig. 2.1), inhibe la maduracion de células dendriticas (Fig. 2.12) y la
proliferacién de linfocitos T tanto en un MLR como en un sistema APC-free (Fig. 2.15y
2.16). Desde el punto de vista mecanistico, estos efectos son total o parcialmente
dependientes de Tmem176b y de la induccién de HO-1 (Fig. 2.5; 2.13 y 2.14).

Teniendo en cuenta que SANA induce HO-1 en células dendriticas tanto in vitro como in
vivo (Fig. 2.7 y 2.8) y que el efecto inhibitorio de la maduracién de BMDCs es
parcialmente dependiente de HO-1 (Fig. 2.13), es importante estudiar si esto repercute
en la proliferacion de linfocitos T. Por esta razéon, nos planteamos un disefio
experimental en donde se agrega la condicién SnPP en el MLR. De esta manera, se
pretrataron las BMDCs con SANA (0.2 mM por 24 horas) y luego se cocultivaron con las
células respondedoras provenientes de ganglios, con o sin el tratamiento con SnPP. El
pretratamiento de las BMDCs con SANA en las condiciones mencionadas es para tener
expresada HO-1 como anteriormente (Fig. 2.8), mientras que el tratamiento con SnPP
en el momento del MLR, inhibe la actividad de esta enzima. En esas condiciones, vimos
gue el pretratamiento con SANA determina una significativa disminucion de la
proliferacion de células T en el MLR, efecto que es parcialmente revertido al adicionar
SnPP (Figura 2.17).
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Figura 2.17. Funcion de HO-1 en la inhibicion de la proliferacion de linfocitos T en MLR. BMDCs fueron
generadas de ratones B6 y luego de su diferenciacion se pretrataron con SANA 0.2 mM, 24 horas. Los
ganglios linfaticos se colectaron de ratones BALB/Cy se marcaron con Cell Trace Far Red (CTFR, sonda de
proliferacién), agregando las células a la placa junto a las BMDCs para el MLR luego del pretratamiento.
La proporcion en el MLR fue 1:1 (BMDC/células de ganglio), incubandose con/sin SnPP (50 uM) por 5 dias.
Luego de incubadas se colectaron las células y se marcaron con anti-TCR para medir proliferacion de
linfocitos T por citometria de flujo (poblacion CTFR™ en TCR*). A) Grafica de porcentaje de proliferacion de
linfocitos T, datos de tres réplicas por condicion expresados como media + SEM, provenientes de un
experimento representativo de tres independientes. (*) p £ 0.05, ns: no significativo. Test estadistico
One-way ANOVA con test de multiple comparacién Tukey. B) Dot plots representativos.

Este resultado muestra que el efecto inhibitorio dependiente de SANA sobre la
capacidad aloestimuladora de las BMDCs, es parcialmente modulado por HO-1. Esto es
concordante con los resultados in vitro mostrados anteriormente y apoya que el efecto
farmacoldgico del SANA como modulador de la respuesta inmune se debe al eje
TMEM176B/HO-1.

SANA prolonga la sobrevida y promueve a los linfocitos Tregs en el injerto
de manera dependiente de HO-1.

Sabiendo que SANA activa el eje TMEM176B/HO-1 y que esto tiene un papel protector
en el modelo murino de trasplante de piel que utilizamos, quisimos dilucidar desde un
punto de vista mecanistico cuales eran los procesos de inmunoregulacion generados in
vivo. En ese sentido, ha sido reportado que esta enzima es beneficiosa en modelos
murinos de trasplante de corazén (239,240), cobrando importancia el estudio del papel
de HO-1 en nuestro modelo de trasplante de piel. Para esto realizamos un ensayo de
sobrevida con ratones C57BL/6 tratando a los animales con 100 mg/kg de SANA por via
orogastrica desde el dia -1 al 15 postrasplante y en paralelo se administré el inhibidor
de la actividad de HO-1, SnPP. El SnPP fue administrado por via intraperitoneal a una
dosis de 40 mg/kg en los dias -1; 3; 7; 11 y 15. Como esperabamos, los animales tratados
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con SANA prolongan la sobrevida del injerto de manera significativa respecto a los del
grupo tratado con vehiculo, efecto que es perdido en los tratados con SANA + SnPP
comparado a los tratados con vehiculo (Figura 2.18). Sin embargo, en este estudio no
pudimos observar diferencias en la sobrevida de los trasplantes entre los grupos
tratados con SANA o SANA + SnPP.
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Figura 2.18. Estudio in vivo de HO-1 en la prolongacion por SANA de la sobrevida de trasplantes de
piel. Ratones C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos
donantes. Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/dia, via oral, desde el dia -1 a 15
postrasplante, vehiculo = carboxi-metil-celulosa 0.5% + Tween-80 0.5%). SnPP fue administrado por via
intraperitoneal (40 mg/kg, cada 4 dias desde el dia -1 al 15 postrasplante, vehiculo = PBS pH 7.4).
Finalizado el tratamiento, los aloinjertos fueron controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica clinicamente
rechazo cuando el tamafio del aloinjerto disminuye mas de un 50% o aparece necrosis en 10% o mas del
injerto. Los datos de sobrevida corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de
dos experimentos independientes. (*) p < 0.05, ns: no significativo. Test estadistico Log-Rank Mantel
Cox.

Estos resultados sugieren que SANA prolonga la sobrevida del trasplante de piel a través
de mecanismos que involucran a HO-1. Para profundizar en el estudio de los efectos que
la activacion del eje TMEM176B/HO-1 tiene en la alorespuesta, y sabiendo que los
linfocitos T reguladores (Tregs) son actores fundamentales en la modulaciéon de
respuestas efectoras e induccién de tolerancia, analizamos las poblaciones de linfocitos
Tregs en el injerto de piel y en ganglio drenante a los 15 dias postrasplante. En esas
condiciones, vimos que los animales tratados con SANA tienen mayor porcentaje de
Tregs CD4*FoxP3* en el injerto respecto al grupo vehiculo. En contraparte, los animales
tratados con salicilato no muestran diferencias significativas (Figura 2.19).
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Figura 2.19. Analisis de poblaciones Tregs cD4" FOXP3' en aloinjertos de piel y dLN. Se realizaron
trasplantes de piel en contexto de incompatibilidad menor en ratones donde se trataron a las hembras
receptoras con SANA o Salicilato (100 mg/kg/dia, via oral) desde el dia -1 a 15 postrasplante. Los animales
fueron sacrificados a dia 15 para colectar el injerto de piel y el ganglio drenante axilar izquierdo (dLN).
Los tejidos fueron procesados para analizar mediante citometria de flujo la poblaciéon de células T

reguladoras (Tregs) CD4" FOXP3' en A) injerto de piel y B) dLN. C) Dot plots representativos. Los valores
en los graficos se muestran como promedio + SEM de la diferencia entre el porcentaje del marcado

FOXP3" menos el porcentaje del isotipo control. Los datos son expresados como media £ SEM de tres
experimentos independientes. (*) p < 0.05. Test estadistico One-way ANOVA con test de multiple
comparacion Tukey.

Sabemos que la expresion de HO-1 en células dendriticas promueve la diferenciacién de
Tregs CD4* FOXP3* (297,298). Por este motivo y con los resultados anteriores,
analizamos las poblaciones de Tregs CD4* FOXP3* en injertos de piel y dLN colectados
de animales trasplantados a los 15 dias postrasplante, tratados con SANA y SnPP de igual
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forma que en la Figura 2.18. Cuando los animales son tratados solo con SANA, el
porcentaje de Tregs es mayor respecto al vehiculo en los injertos de piel como es
esperable, pero cuando los animales son tratados con SANA y SnPP el efecto se revierte
y el porcentaje es menor (Figura 2.20 A). En el ganglio drenante no se observaron
cambios en los Tregs con los tratamientos a los 15 dias postrasplante (Figura 2.20 B).
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Figura 2.20. Estudio de Tregs en funcion de HO-1 a 15 dias postrasplante en injerto de piel. Ratones
C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos donantes. Los
receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/dia, via oral, desde el dia -1 a 15 postrasplante) y SnPP
(i.p. 40 mg/kg cada 4 dias desde el dia -1 al 15 postrasplante). A dia 15 se colecté el injerto de piel y el
ganglio drenante axilar izquierdo (dLN) que fueron procesados para analizar poblaciones celulares Tregs
CD4* midiendo porcentaje de FOXP3* en CD4*. A) Porcentaje de células FOXP3* en CD4* de injertos de piel.
B) Porcentaje de células FOXP3* en CD4* de dLN. C) Dot plots representativos. Valores son mostrados
como media = SEM de los porcentajes de FOXP3* de tres experimentos independientes. (*) p < 0.05 (**)
p <0.01. Test estadistico one-way ANOVA con test de multiple comparacidn Tukey.
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La combinacion de SANA con un inmunosupresor especifico mejora los
efectos en la aceptacion de trasplantes.

Habiendo demostrado el efecto inmunomodulador de SANA en trasplantes junto al
mecanismo de induccion de HO-1 a través de la activacion farmacolégica de TMEM176B,
nos propusimos estudiar una potencial aplicacién clinica de este compuesto, donde
sabemos que, en el disefio experimental, no puede administrarse de manera aislada,
sino que debe coadministrarse con alguna droga inmunosupresora. Para esto decidimos
estudiar la coadministracion con el fragmento Fab del anticuerpo anti-CD3, el cual tiene
un efecto depletante de linfocitos T a corto plazo (favoreciendo que no suceda un
rechazo agudo), para luego inducir una generacién de células Tregs a largo plazo que
favorece la tolerancia del trasplante y previene el rechazo crénico del mismo. Las
ventajas del uso de este inmunosupresor frente a los tradicionales (ciclosporina,
tacrolimus, rapamicina, etc.) es que en primer lugar la supresidon inmune no es sistémica,
sino especifica de linfocitos T (158,159). En segundo lugar, al tratarse de un fragmento
y no de la estructura completa del anticuerpo, se espera que los efectos secundarios
sean menores (160). La coadministracion del SANA junto al anti-CD3 Fab (5 pg/ratén,
intraperitoneal en los dias -1; 1; 3; 5 y 7) permitié observar que los tratamientos
prolongaron la sobrevida del trasplante de piel respecto al vehiculo, mientras la
coadministracion de ambas drogas mostré un mejor efecto: el 60% de los animales
sobrepasaron el dia 100 postrasplante sin rechazar, mientras que en el grupo tratado
solo con SANA fue un 28,6% y en el grupo solo con anti-CD3 fue un 37,5% (Fig. 2.21). Si
comparamos los efectos de la coadministracion de ambos tratamientos con los
tratamientos por separado, SANA + anti-CD3 prolonga significativamente mas la
sobrevida respecto a SANA, pero al compararlo con anti-CD3, se observa una tendencia
a una mayor prolongacidén, aunque no se logra una diferencia estadisticamente
significativa (Figura 2.21).
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Figura 2.21. Efectos en la sobrevida de trasplantes de piel de la combinacién de SANA con a-CD3.
Ratones C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos donantes.
Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/dia, via oral) o vehiculo entre el dia -1 y 15
postrasplante. El tratamiento con anticuerpo a-CD3 (Fragmento Fab) (5ug por animal, ip) fue administrado
en los dias -1; 1; 3; 5y 7. Vehiculo del a-CD3 = PBS. Finalizado el tratamiento, los trasplantes fueron
controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica clinicamente rechazo cuando el tamafio del aloinjerto
disminuye mas de un 50% o aparece necrosis en 10% o mas del injerto. Los datos de sobrevida
corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de dos experimentos
independientes. (*) p £0.05, (***) p <£0.001, ns: no significativo. Test estadistico Log-Rank Mantel Cox.

Anteriormente en las Figuras 2.19 y 2.20, observamos que el SANA aumenta el
porcentaje de Tregs en el trasplante de piel a los 15 dias postrasplante en forma
dependiente de HO-1. A esto hay que anadirle el conocimiento presente en la literatura
de efectos a largo plazo de generacion de Tregs por el tratamiento con anti-CD3 (159).
Debido a esto, fuimos a analizar las poblaciones de linfocitos Tregs en los tejidos de
ratones trasplantados y tratados con SANA y anti-CD3. El analisis de las poblaciones de
Tregs en el injerto de piel y el dLN se hizo en el modelo de alotrasplante de piel en
contexto de antigenos menores, siguiendo el mismo esquema de administracién de la
Figura 2.21. Los tejidos se colectaron a dia 15 postrasplante, donde se muestra que en
el injerto de piel el porcentaje de la poblacién de linfocitos Tregs CD4* FOXP3* es
significativamente mayor en el grupo SANA + anti-CD3 si lo comparamos con el tratado
con anti-CD3, o con SANA solo o con el control sin tratamiento. En el dLN no
encontramos incrementos en los porcentajes de Tregs con los tratamientos (Figura
2.22).
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Figura 2.22. Analisis de poblaciones Tregs a 15 dias postrasplante en injerto de piel y dLN. A) Ratones
C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de ratones C57BL/6 machos donantes. Los
receptores fueron tratados con SANA y fragmento Fab de a-CD3. A dia 15 se colecté el injerto de piel y
el ganglio drenante axilar izquierdo (dLN) para procesar los tejidos y analizar poblaciones celulares Tregs
CD4*. Las mismas fueron analizadas midiendo el porcentaje de FOXP3*en CD4*. Valores son mostrados
como media = SEM de la diferencia de porcentajes entre los marcados FOXP3* menos el control isotipo
IgG, provenientes de tres experimentos independientes, mostrando porcentajes en A) injerto de piel y
en B) dLN. C) Dot plots representativos. (*) p < 0.05, (***) p < 0.001. Test estadistico one-way ANOVA
con test de multiple comparacion Tukey.

Estos resultados muestran que, en la sobrevida del injerto de piel, el tratamiento con
anti-CD3 mejora el efecto del SANA, mientras que en los Tregs la combinacidon de ambos
mejora significativamente respecto a los tratamientos por separado. Pero nos llama la
atencidn que con estos resultados no se observe una diferencia significativa en la
sobrevida entre SANA y SANA + antiCD3, razén por la cual optamos por estudiar la
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combinacion de SANA y anti-CD3 Fab en un modelo alternativo con una respuesta
alogénica mas fuerte. La combinacion de tratamientos se aplicd en un modelo murino
de trasplante de piel en contexto de antigenos mayores, trasplantando piel de la cola de
un raton donante hembra de la cepa BALB/c a una receptora hembra C57BL/6, siguiendo
el mismo procedimiento que en los trasplantes de piel en contexto de antigenos
menores. Al estudiar la sobrevida del injerto, se observa que se trata de un modelo cuya
respuesta es mas fuerte y rdpida, donde los animales del grupo control tratados con
vehiculo rechazaron en una media de 8 dias, esperable en este tipo de modelos
(314,315). En este caso, los animales tratados solamente con SANA no lograron
prolongar significativamente la sobrevida, al contrario del anti-CD3 Fab que prolonga
significativamente respecto al vehiculo. Sin embargo, se reproduce el mismo resultado
qgue en los trasplantes en contexto de antigenos menores, donde el tratamiento
combinado de SANAy anti-CD3 Fab mejora la sobrevida de manera significativa respecto
a los grupos tratados con vehiculo y con SANA. Entre el grupo tratado solo con anti-CD3
y SANA + antiCD3, se observa una tendencia (no se logra una diferencia estadisticamente
significativa) a aumentar la sobrevida del injerto (Figura 2.23).
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Figura 2.23. Efectos del tratamiento de SANA y a-CD3 en la sobrevida de trasplantes de piel en
contexto de antigenos mayores . Ratones C57BL/6 hembras fueron trasplantadas con piel de la cola de
ratones BALB/c hembras donantes. Los receptores fueron tratados con SANA (100 mg/kg/dia, via oral)
y con el fragmento Fab de a-CD3 (5ug por animal, IP) de igual forma que en la Figura 2.21. Finalizado el
tratamiento, los trasplantes fueron controlados cada 48/72 hs. Se diagnostica clinicamente rechazo
cuando el tamafio del aloinjerto disminuye mas de un 50% o aparece necrosis en 10% o mas del injerto.
Los datos de sobrevida corresponden al n de animales indicado en cada grupo, provenientes de un
experimento. (**) p £0.01, ns: no significativo. Test estadistico Log-Rank Mantel Cox.
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DISCUSION
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DISCUSION

El rechazo de trasplantes continda siendo un problema en la medicina a nivel mundial,
generando problemas y complicaciones a los pacientes y también a los sistemas de salud
(1). En particular, el rechazo crénico es el mayor desafio que enfrenta la clinica debido a
gue las terapias inmunosupresoras convencionales no son eficaces para poder evitarlo,
sumado a que los efectos secundarios de estos medicamentos administrados en forma
crénica comprometen significativamente la salud de los pacientes trasplantados (143).

Por esta razén, es importante continuar investigando en el drea para poder desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas que permitan disminuir la inmunosupresién sistémicay
activen mecanismos de inmunoregulacién y/o tolerancia perdurable en el tiempo,
modulando asi la respuesta inmune que lleva al rechazo del érgano o tejido. En este
sentido, es importante entender y conocer los mecanismos y procesos que participan en
la respuesta inmune relacionada al rechazo de drganos/tejidos trasplantados. Por esta
razon, el principal objetivo en este trabajo es demostrar que la requlacion farmacoldgica
de actores moleculares con funciones importantes en la alorespuesta, activan vias
inmunoreguladoras que favorecen a la sobrevida del trasplante.

Una estrategia es contar con farmacos que tengan como diana farmacoldgica algunos
de los principales actores moleculares que cumplen funciones inmunoreguladoras. En
un segundo escaldn, estos farmacos podrian ser combinados con inmunosupresores
conocidos pero administrados a dosis mds bajas y con el objetivo de reducir la
inmunosupresion crénica a la que se enfrentan los pacientes.

La informacidn y estudios que se conocen acerca de los nitroalquenos derivados de
acidos grasos, asi como los de segunda o tercera generacidon, muestra que son
compuestos con potentes propiedades antiinflamatorias
(220,230,232,233,235,244,316,317).

En este trabajo, nos centramos en estudiar el dcido 5-(2-nitroetenil) salicilico (SANA)
(245), un nitroalqueno derivado del acido salicilico. Este ultimo es un compuesto
ancestral conocido por sus importantes propiedades antiinflamatorias (247-249,318) y
utilizdndolo como sillar estructural, en nuestro grupo, le adicionamos el grupo funcional
nitroalquenilo con la intencidn de aumentar sus propiedades antiinflamatorias. El SANA
al igual que otro nitroalquenos, son inhibidores del inflamasoma (Figura 1.16 A)
(232,244) y de la via proinflamatoria NF-kB (Figura 1.16 B)(230,232). Otro nitroalqueno
gue tiene similitud estructural con el SANA y solo difiere en la ausencia de un grupo
hidroxilo, es el (E)-4-(2-nitrovinil) benzoico, nitroalqueno derivado del 4cido benzoico
(BANA) (265). Dada su similitud estructural y sus propiedades como nitroalqueno, lo
hemos tenido en cuenta junto al SANA como posible herramienta farmacolégica para
evaluarlo en este trabajo y comprender mas cabalmente los mecanismos involucrados
en el rechazo de los trasplantes
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Los nitroalquenos presentan dos caracteristicas que cobran relevancia en esta tesis: son
inductores de la expresion de Hemoxigenasa-1 (HO-1) (236,237) y son activadores de
canales idnicos TRP relacionados al transporte de calcio (219). Se conoce por un lado
que HO-1 tiene efectos beneficiosos en trasplantes de corazén (239,240), mientras que
por otro lado tenemos al canal catidénico TMEM176B, al que se le atribuyen importantes
propiedades inmunoreguladoras en trasplantes y otras patologias relacionadas al
sistema inmune (184-186). El hecho de que los nitroalquenos sean activadores de
canales idénicos, nos hizo especular que SANA y/o BANA podrian funcionar como
activadores farmacoldgicos de TMEM176B.

Como primer objetivo nos planteamos estudiar si el SANA ejerce efectos beneficiosos
en modelos animales de trasplantes. Esto lo abordamos en dos modelos diferentes de
trasplantes en roedores, obteniendo por un lado que el SANA aplicado por via oral
durante 15 dias prolonga la sobrevida de trasplantes de piel en contexto de antigenos
menores (Fig. 2.1 Ay B), mientras por otro, prolonga también la sobrevida de trasplantes
de corazén heterotépico en contexto de antigenos mayores en ratas (Fig. 2.1 C). Este
efecto no se observé en los animales tratados con salicilato en los trasplantes de piel,
mientras que en los de corazon, las ratas tratadas con SANA mostraron una prolongacién
de la sobrevida significativamente mayor a las tratadas con salicilato. Esto ya nos sugiere
que la presencia del grupo funcional nitroalqueno en la molécula potencia su efecto,
aunque probablemente haya también una dependencia del sillar estructural debido a
gue un tratamiento similar con el BANA, no tuvo efectos en la sobrevida de los
trasplantes de piel en ratones tratados (Figura 2.2). Estos resultados son importantes en
primer lugar porque el SANA tiene un efecto in vivo sobre dos tipos de trasplantes de
organos, donde el proceso de rechazo en piel y corazén se comportan de manera
diferente. En segundo lugar, el compuesto prolonga la sobrevida en dos contextos
diferentes de incompatibilidad, menor y mayor. En el modelo de trasplante de piel con
incompatibilidad menor, se desencadena la alorespuesta por el reconocimiento de
antigenos menores independientes al MHC, en este caso por péptidos relacionados al
cromosoma Y del macho donante (46). Por el contrario, el trasplante de corazon fue
realizado en contexto de antigenos mayores, que al tratarse de cepas diferentes generan
incompatibilidad a nivel de MHC. Unicamente en el caso de hermanos gemelos
idénticos, la compatibilidad es probablemente total y se estaria en una situacién de
trasplante singénico, mientras en el resto de los trasplantes que se utilizan a diario en la
clinica, estariamos frente a trasplantes alogénicos donde se necesitan estudios de
compatibilidad para encontrar el donante adecuado (33,44). El hecho de que SANA haya
tenido un efecto en este modelo, amerita a que sea estudiado como potencial droga
inmunoreguladora de la alorespuesta.

Si pensamos en un posible encare terapéutico, este compuesto aplicado como
monoterapia no es suficiente para lograr un efecto que perdure en el tiempo vy
establezca tolerancia del trasplante. Para lograr esto, hay que combinarlo con otro
tratamiento inmunosupresor que transitoriamente apague las funciones efectoras del
sistema inmune y dé lugar a la generacidn de mecanismos reguladores perdurables en
el tiempo. En la Figura 2.1, SANA solamente prolonga la sobrevida, pero finalmente
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ocurre el rechazo de los drganos, razén por la cual es necesario plantear una terapia
combinada con un inmunosupresor a baja dosis. Esta aproximacién terapéutica la
hicimos coadministrandolo junto al anti-CD3&-Fab (Figura 2.21), lo cual desarrollaremos
mas adelante. En este trabajo de tesis, nos propusimos estudiar los mecanismos
regulados farmacoldgicamente que desencadenen efectos inmunomoduladores de la
alorespuesta, donde SANA puede ser utilizado como herramienta farmacoldgica.

Para abordar el estudio de dichos mecanismos, tomamos en cuenta tres actores
moleculares que pueden ser regulados por SANA: el canal catiénico TMEM176B, el
inflamasoma NLRP3 y la enzima HO-1. Cada uno de ellos tienen en comun que cumplen
un papel importante en la alorespuesta, donde iremos desarrollando a continuacién
como los estudiamos para lograr elucidar los mecanismos.

Por tanto, nos planteamos evaluar si el SANA regula farmacolégicamente a TMEM176B.
Para ello, se analizo el efecto del tratamiento de esta droga en la actividad idnica de
TMEM176B, mediante un ensayo in vitro con células CHO transfectadas que
sobreexpresan a este canal. El resultado demuestra que SANA aumenta el ingreso de
sodio a través de TMEM176B respecto a la condicién basal tratada con vehiculo, no
sucediendo lo mismo con el salicilato (Figura 2.3). El incremento de sodio intracelular
esta relacionado a la actividad de TMEM176B como canal catidnico y por lo tanto es
activado por SANA. Al igual que en el experimento in vivo de trasplante de piel, este
ensayo se realizé también con el BANA, donde tampoco vimos cambios en el ingreso de
sodio en las células transfectadas con TMEM176B (Figura 2.4). Esto confirma que el
efecto sobre la actividad idnica y en la sobrevida de trasplantes de piel, no solo depende
del grupo funcional nitroalquenilo, sino también del sillar estructural. Es decir que estas
propiedades no son genéricas a cualquier nitroalgueno, sino que son particulares del
SANA. Estas variaciones puntuales en la estructura (ausencia de hidroxilo y cambio de
posicion del grupo nitroalquenilo) hacen que se pierdan estos efectos. Con estos
resultados, continuamos estudiando los mecanismos inmunomoduladores que la
activacion de TMEM176B desencadena en la alorespuesta, asi como otros que pudiesen
ser directamente dependientes del SANA.

Las propiedades de TMEM176B como molécula inmunoreguladora lo posicionan con
una funcién dual de acuerdo al contexto en que esté actuando. En el caso de la respuesta
inmune tumoral, la activacion de TMEM176B lleva a la modulacidon de respuestas
efectoras dando un efecto protumoral. En este caso, la delecién genética o la inhibicién
son beneficiosas para respuestas antitumorales (184). La inhibicién farmacoldgica de
TMEM176B se ha logrado y estd bien estudiada con el compuesto BayK8644, un
conocido bloqueador de canales de calcio (218). Esto refuerza que TMEM176B es una
proteina que puede ser regulada farmacoldgicamente, ya sea activandose o
inhibiéndose, y que por tanto puede cumplir un rol dual en la regulacidn de la respuesta
inmune (187). De hecho, en contextos de infecciones, enfermedades autoinmunes y
alotrasplantes, la presencia y activacion de TMEM176B es beneficiosa para modular la
respuesta inmune involucrada en los dafios, progresion de las enfermedades y en el
rechazo, respectivamente (185,186,192,212).
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Como se ha mencionado, TMEM176B tiene importantes implicancias en la regulacién
del sistema inmune y el hecho que sea activado por SANA, nos permite estudiar su papel
en los trasplantes y su implicancia en el efecto ejercido por SANA en la sobrevida. Al
tratar con SANA a ratones Tmem176b”- en el modelo de trasplante de piel, se observa
que se pierde el efecto de prolongacion de la sobrevida que ocurre en los WT tratados
(Figura 2.5), lo que concluye que el efecto de SANA en la sobrevida del trasplante de piel
es dependiente de Tmem176b. Ademas, en los controles administrados con vehiculo, no
hay diferencias entre WT y Tmem176b7-, sugiriendo que el efecto es a través de la
activacion de Tmem176b por SANA.

Con estos datos, nos propusimos como tercer objetivo elucidar los mecanismos que se
desencadenan con la activacion farmacoldégica de TMEM176B y que expliquen el efecto
in vivo observado en la sobrevida. En primer lugar, investigamos sobre blancos
moleculares y vias que puedan ser reguladas por nitroalquenos y el SANA, las cuales
puedan estar involucradas en la alorespuesta.

SANA vy los nitroalquenos derivados del a-tocoferol inhiben el inflamasoma NLRP3
(Figura 1.16 A) (232,244), el cual estd descrito que tiene un papel importante en la
progresion del rechazo de trasplantes (260,261,311). Ademads, sabemos que TMEM176B
también inhibe al inflamasoma NLRP3, pero cuando estudiamos la sobrevida de
trasplantes de piel en ratones WT y Caspasal-117-, ambos rechazaron de igual manera
sin mostrar diferencias en la sobrevida (Figura 2.6). La Caspasa-1 es un componente
importante en la activacion del inflamasoma porque es la proteasa que clivaala IL-1B y
a la IL-18 a sus formas activas, las cuales ejercen los efectos proinflamatorios (271). Esta
proteasa se activa al ensamblarse el inflamasoma, por lo tanto, su delecién impide la
produccién de las citoquinas mencionadas y los efectos relacionados a la activacién del
inflamasoma. Cabe aclarar que en estos animales también estd la delecién de Caspasa-
11, la cual puede ser activada de forma no candnica, no involucrando a Caspasa-1 (319).
Por este motivo, el hecho de que no haya habido efectos en la sobrevida de trasplantes
de piel de los animales que carecen de Caspasa-1/11, nos sugiere que en este modelo la
inhibicion del inflamasoma NLRP3 no es suficiente para modular la alorespuesta.

Los nitroalquenos son potentes compuestos antiinflamatorios debido a su capacidad de
inhibir vias proinflamatorias tales como NF-kB (230,317) y el mismo inflamasoma, asi
como por su capacidad de activar vias antiinflamatorias, antioxidantes y citoprotectoras
como PPAR-y, HSR-1, Nrf2-Keap1 y HO-1 (233,235-237,316). El analisis protedmico en
macréfagos THP-1 tratados con SANA nos permitié identificar a HO-1 dentro de las
proteinas mds abundantes, exclusivamente sobreexpresadas en la condicién con
tratamiento y esto va acompafiado de que SANA induce la expresion génica de HO-1 en
estas células (Figura 2.7). También confirmamos el aumento de la expresidon de esta
proteina en células dendriticas (BMDC) (Figura 2.8), concluyendo que SANA induce HO-
1 en dos tipos diferentes de células mieloides. Esta enzima tiene importantes
propiedades antioxidantes, citoprotectoras e inmunomoduladoras (238,293,320,321) y
especificamente se han visto efectos en la sobrevida de trasplantes de drganos sdlidos
(239,240). El resultado, ademas, va en el sentido de que la expresién de HO-1 es inducida
a partir de la activacién del factor de transcripcion Nrf2, el cual se disocia de Keap1, se
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transloca al nucleo y se une a la regién ARE del ADN promoviendo la transcripcién de
genes de las enzimas de fase 2, proceso que es activado por nitroalquenos (233).
Ademas, hay estudios especificos que muestran que los acidos grasos nitrados inducen
HO-1 de manera dependiente e independiente de Nrf2 (236,237).

El cuestionamiento que surge es si la activacion farmacolégica de TMEM176B
desencadena mecanismos que regulen a HO-1, de lo cual no hay datos descritos aun o
si dicho aumento en la expresion de HO-1 inducido por el SANA es independiente de
este canal. Por esta razén, evaluamos la expresion de HO-1 en BMDCs de ratones WT y
Tmem176b”-, donde vimos que las células WT tratadas con SANA inducen mas expresion
de HO-1 que las que en las Tmem176b”- (Figura 2.9 Ay B). Ademas, in vivo se confirmé
que hay mayor porcentaje de células dendriticas MHC-II* CD11c" CD11b* expresando
HO-1 (HO-1%*) en los injertos de piel de animales WT tratados con SANA que en los
Tmem176b”- (Figura 2.9 C y D). Se conoce que TMEM176B es expresado en células
dendriticas convencionales tanto de tipo 1 (cDC1) y de tipo 2 (cDC2), pero con mayores
niveles en estas Ultimas (185,190,193). Esto es coherente con el resultado obtenido in
vivo, debido a que el incremento de HO-1 dependiente de Tmem176b fue en dendriticas
CD11b*, marcador correspondiente a cDC2, aunque también puede incluir otros
subgrupos de dendriticas presentes en tejido cutdaneo, como por ejemplo células de
Langerhans. Esto muestra que Tmem176b en células dendriticas regula parcialmente la
induccion de HO-1.

Estos resultados nos derivaron al estudio de HO-1 como potencial mecanismo, el cual
tiene el agregado de que es regulado por TMEM176B, un nexo que hasta el momento
no es claro y es interesante profundizar en ello. De acuerdo a los datos presentes en la
literatura, sabemos que la expresién de HO-1 depende principalmente de la via Nrf2-
Keapl, la cual puede ser activada farmacolégicamente por compuestos electréfilos o
bien factores de estrés u oxidantes como radicales libres, especies reactivas del oxigeno
o nitrégeno (277,278). Ademads, hay estudios que muestran que esta via puede ser
activada por fosforilacién mediante la accién de cascadas de sefalizacion de quinasas
como las MAPKs y PI3K/Akt (281,286). Se ha mostrado que las vias ERK, p38 y PI3K/Akt
tienen una funcidn reguladora de la expresion de HO-1, siendo mejor descrita la via
PI3K/Akt, reportandose ademas que puede fosforilar directamente a HO-1 (287). En
cuanto a TMEM176B, se ha visto que cuando es sobreexpresado in vitro, activa a Akt
incrementando su forma fosforilada (312). En células dendriticas WTy Tmem176b7", los
niveles de Akt fosforilada son en forma basal significativamente mayores en las
Tmem176b”", mientras que el tratamiento con SANA incrementa la Akt fosforilada en
las células WT, llevando a iguales niveles que en las carentes de Tmem176b (Figura 2.10
Ay B). Este resultado muestra de alguna forma que la presencia de Tmem176b mantiene
inactiva la via Akt y la intervencion del SANA estimula su activacion. Cuando se inhibid
Akt con Triciribina y se analizd la expresion de HO-1 en las células dendriticas tratadas
con SANA, la inhibicién de Akt suprimié la induccién de HO-1 observada en las células
tratadas (Figura 2.10 Cy D). Esto sugiere que la induccion de HO-1 por SANA es a través
de un mecanismo dependiente de Akt, donde TMEM176B mantiene inactiva a la via
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PI3K/Akt en estado basal y el SANA estimula la fosforilacion de Akt, pudiendo estar
activando a Nrf2 por fosforilacion (281,286) para inducir a HO-1.

Otras vias que también han sido estudiadas y tienen un efecto sobre el mecanismo de
expresion de HO-1 son ERK y p38. Particularmente se ha visto que los acidos grasos
nitrados regulan la via ERK mediando efectos protectores, induciendo la expresion de
HO-1 (280). En las células dendriticas WT y Tmem176b”" no se han observados efectos
en los niveles de fosforilaciéon de ERK y p38 al tratarlas con SANA (Figura 2.11). En p38
hay una tendencia de haber mayor proteina fosforilada en las células WT en forma basal,
que es significativa al tratar durante 30 minutos con SANA (Figura 2.11 Cy D), mientras
que en ERK no hay diferencias entre WT y Tmem176b”- (Figura 2.11 Ay B). Con estos
resultados, no podemos afirmar que ERK 'y p38 sean intermediarios en el eje TMEM176B-
HO-1, mientras que Akt si es un posible mecanismo mediador de la regulacion de HO-1
por TMEM1768B.

Es importante confirmar los diferentes efectos funcionales que la induccion de HO-1
dependiente de TMEM176B puedan mostrar a nivel de la respuesta inmune y la
sobrevida de trasplantes. Las células dendriticas son presentadoras de antigenos, las
cuales al recibir una senal de “peligro” son estimuladas y procesan el antigeno para su
presentacion en las moléculas de MHC de clase | o Il. Ademas, expresan moléculas
coestimuladoras como CD80 y CD86 que junto al complejo MHC-péptido interactuaran
con los receptores de los linfocitos T (58,59). En este trabajo utilizamos células
dendriticas primarias derivadas de precursores de la médula 6sea (BMDCs), las cuales
se hacen madurar estimulando con LPS, adquiriendo un fenotipo con alta expresién de
MHC-1l y CD86. Cuando las BMDCs fueron tratadas con SANA, el porcentaje de células
maduras MHC-II* CD86* disminuyd (Figura 2.12), sugiriendo que de alguna manera el
SANA estd inhibiendo la maduracién de células dendriticas. Esto va acompanado con
qgue la induccién de HO-1 en células dendriticas inhibe la maduracién, impidiendo la
secrecidn de citoquinas proinflamatorias y resultando en la inhibicién de la proliferaciéon
de linfocitos T (293). Efectivamente, cuando a las BMDCs estimuladas con LPS se las traté
con el SnPP (inhibidor de HO-1) y SANA, el efecto inhibidor de la maduracién es revertido
(Figura 2.13). No obstante, observamos que el simple tratamiento con SnPP muestra un
aumento de la maduracion, que al agregar el tratamiento con SANA restablece los
porcentajes iniciales con la sola estimulacion con LPS. Esto sugiere que si bien la
inhibicion de la maduracion por SANA depende de la induccion de HO-1, este
nitroalqueno de alguna manera estd promoviendo mecanismos compensatorios
independientes de HO-1 que responden ante el efecto del SnPP sobre la maduracion.

En lo que respecta a TMEM176B, se ha reportado que regula la maduracién de células
dendriticas (190). En este trabajo mostramos que efectivamente en las BMDCs
Tmem176b”" estimuladas con LPS, el porcentaje de células maduras es mayor que en las
WT, sumado a que SANA inhibe la maduracién tanto en WT como en Tmem176b”
(Figura 2.14). Estos resultados sugieren que el efecto del SANA sobre la maduracion es
independiente de TMEM176B, no respondiendo a que el mecanismo SANA-
TMEM176B/HO-1 propuesto tenga implicancia especifica sobre la maduracién de células
dendriticas.
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Otro aspecto importante para estudiar, es el impacto del tratamiento con SANA a nivel
de la inmunidad adaptativa en el contexto de una alorespuesta. Nos focalizamos en el
analisis de las células T que tienen un papel crucial. En primera instancia, observamos
que el SANA inhibe la proliferacién de linfocitos T en una reaccién leucocitaria mixta
(MLR) con BMDCs presentadoras provenientes de ratones C57BL/6 y células de ganglios
como respondedoras provenientes de ratones BALB/c (Figura 2.15). Este ensayo busca
representar in vitro la interaccién celular en un alotrasplante con incompatibilidad
mayor (fully mismatched) y cabe destacar que el compuesto fue aplicado durante el
cocultivo, desconociendo si el efecto inhibidor de la proliferaciéon de linfocitos T se debe
a que actua sobre las células presentadoras o directamente sobre los linfocitos. Para
confirmar esto se observé que en un sistema libre de células presentadoras (APC-free),
linfocitos T purificados y activados con a-CD3 y a-CD28, al ser tratados con SANA
proliferan menos (Figura 2.16), sugiriendo que hay una accion directa del compuesto
sobre estas células. El siguiente paso fue evaluar el papel de HO-1 en la proliferacién de
linfocitos T en el MLR, donde en este caso fue necesario realizar un pretratamiento con
SANA a las BMDCs para que estas logren expresar la enzima. Luego del pretratamiento,
se las cocultivaron con las células respondedoras para incubar el MLR con SnPP, donde
se observo que el efecto de SANA sobre la proliferacion de linfocitos T es parcialmente
revertido al inhibir a HO-1 (Figura 2.17). Con estos resultados se concluyen dos puntos:
1) SANA ejerce efectos tanto a nivel de los linfocitos T y de las células dendriticas, 2) HO-
1 estd involucrada en la modulacion de la respuesta inmune por SANA.

Al comenzar a evaluar la sobrevida de los trasplantes, partimos de la base de que HO-1
ha mostrado efectos beneficiosos en modelos de trasplante de corazén (239,240) y
TMEM176B es necesario en el efecto ejercido por SANA en los trasplantes de piel (Figura
2.5). Confirmamos en trasplante de piel en contexto de antigenos menores con ratones
tratados con SANA y SnPP que esta enzima tiene un papel en el efecto prolongador del
SANA en la sobrevida del injerto (Figura 2.18). Al inhibir la funcién de HO-1 en los ratones
tratados con SANA se pierde la significancia en la sobrevida de los trasplantes respecto
a los tratados con vehiculo. HO-1 es una enzima inducible y no esta expresada
constitutivamente, por lo cual en los modelos de trasplante de corazén en ratas se ha
sobreexpresado esta enzima mediante transfeccion génica usando adenovirus
(239,240). En el trasplante de piel en ratones, SANA es el inductor de HO-1 de acuerdo
a los datos obtenidos anteriormente (Figuras 2.7, 2.8 y 2.9). Con este resultado,
podemos decir que TMEM176B y HO-1 inciden a nivel del efecto in vivo de la sobrevida
de los trasplantes, teniendo un papel importante en la modulacion de la alorespuesta
que lleva al rechazo.

El hecho de estar trabajando con un compuesto que tiene como blanco al eje
TMEM176B-HO-1 y ademads incide en la regulacién de la alorespuesta, nos conduce a
estudiar qué sucede con los linfocitos T reguladores (Tregs), actores importantes de la
regulacién del sistema inmune y el desarrollo de tolerancia en trasplantes
(123,129,322). En el modelo de trasplante de piel con incompatibilidad menor, los
ratones que son tratados con SANA muestran a los 15 dias un porcentaje
significativamente mayor de Tregs CD4*FoxP3* intrainjerto, mientras que en el ganglio
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drenante no se observaron diferencias (Figura 2.19). Cabe destacar que el salicilato no
muestra un incremento de Tregs en ninguno de los érganos, resultado esperable debido
a que no hubo efecto a nivel de la sobrevida (Figura 2.1Ay B) y que no es capaz de activar
a TMEM176B (Figura 2.3). Tomando en cuenta que la ventana de tiempo de 15 dias
postrasplante permite que suceda la respuesta inmune innata y se desencadene la
adaptativa, es coherente observar que SANA incremente los Tregs en forma localizada
en el injerto, modulando respuestas efectoras contra el trasplante. En definitiva,
podemos concluir que el efecto de aumento de la sobrevida por SANA se debe a un
incremento de Tregs en el trasplante. Se ha estudiado que HO-1 tiene implicancias sobre
las células Tregs, donde su expresién en células dendriticas promueve la diferenciacién
de linfocitos T a Tregs y su actividad en células presentadoras de antigenos media la
funcion supresora de las Tregs (185,297,298). Esto lo confirmamos in vivo en los
trasplantes de piel, donde a 15 dias en los injertos de animales tratados con SANA y con
SnPP inhibiendo HO-1, no se incrementd el porcentaje de Tregs CD4*FOXP3*
suprimiéndose el efecto de SANA al inhibir HO-1 (Figura 2.20). Tomando en cuenta los
resultados donde SANA prolonga la sobrevida de manera dependiente de Tmem176b
(Figura 2.5), HO-1 tiene un papel importante en la sobrevida y el incremento de Tregs
(Figuras 2.18 y 2.20) y que el SANA muestra mas células dendriticas expresando HO-1 de
manera dependiente de Tmem176b (Figura 2.9 Cy D), concluimos que:

SANA activa farmacolégicamente a TMEM176B induciendo la expresion de HO-1,
promoviendo un incremento y diferenciacion de Tregs, dando como resultado la
prolongacion de la sobrevida del trasplante.

Este mecanismo que concluimos a partir de los resultados obtenidos en esa tesis, se
resume en el esquema mostrado a continuacién en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Conclusion del mecanismo inmunomodulador de la activacion farmacoldgica de
TMEM176B. Tomando en cuenta los resultados in vivo e in vitro obtenidos en este trabajo, planteamos
este mecanismo por el cual la activacidon farmacoldgica de TMEM176B modula la sobrevida del
trasplante. Utilizando como herramienta farmacoldgica al nitroalqueno SANA, este activaa TMEM176B
como canal iénico, el cual se encuentra mayormente expresado en membranas intracelulares de células
mieloides como las células dendriticas. TMEM176B favorece a una mejor induccién de HO-1 en la
dendritica, desencadenando luego un incremento de Tregs CD4*FoxP3* en el trasplante que concluye
en la prolongacion de la sobrevida del mismo.

Se ha mostrado que utilizando un tratamiento con células dendriticas tolerogénicas (Tol-
DCs), en el mismo modelo murino de antigenos menores (185), solo las WT protegian al
trasplante. De un punto de vista mecanistico, esto dependia del proceso de presentacién
cruzada de antigenos que tenia como resultado la generacién de células T CD8*CD11c*
especificas de antigenos con funciones reguladoras. Este efecto no era posible cuando
se administraban Tol-DCs Tmem176b”- (185). Sin embargo, en un contexto tumoral en
los ganglios drenantes del tumor, se ha observado un mayor porcentaje de Tregs
CD4*FoxP3* en ratones WT respecto a los Tmem176b7- (184). Esto sugiere que
TMEM176B también promueve la diferenciacién a Tregs y fortalece la idea del
mecanismo propuesto del eje SANA-TMEM176B/HO-1 modulando la alorespuesta
mediante un incremento de Tregs.

Sin embargo, no debemos olvidar que la induccion de HO-1 es parcialmente
dependiente de la activacion farmacolégica de TMEM176B por SANA (Figura 2.9 Ay B),
lo que sugiere que existen mecanismos independientes involucrados en el aumento de
la expresion de esta enzima. El hecho de que la ausencia de TMEM176B no haya
impedido completamente que se exprese HO-1 en respuesta al tratamiento con SANA,
puede explicarse porgue estén actuando mecanismos compensatorios no relacionados
a la activacién de TMEM176B. Dichos mecanismos probablemente se deban a la accién
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del SANA como nitroalqueno sobre otras vias que regulan a HO-1, tomando en cuenta
que estos compuestos activan a Nrf-Keap1 (233). La activacidn de esta via es la manera
clasica por la cual se induce la expresién de HO-1 (277), aunque también existen otras
alternativas independientes de Nrf2 por las cuales los nitroalquenos logran inducirla
(236). De todas maneras, nuestros resultados muestran dos aspectos bioldgicamente
relevantes que son dependientes de la activacion de TMEM176B: el efecto in vivo en la
sobrevida del trasplante de piel y el aumento de DCs CD11b* que expresan HO-1 en el
injerto (Figuras 2.3y 2.7 Cy D).

Se debe tener presente que un tratamiento que prevenga el rechazo de trasplantes debe
tener un componente inmunosupresor que disminuya la accién del sistema inmune para
evitar el rechazo agudo. Sin embargo, el desafio es disminuir las dosis y aplicaciones en
forma crénica para evitar los efectos adversos mencionados, buscando que se
establezcan mecanismos de tolerancia que perduren en el tiempo. EIl SANA ha mostrado
tener un efecto significativo en la sobrevida de trasplantes en modelos animales (Figura
2.1), pero un simple tratamiento con este compuesto solo postergaria el rechazo. Es asi
que surge el interés de combinarlo con algin inmunosupresor, habiendo sido nuestra
eleccién la combinacién con el fragmento Fab del anti-CD3 (160). Los motivos de
eleccién de este inmunosupresor fueron, en primer lugar, que se trata de un anticuerpo
con accién especifica en linfocitos T y no es sistémico como los mds convencionales (por
ejemplo: ciclosporina, tacrolimus, rapamicina). En segundo lugar, al tratarse del
fragmento Fab se estaria evitando los efectos secundarios relacionados a la regién F,
como sucedia con la forma total del anti-CD3 original (OKT3) (162,167). Por ultimo, se
sabe que genera Tregs y especulamos sea sinérgico con SANA que también las genera
(Figura 2.19). Nos propusimos seguir el protocolo de tratamiento realizado en el trabajo
de M. Segovia et al, 2014, Am. J. Transp. (185), conservando la administracién diaria de
SANA desde el dia previo al trasplante hasta 15 dias postrasplante por via orogastrica,
inyectando en paralelo dosis del fragmento Fab de anti-CD3 desde el dia previo a la
cirugia hasta el dia 7 por via intraperitoneal cada 2 dias. La accién del anti-CD3 consiste
en dos etapas: la primera a corto plazo de deplecién de los linfocitos T y una segunda a
largo plazo de generacion de Tregs dependiente de TGF-B (159,161,323). Con este
protocolo de tratamiento, se permite que suceda durante los 7 dias de su aplicacién la
primera etapa de deplecidn, dando lugar posteriormente a la generacidon de Tregs para
establecer mecanismos de tolerancia. Esto fue confirmado en los trasplantes de piel en
ratones con incompatibilidad menor, los cuales al ser tratados con SANA y anti-CD3-Fab
mejord significativamente el efecto del SANA, tendiendo a ser mejor que el simple
tratamiento con anti-CD3-Fab (Figura 2.21). Cabe destacar que mas del 50% de los
animales tratados con ambos componentes lograron superar el dia 100 sin rechazar, lo
gue en este tipo de modelos es considerado que alcanza la tolerancia. En los
tratamientos simples con SANA o con anti-CD3-Fab, menos del 50% sobrepasaron el dia
100. Hemos planteado un mecanismo de SANA como modulador de la alorespuesta del
rechazo de trasplantes a través de TMEM176B y HO-1 que deriva en un incremento de
Tregs, que en conjunto con las propiedades de accién del anti-CD3 como generador de
estos linfocitos, pueden establecer efectos sinérgicos que aporten a la induccion de
tolerancia. Esto se confirma al analizar las poblaciones celulares en los injertos de piel a
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los 15 dias, donde los ratones tratados con SANA y anti-CD3-Fab mejoraron los
porcentajes de Tregs CD4*FoxP3*, incrementandose significativamente respecto a los
monotratamientos con SANA y con anti-CD3-Fab (Figura 2.22). Este protocolo de SANA
y anti-CD3 también se aplicd en un modelo de trasplante de piel en contexto de
antigenos mayores, trasplantando piel de un ratéon donante de la cepa BALB/c a un
receptor C57BL/6 (Figura 2.23). Este modelo tiene la particularidad de ser mas exigente
debido a la fuerte respuesta contra el injerto que lo hace rechazar mas rapido, en lo cual
estd descrito una media de sobrevida en animales sin tratar de 7-8 dias como obtuvimos
en nuestro experimento (314,315). Por este motivo, es muy dificil observar diferencias
en la sobrevida como sucede en el modelo con incompatibilidad menor, siendo que el
simple tratamiento con SANA en este contexto no prolonga significativamente. Sin
embargo, los tratamientos con inmunosupresores que tienen efectos significativos, se
logran visualizar en estos modelos en un corrimiento de la sobrevida del injerto, hecho
que sucedié cuando aplicamos el anti-CD3. Este mejord significativamente el efecto del
SANA, reproduciendo el resultado obtenido en el modelo de piel en contexto de
antigenos menores. Estos resultados dan lugar a plantear que la combinacion de SANA
y anti-CD3 puede ser un potencial encare terapéutico para proteger el injerto.

En suma, este trabajo deja como aporte un mecanismo que puede ser regulado
farmacoldgicamente, el cual puede considerarse como blanco terapéutico para modular
la alorespuesta y mejorar la sobrevida de los trasplantes. Sin embargo, puede ser de
interés estudiar al SANA con otras combinaciones de inmunosupresores y ampliar a
otros modelos de trasplantes para ver el efecto que tiene en otros érganos y tejidos.
Esto hallazgos podrian ser fundamentales para desarrollar estrategias terapéuticas,
incluso en otros escenarios clinicos como lo es la autoinmunidad.
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CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral, nos planteamos estudiar los efectos y mecanismos
inmunoreguladores inducidos farmacoldégicamente para favorecer la sobrevida del
alotrasplante.

Las principales conclusiones que surgen de esta tesis son:

e SANA prolonga la sobrevida de los aloinjertos en modelos animales de
trasplantes de piel y corazon.

e El transporte idnico mediado por TMEM176B es activado farmacoldgicamente
por SANA.
El efecto in vivo de SANA en trasplante de piel es dependiente de Tmem176b.
La activacién de Tmem176b por SANA regula la induccién de Hemoxigenasa-1,
posiblemente a través de la fosforilacion de Akt. Sin embargo, la inducciéon de
HO-1 es solo parcialmente dependiente de la activacion farmacolégica de
TMEM1768B.

® La induccidon de Hemoxigenasa-1 por SANA promueve el incremento de Tregs
CD4* FoxP3* en el trasplante, favoreciendo hacia una mejor sobrevida del
injerto.

e El tratamiento que combina SANA y anti-CD3 (fragmento Fab) mejoran
significativamente la sobrevida de trasplantes de piel e incrementa Tregs.

En suma, se concluye de esta tesis de Doctorado que el canal iénico TMEM176B es
activado farmacoldogicamente por el compuesto SANA, desencadenando la induccion
de Hemoxigenasa-1 como mecanismo inmunomodulador. Este mecanismo promueve
el incremento de linfocitos T reguladores, favoreciendo al aumento de la sobrevida del
trasplante.

Esto aporta un mecanismo donde sus actores moleculares pueden servir como blancos
farmacoldgicos para otras drogas y dar lugar para profundizar en el estudio de esta via
de seifalizacién englobada en la respuesta inmune en trasplantes. Ademas, en esta tesis
se aporta una potencial combinacion terapéutica que pueda servir como estrategia para
alivianar los efectos adversos de las terapias inmunosupresoras convencionales y
prolongar la sobrevida del alotrasplante.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta tesis dejan propuesta una via de sefializacion
desencadenada por la activacion farmacolégica de TMEM176B que promueve la
induccién de HO-1.

En primer lugar, es importante plantearnos un estudio profundizado del mecanismo de
activacion de TMEM176B por SANA. En este sentido, la realizacion de analisis de
interacciones covalentes entre la droga y la estructura proteica de TMEM176B, asi como
ver los aminoacidos que son modificados, seria importante para reforzar el mecanismo
planteado en esta tesis. En forma preliminar, se realizé una prueba mediante
herramientas computacionales para analizar hipotéticas interacciones de SANA con la
estructura de TMEM176B, gracias a la colaboracion del Dr. Martin Séfiora y la Dra.
Lucianna Silva Dos Santos del Laboratorio de Simulaciones Biomoleculares del Institut
Pasteur de Montevideo. Solo se analizé en el dominio transmembrana debido a que es
la parte confiable en la que se pudo trabajar, debido a que el conocimiento acerca de la
estructura de TMEM176B esta en desarrollo y aun no es claro. Los hipotéticos sitios en
los que SANA podria interaccionar tanto en el dimero, trimero y tetramero, se
encuentran mayormente en los extremos del dominio transmembrana, aunque es
necesario complementar con estudios de dindmica molecular y avanzar sobre la
estructura de TMEM176B.

También observamos que el mecanismo entre TMEM176B y HO-1 es dependiente de la
activacion de Akt, siendo necesario profundizar mds en este aspecto para entender como
ocurre este nexo. Esto puede abordarse estudiando con la aplicacion de otros
inhibidores de la via PI3K/Akt distintos a la triciribina (Ejemplo: LY294002, AKT VIII,
Wortmanina), analizando ambas fosforilaciones de Akt en la serina 471 (Serd71) y
treonina 308 (Thr308). Otro complemento importante seria estudiar qué sucede a lo
largo de esta via, analizando por ejemplo fosforilaciones en mTORC2 y PDK1 (rio arriba)
0 GSK-3 y mTORCI1 (rio abajo).

En este trabajo utilizamos modelos de trasplantes donde se abarcaron dos tipos de
incompatibilidades, diferencias en complejidad y dindmica de rechazo: piel y corazén.
Sin embargo, el estudio en otros trasplantes puede ser de especial interés, como por
ejemplo rindn, higado y pulmén que son muy comunes en la clinica, o bien en
trasplantes de médula ésea o células hematopoyéticas que tienen la particularidad de
desencadenar una respuesta de donante contra receptor (GVHD, del inglés “Graft
Versus Host Disease”). Al ser esta respuesta diferente a la estudiada en este trabajo
(receptor contra donante), surge la interrogante acerca del funcionamiento en este
contexto del mecanismo y la aproximacion farmacoldgica planteados en esta tesis.

Otra perspectiva importante es estudiar combinaciones de SANA con otros
inmunosupresores, principalmente con drogas convencionales (como tacrolimus y
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rapamicina) siguiendo el mismo razonamiento de disminuir las dosis para alivianar
efectos secundarios y ejercer acciones sinérgicas para prevenir el rechazo.

Por ultimo, SANA ha sido objeto de estudio en un ensayo clinico de fase | A/B en Australia
como farmaco para enfermedades metabdlicas y relacionadas a la obesidad (259), el
cual se ha concluido con éxito sin reportarse efectos adversos de importancia y
confirmando que este farmaco es seguro. En este contexto, SANA actua a nivel del
metabolismo estimulando mecanismos termogénicos dependientes de la via de la
creatina en tejido adiposo (259), despertando el interés de estudiar mecanismos a nivel
metabdlico en células inmunes involucradas en la alorespuesta que puedan ser
regulados por SANA.
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Anexo 1: Articulo publicado relacionado a esta tesis

Original Basic Science—General

Activation of the Immunoregulatory Cation
Channel TMEM176B by a Nitroalkene Derivative
of Salicylate Prolongs Graft Survival

German Galliussi, BSc, 2 Javier Noboa, MD,? Alejandro Leyva, PhD,* Sofia Russo, PhD, 5

Lucfa Collela, MSc,26 Claire Usal, BSc,” Mateo Malcuori, MD,! David Charbonnier, BSc,'

Carlos Escande, PhD,? Gloria Virginia Lépez, PhD,26 Rosario Durén, PhD,“ Ignacio Anegdn, MD,”
Marcelo Hill, MD, PhD,# Carlos Batthyany, MD, PhD2, and Mercedes Segovia, MD, PhD'5

Background. Targeting emerging immunoregulatory molecules may open new therapeutic perspectives to control allore-
sponses and alleviate the burden of immunosuppressors. Transmembrane protein 176B (TMEM176B) is an intracellular
cation channel highly expressed by myeloid cells. We have shown that TMEM176B is associated with allograft tolerance.
Moreover, it controls the tolerogenic function of dendritic cells and inhibits NOD-, LRR-, and pyrin domain-containing pro-
tein 3 inflammasome. Here, we speculated that pharmacological activation of TMEM176B by the nitroalkene derivative
of 5-(2-nitroethenyl) salicylic acid (SANA) may prolong allograft survival through active immunoregulatory mechanisms.
Methods. SANA impact on TMEM176B activity was studied in vitro and in vivo. We assessed the potential efficacy of
SANA treatment in prolonging graft survival in 2 allograft models: a mouse skin model with minor mismatches and a rat
heart model with fully mismatches. Wild type and Tmem?176b-- recipient mice were used. Graft survival and innate and
adaptive immune response were analyzed at the skin graft and draining lymph nodes through flow cytometry studies.
Results. SANA was identified as an activator of TMEM176B-dependent ion transport. SANA prolongs allograft survival in
a Tmem176b-dependent manner. SANA triggered the expression of the immunoregulatory enzyme heme oxygenase-1 in
wild type but not in Tmem176b~- MHCII:CD11c"a"CD11b+ conventional dendritic cells within the graft. SANA therapy was
associated with increased CD4*Forkhead box P3* regulatory T (Treg) in the graft. The heme oxygenase-1 inhibitor tin proto-
porphyrin IX completely blocked the effect of SANA on graft survival and Treg in vivo. Furthermore, Treg modulation by anti-
CD3 antibodies improves the graft-protecting effect of SANA. Conclusions. SANA-mediated activation of TMEM176B
triggers an immunoregulatory pathway that prolongs skin and heart graft survival.

(Transplantation 2025;00: 00-00).
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INTRODUCTION

The transplantation of organs and tissues is the most suit-
able strategy when an organ exhibits severe functional
failure.! While systemic immunosuppressants effectively
alleviate episodes of acute rejection in the majority of
cases, lifelong treatment is required and is associated with
frequent and severe adverse effects.> Conversely, the thera-
peutic management of chronic rejection remains an unre-
solved medical issue’# Therefore, the characterization of
pharmacological targets involved in immune-regulatory
pathways appears necessary. Early studies have shown that
in rat allotransplantation models, transmembrane protein
176B (TMEM176B) expression was associated with immu-
nological tolerance, suggesting a potential immunoregu-
latory role for this protein.s We subsequently described
TMEM176B as an intracellular, acid-sensitive, nonspecific
cation channel.6 Moreover, we demonstrated its role in
regulating the cross-presentation of alloantigens, necessary
for generating donor-specific regulatory CD8+ T lympho-
cytes.¢ In mouse and human myeloid cells, TMEM176B
inhibits NOD-, LRR-, and pyrin domain-containing pro-
tein 3 (NLRP3) inflammasome activation through ionic
mechanisms.” Accordingly, genetic deletion and pharmaco-
logical blockade of TMEM176B enhance CD8-mediated
anti-tumoral immune responses through mechanisms
involving inflammasome activation.” In mouse coronavi-
rus infection, TMEM176B deletion was associated with
inflammasome-dependent control of exhausted CD8- T
cells. Conversely, TMEM176B expression in peripheral
blood has been associated with clinical responses to anti-
tumor necrosis factor therapy in rheumatoid arthritis.®
Thus, identifying pharmacological approaches to trigger
TMEM176B activity may open new strategies to modu-
late alloresponses.

Nitroalkenes are nonconventional anti-inflammatory
compounds that have been reported to modulate inflam-
matory ion channels.'” We have shown that the nitroalk-
ene derivative of salicylate, 5-(2-nitroethenyl) salicylic
acid (SANA), inhibits inflammatory responses in vitro.!!
In vivo, SANA can alleviate the effects of diet-induced
obesity, liver steatosis, and insulin resistance.'> Moreover,
it has also recently completed a phase I A/B first-in-human
clinical trial, in healthy lean and overweight/obese volun-
teers, where SANA was found to be safe, well-tolerated
and demonstrated promising results in promoting weight
loss (secondary identification data: MVD1-AU-001).3
Recent studies have shown that aspirin use is associated
with a protective effect against the development of mod-
erate to severe coronary allograft vasculopathy in heart
transplant patients.”* However, to our knowledge, no
published studies have explored the use of nitroalkenes
in organ or bone marrow transplantation or in autoim-
mune diseases.

Here, we show that SANA triggers TMEM176B ion
transport activity and prolongs allograft survival in a
Tmem176b-dependent manner. Mechanistically, phar-
macological activation of TMEM176B by SANA leads
to the induction of the immunoregulatory enzyme heme
oxygenase-1 (HO-1) in CD11b* conventional dendritic
cells. Downstream, HO-1 promotes the generation of
CD4+Forkhead box P3 (FoxP3)+ T cells within the skin
graft. Accordingly, regulatory T (Treg) modulation with
anti-CD3 antibodies improves the graft-protecting effect
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of SANA. Thus, pharmacological activation of the immu-
noregulatory ion channel TMEM176B contributes to pro-
tecting the allograft through active mechanisms.

MATERIALS AND METHODS

Animals

All mice were obtained and housed in a specific pathogen-
free animal facility at the Institut Pasteur de Montevideo.
The study used C57BL/6 and Tmem176b--, aged 6-12wk.
Experimental protocols were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee (CEUA number 005-22)
and performed according to National Law Number 18.611
and relevant international laboratory animal welfare guide-
lines and regulations. Heart allografts in rats were per-
formed in the animal facility at the UMR_S 1064 Center for
Research in Transplantation and Translational Immunology,
following INSERM ethical guidelines.

Cells

Bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) were
generated from bone marrow precursors isolated from
C57BL/6 or Tmem176b--, following established pro-
tocols.” Human Tohoku Hospital Pediatrics-1 (THP-1)
monocytes (TIB-202) and the Chinese hamster ovary
(CHO-K1) cell line was obtained from American Type
Culture Collection.

Reagents

SANA was synthesized as described before.!? Other rea-
gents are described in Table S1 (SDC, https:/links.Iww.
com/TP/D291).

Transplant Models and Treatments

For the skin allograft, tail skin from male donors of the
same strain was grafted onto female recipients as described
by Segovia et al.s Skin allografts were visually inspected
every 48-72h. Rejection was clinically diagnosed when
the skin allograft lost >50% of its original size and/or
>10% showed necrosis.!s1¢ Heterotopic heart allografts
were performed in rats following the procedure described
by Braudeau et al'” and using the Ono and Lindsey!s
technique. Briefly, a heart from 8-12-wk-old male Lewis
1 (LEW1) rat (haplotype RT1u) was transplanted trans-
versely into the right flank, within the abdominal cavity
of an LEW1A rat (haplotype RT1a). Two main vascular
anastomoses are performed: the aorto-aortic anastomo-
sis (ascending aorta of the heart allograft and the recipi-
ent abdominal aorta) and the anastomosis of the donor’s
pulmonary artery with the recipient’s inferior vena cava.
Graft functionality was assessed by palpation of the heart-
beat through the abdominal wall. Rejection was defined
as the cessation of the grafted heart’s beating. In both
models, animals were treated with SANA or salicylate
administered by gavage (100 mg/kg) for 15 d, beginning
the day before grafting. HO-1 inhibition was achieved
using tin protoporphyrin IX (SnPP) at 40 mg/kg in PBS-
NaOH 0.1 N, and pH 7.4. SnPP was injected intraperi-
toneally on days -1, 3,7, 11, and 15 posttransplantation.
Fragment antigen-binding anti-CD3¢ was administered
via i.p. injection (5 pg/mouse) on days -1, 1, 3, and 7
posttransplantation.

Copyright © 2025 Wolters Kluwer Health, Inc. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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TMEM176B Activation Assay

TMEM176B activity was evaluated as described by
Segovia etal.” Briefly, CHO cells were transfected with either
the pmCherry-N1 control plasmid or the hu TMEM176b-
pmCherry-N1 plasmid using Lipofectamine LTX with Plus
Reagent. Transfection was conducted for 4h, followed by
washing and culturing for an additional 24 h.

Proteomic Analysis by Mass Spectrometry

THP-1 macrophages were treated with 0.1mM SANA
or 0.1% dimethyl sulfoxide for 24h. Cells were lysed
using nuclear and cytoplasmic extraction lysis buffer sup-
plemented with protease inhibitors, and protein quan-
tification was performed through densitometric in-gel
analysis. Equal amounts of protein samples were resolved
to a depth of 1cm in a polyacrylamide gel, then fixed
and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. In-gel
protein digestion involved excising the 1cm bands, fol-
lowed by reduction and alkylation of cysteine residues
through sequential incubation with 10mM dithiothreitol
and 55mM iodoacetamide. Overnight tryptic digestion
was performed in-gel with 0.017 mg/mL Trypsin at 37 °C.
Tryptic peptides were extracted by incubating the gel slices
with 60% acetonitrile 0.1% trifluoroacetic acid in two 1-h
steps at 30 °C. Samples were then vacuum-dried, and pep-
tides were desalted using ZipTip C18 (Merck Millipore).
Eluates were vacuum-dried again, reconstituted in 0.1%
trifluoroacetic acid, and injected into an Orbitrap Thermo
Q Exactive Plus mass spectrometer. Proteome data anal-
ysis was conducted using PatternLab for Proteomics V
software.!® A target-reverse database was generated using
the “Homo sapiens” proteome downloaded from Uniprot
(May 12, 2016) and most common contaminants in pro-
teomic experiments were also included. Raw files were
searched against the database using the following search
parameters: precursor mass tolerance: 40 ppm; enzyme:
trypsin; enzyme specificity: fully specific; missed cleavages:
2; and modifications: methionine oxidation as variable
modification and carbamidomethylation of cysteine as
fixed modification. Peptide spectrum matches were filtered
to achieve <1% of false discovery rate at the protein level.
To compare the proteome of treated and untreated mac-
rophages, PatternLab’s Venn diagram and T-fold modules
were used. Venn diagram allowed pinpointing proteins
exclusively detected in 1 biological condition using a prob-
ability mode that relies on a Bayesian model integrated
into PatterLab for Protemics (P < 0.05). For protein quan-
tification, we relied on the spectral counts considering pro-
teins identified in at least 4 of the 6 biological replicates.

HO-1 Gene Expression Study by Quantitative
Polymerase Chain Reaction

THP-1 macrophages were treated with SANA or salicy-
late (0.1mM), or 0.1% dimethyl sulfoxide for Sh at 37
°C in 5% CO,. Total RNA was extracted using TRIzol
reagent, and RNA concentration was quantified with a
Thermo NanoDrop spectrophotometer. Reverse transcrip-
tion of 1 pg of RNA was performed using SuperScript II
Reverse Transcriptase, following the manufacturer’s proto-
col. cDNA (20ng) was analyzed by real time-quantitative
polymerase chain reaction on an Eco [llumina thermocy-
cler using FastStart Universal SYBR Green Master. Primer
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sequences are listed in Table S1 (SDC, https:/links.lww.
com/TP/D291). Relative mRNA expression levels were
calculated using the delta delta threshold cycle method?
and normalized to the housekeeping gene B-actin.

Western Blot

BMDCs from CS57BL/6, wild type (WT) and
Tmem176b-- mice were treated with SANA (0.1 or
0.2mM) for 10, 30, 60, and 180min in assays for AK
strain transforming (AKT), extracellular signal-regulated
kinase (ERK), and p38 activation, or for 24h in assays to
measure the HO-1 expression. Additionally, BMDCs were
pretreated with 10 pM Triciribine, for 30 min, washed
with PBS, and then treated with SANA (0.2mM) for 3h.
Following cells were harvested by scraping, and lysed in
radioimmunoprecipitation assay buffer (25mM Tris, pH
8.0, 150mM NacCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate,
0.1% SDS), supplemented with $mM sodium fluoride, a
protease inhibitor cocktail, 50mM p-glycerophosphate,
SmM nicotinamide, and 1 mM sodium orthovanadate for
phosphorylated protein analysis. Primary antibodies were
incubated overnight at 4 °C, followed by 1-h incubation
with secondary antibodies at room temperature. Signal
detection was performed using chemiluminescence with
enhanced chemiluminescence, and images were captured
with an ImageQuant-800 system. Image quantification
was conducted using Image] software.

Flow Cytometry Analysis and Staining

Draining lymph nodes (dLNs) were disaggregated in
PBS-Serum-EDTA (PBS with 2% fetal bovine serum and
0.7mM EDTA), then washed. Skin grafts were treated with
collagenase D (2mg/mL) for 20min at 37 °C, then disag-
gregated in PBS-Serum-EDTA. Cell viability was assessed
with eFluor506 dye in PBS for 30 min, followed by mem-
brane antibody staining on ice. Cells were fixed with 2%
paraformaldehyde, and intracellular staining was per-
formed using PSA-Saponin. For HO-1 staining, cells were
blocked with 10% normal rat serum. Foxp3 and HO-1
staining used respective antibodies and isotype controls,
with secondary anti-mouse IgG Alexa 488. Cells were
finally fixed with paraformaldehyde, and cell death stain-
ing was done using 4’,6-diamidino-2-phenylindole. Flow
cytometry was conducted on various platforms (Attune
NxT, Accord C6, FACS Aria Fusion, Cytek Aurora, and
Cyan ADP) and data were analyzed with Flow]Jo V10.

Mixed Lymphocyte Reaction

BMDCs from C57BL/6 mice were seeded into round-
bottom 96-well plates and incubated for 1-2h at 37 °C
in 5% CO, and then treated with SANA or salicylate
(0.2mM) for 24h. Inguinal and mesenteric lymph nodes
were harvested from Bagg albino/c (BALB/c) mice and dis-
aggregated in PBS-fetal bovine serum free. The lymph node
cells were stained with the proliferation marker Cell Trace
Far Red at a concentration of 0.66 pM, incubating for 15
at room temperature in the dark. In experiments where
lymph node cells were stimulated before the mixed lym-
phocyte reaction, cells were incubated overnight in flat-
bottom 96-well plates coated with anti-CD3¢ (1 pg/mL)
and supplemented with soluble anti-CD28 (1.5 pg/mL).
Subsequently, the stained lymph node cells were added
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to the BMDC:s in the plate. SnPP was also added at this
time at a concentration of 50 pM, incubated for 3-5 d and
stained with anti-T-cell receptor beta (TCRf) fluorescein
isothiocyanate.

T-Cell Activation APC-Free Assay

Purified T cells were isolated from BALB/c mouse sple-
nocytes using a negative selection magnetic column kit
(Pan T-Cell Isolation Kit; Miltenyi Biotec). The T-cell frac-
tion was labeled with the proliferation marker Cell Trace
Far Red, as previously described. Cells were then plated in
flat-bottom 96-well plate’s precoated with anti-CD3e (1
pg/mL) and supplemented with soluble anti-CD28 (1 pg/
mL). SANA (0.2mM) was added to the cultures, and cells
were incubated for 72h. Following incubation, cells were
harvested and stained with fluorescein isothiocyanate-
conjugated anti-TCRf.

Statistics Analysis

Results are expressed as mean = SEM. Statistical sig-
nificance was assessed using 1-way or 2-way ANOVA, fol-
lowed by multiple comparison tests (Tukey or Bonferroni),
as indicated in the figure legends. A P-value of < 0.05
was considered statistically significant. Before conduct-
ing ANOVA, the normality of the data was verified using
the Shapiro-Wilk test. Survival analysis significance was
evaluated using the Mantel-Cox log-rank test. All statis-
tical analyses were performed using GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

RESULTS

Pharmacological Activation of TMEM176B by SANA
Improves Allograft Survival

We first wished to determine whether SANA may
trigger TMEM176B-dependent intracellular ion trans-
port. For this purpose, CHO cells were transfected with
TMEM176B-mCherry-coding and mCherry control plas-
mids. TMEM176B-dependent ion transport activity was
assessed (Figure 1A) by using the Nat-sensitive fluores-
cent probe Asante NaTRIUM Green-2. As expected, the
fluorescent emission of Asante NaTRIUM Green-2 was
higher in the TMEM176B+mCherry CHO cells compared
with the control plasmid (mCherry).”$ We observed that
SANA but not salicylate (precursor of SANA) activated
the ion transport mediated by TMEM176B. Consequently,
we hypothesized that SANA could activate TMEM176B
to elicit immune responses aimed at protecting the allo-
graft. To investigate this hypothesis, we first evaluated the
impact of SANA and Salicylate on allograft survival in 2
different models. In the first model, heterotopic fully mis-
matched heart allografts in rats were performed. Lewis 1W
hearts were grafted onto LEW1A recipients!” (Figure 1B).
In the second model (Figure 1C), male skin was grafted
onto recipient female mice. In this case, the alloantigens
expressed by the Y chromosome are recognized by the
immune system of the female recipient from the same
strain.1516 We observed that the treatment with SANA for
15 d significantly prolonged the allograft survival in both
models (Figure 1B and C). In heart transplantation, salicy-
late prolonged heart allograft survival although the effi-
cacy was significantly lower when compared with SANA

www.transplantjournal.com

(Figure 1B). In the skin graft model, salicylate failed to
prolong allograft survival in comparison with untreated
animals (Figure 1C). Then, we investigated whether
SANA-related effect relies on its capability to activate the
ion transport capacity of TMEM176B. To assess this issue,
littermate WT and Tmem176b- female mice were grafted
with WT or Tmem176b-- male donor skin and treated
with SANA or vehicle (Figure 1D). As expected, SANA
prolonged allograft survival in WT animals. In contrast,
SANA completely failed to prolong allograft survival in
Tmem176b-- mice (Figure 1D). We therefore concluded
that SANA prolongs allograft survival in a Tmem176b-
dependent manner.

TMEM176B Activation by SANA Induces the
Expression of HO-1 in CD11chishCD11b+ MHCII+ DCs
We then aimed at understanding the mechanisms by
which TMEM176B modulation by SANA might control
allograft responses. We focused on myeloid cells since
we have shown that TMEM176B function in this com-
partment plays an immunoregulatory role in different
pathophysiological settings.** To investigate this issue,
we treated human THP-1 macrophages with SANA fol-
lowed by an unbiased shotgun proteomics analysis by
mass spectrometry. With this approach, 46 proteins were
identified only in SANA-treated cells, being HO-1 one
of the most enriched (Table S2, SDC, https:/links.lww.
com/TP/D291; Figure 2A). HO-1 is an immunoregulatory
molecule known to modulate alloresponses!”’?! and one
of the mechanisms through which immature regulatory
DCs control effector immune responses.222* We then per-
formed a western blot analysis comparing the expression
of HO-1 in WT and Tmem176b-- BMDCs treated with
SANA or untreated control (Figure 2B and C). Treatment
of BMDCs with 0.2mM SANA significantly triggered
HO-1 expression in WT and Tmem176b BMDCs.
However, at 0.2 mM SANA, HO-1 expression was higher
in WT versus Tmeml76b- BMDCs. Thus, in vitro
SANA-triggered HO-1 expression partially depends on
Tmem176b. Of note, salicylate was unsuccessful in induc-
ing HO-1 (Figure S1A, SDC, https:/links.lww.com/TP/
D291). In untreated BMDCs, WT cells tended to express
higher levels of HO-1 versus their Tmem176b-- counter-
parts. Although statistical significance was not reached,
this observation might be biologically relevant. Indeed,
HO-1 and Tmem176b has been associated with the
immature state of DCs.5222¢ Thus, these proteins might
be inter-regulated within immature DCs. Mechanistically,
AKT phosphorylation was required for HO-1 induction
by SANA in BMDCs (Figure S2A-F, SDC, https:/links.
Iww.com/TP/D291). In contrast, SANA did not affect the
ERK or p38 pathways (Figure S2G-J, SDC, https://links.
lww.com/TP/D291). In functional assays, BMDCs pre-
treated with SANA failed to stimulate allogeneic T cells in
mixed lymphocyte reaction (Figure 2D). Moreover, SANA
also inhibited proliferation of T cells stimulated with anti-
CD3 + anti-CD28 antibodies (Figure S2K and L, SDC,
https://links.lww.com/TP/D291). SANA-dependent inhi-
bition of the BMDCs allostimulatory capacity was par-
tially rescued by the HO-1 inhibitor SnPP (Figure 2D).
To further assess the in vivo relevance of these findings,
we analyzed HO-1 expression by flow cytometry at 15
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FIGURE 1. SANA prolongs allograft survival in a Tmem176b-dependent manner. A, TMEM176B activity was assessed in transfected
Chinese hamster ovary (CHO; pmCherry-N1, huTMEM176bpmCherry-N1 plasmids). Cells were then loaded with 1 mM ANG-2 washed
and incubated with 140mM Na+-containing phosphate buffer or 140mM N-methyl-D-glucamine (NMDG) to substitute Na+. Cells were
treated with DMSO 0.1% (vehicle), SANA (0.1 mM) or salicylate (0.1 mM) and then analyzed by flow cytometry. Mean fluorescence
intensity (MFl) from NMDG-containing solutions was subtracted to MFI from Nat-containing solution. Two-way ANOVA test, *P < 0.05,
***P < 0.001. One experiment representative of the 3 is shown. B, A heart from Lewis 1W rats was implanted into the abdominal cavity
of LEW1A rats. Receptors were treated with SANA or salicylate (100 mg/kg, by oral gavage) or vehicle from day —1 before transplantation
to day 15 after transplantation. Rejection was diagnosed when the heartbeat stopped. Log-rank Mantel-Cox test, ** P < 0.01. One
experiment with 4 animals per condition was performed. C, Minor mismatched skin allograft. Briefly, 1 cm? piece of skin taken from the
tail of the male mouse is grafted into the left subscapular region of a female mouse. Receptors were treated with SANA as described
in (B). Rejection was diagnosed clinically when the allograft lost >50% of its size and/or >10% of allograft was necrotic. Log-rank
Mantel-Cox test, *P < 0.05, ***P < 0.001. Three independent experiments were performed. D, WT or Tmem176b~- female mice were
grafted with skin from the tails of WT or Tmem176b~- male mice, respectively. Receptors were treated with SANA as described in (B)
and (C). Log-rank Mantel-Cox, *P < 0.05. Three independent experiments were performed. B-D, The number of animals (n) in each
group is indicated in the survival graph. ANG-2, Asante NaTRIUM Green-2; DMSO, dimethyl sulfoxide; ns, not significant; SANA,
5-(2-nitroethenyl) salicylic acid; TMEM176B, transmembrane protein 176B; WT, wild type.

d posttransplantation in the skin graft and the dLN. As
depicted in Figure 2E-G, SANA induced HO-1 expression
in WT but not in Tmem176b-- MHCII*CD11chieCD11b*
conventional (co)DCs within the skin graft. Thus, SANA
may prolong allograft survival by triggering HO-1 expres-
sion through mechanisms involving TMEM176B and
AKT phosphorylation in DCs.

SANA Promotes CD4+FoxP3+ Regulatory T
Lymphocytes Within the Skin Graft Through HO-1

In the field of transplantation, regulatory T lympho-
cytes play a crucial role in allograft survival.2s HO-1 has
been shown to suppress alloimmune responses by induc-
ing CD4- Treg cells.2s These results led us to propose that,
in vivo, activation of the TMEM176B-HO-1 axis could
lead to the generation of Treg and prolonged allograft
survival. To study this hypothesis, we assessed whether

specific inhibition of HO-1 with SnPP in vivo in the skin
graft model may undermine the allograft-protective effect
of SANA (Figure 3A). Although statistical significance was
not reached, graft survival in SnPP-treated animals tended
to be longer than in untreated (vehicle) mice. Thus, we can-
not rule out immune effector functions mediated by HO-1
in untreated grafted mice as previously reported in other
settings.22? Graft survival in SANA + SnPP was not sig-
nificantly different versus SANA-treated mice. However, our
results showed (Figure 3A) that while SANA significantly
prolongs allograft survival compared with the vehicle con-
dition (P < 0.05), this effect was lost in mice co-treated with
SANA + SnPP compared with the vehicle condition (SANA
+ SnPP versus vehicle; P=0.2). Thus, these results may
suggest that SANA prolongs graft survival through mecha-
nisms involving HO-1. To understand the immunological
bases of this observation, we immunophenotyped intragraft
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FIGURE 2. HO-1 expression is induced by Tmem176b activation in dendritic cells (DCs). A, Proteomic analysis by mass spectrometry
in Tohoku Hospital Pediatrics-1 (THP-1) cells differentiated into macrophages as previously done in Dapueto et als® (2021), Redox
Biology. Then, cells were treated with SANA (0.1 mM) or vehicle (dimethyl sulfoxide [DMSQ]) for 24 h and lysed. Venn diagram shows
number of significative identified proteins in each condition, P < 0.05. The identified proteins are listed in Tables S2 and S3 (SDC,
https://links.lww.com/TP/D291). For the protein quantification, we relied on the spectral counts, considering proteins identified in at least
4 of the 6 biological replicates. B, Tmem176b /- or WT BMDCs were cultured, differentiated, and then treated with SANA (0.1-0.2 mM)
for 24 h. After incubation, the cells were harvested and lysed. C, Pool of HO-1 protein expression from 3 independent experiments,
2-way ANOVA test, *P < 0.05, ***P < 0.001. D, BMDCs were pretreated with SANA (0.2mM, 24 h), then washed and added into MLR
culture (ratio 1:1 BMDC: lymph nodes [LN] cells) with or without SnPP (50 pM). The cells were harvested and stained with anti-TCRp
antibody. T-cell proliferation was measured by flow cytometry using CTFR staining. Values are shown as mean + SEM in a representative
graph of 3 independent experiments. One-way ANOVA, “P < 0.05. E-F, At day 15 posttransplantation, HO-1 expression was assessed
by flow cytometry in CD11b* and CD11b- DCs isolated from SANA- or vehicle-treated (0.5% weight/volume [w/v] + 0.5% volume/
volume [v/v] Tween-80) WT and Tmem 176b-- skin-grafted mice. Panels show quantification in the skin graft and dLN (2-way ANOVA;
*P < 0.05). Data are representative of 2 independent experiments. Representative dot plots illustrating the analyzed cell populations are
shown. BMDC, bone marrow-derived dendritic cell; CTFR, Cell Trace Far Red; dLN, draining lymph node; HO-1, heme oxygenase-1;
MHC-II, major histocompatibility complex; MLR, mixed lymphocyte reaction; ns, not significant; SANA, 5-(2-nitroethenyl) salicylic acid;
SnPP, Tin Protoporphyrin IX; TCRB, T-cell receptor beta; TMEM176B, transmembrane protein 176B; WT, wild type.
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lymphocytes by flow cytometry. In SANA-treated mice,
the percentage of total CD8+ T lymphocytes within the
skin graft decreased; however, this reduction was not sig-
nificant when SnPP was added (Figure 3B). No significant
differences were observed in the percentage of total CD4-
T lymphocytes within the graft or in CD4+ and CD8* T
lymphocytes in the dLN when comparing untreated, SnPP,
SANA, and SANA + SnPP treatment groups (Figure S3A
and B, SDC, https:/links.lww.com/TP/D291). However,
SANA therapy was associated with increased CD4-FoxP3-
Treg lymphocytes within the skin graft (Figure 3C-E) but
not in the dLN (Figure 3D and E). Furthermore, this effect
was dependent on HO-1 activity since it was completely
inhibited when animals were co-treated with SnPP (SANA +
SnPP). Notably, when skin graft recipients were treated with
salicylate, these regulatory populations were not generated
(Figure S3C-G, SDC, https:/links.lww.com/TP/D291).

Overall, our results strongly suggest that the
TMEM176B-HO-1 axis triggered by SANA induces the
generation and/or accumulation of CD4* Treg.

Anti-CD3 Therapy Improves the Graft-protecting
Effect of SANA

We reasoned that SANA-dependent prolongation of graft
survival would be improved by a Treg-targeting approach
such as anti-CD3 antibodies. The use of anti-CD3 antibod-
ies has garnered significant support from accumulated data
in recent decades for its immunosuppressive and tolerogenic
properties in the field of allotransplantation.’03! In autoim-
munity, anti-CD3 antibodies have gained clinical use.32
One of the most characterized mechanisms of anti-CD3
therapy is the induction of Treg. We have reported that in
the minor-mismatch skin graft model, a short administra-
tion of soluble anti-CD3 together with autologous tolero-
genic DCs gives rise to specific CD8CD11¢+ Treg in a
TMEM176B-dependent antigen cross-presentation, neces-
sary to prolong allograft survival.c Here, we showed that
SANA induces CD4+FoxP3+ T cells within the skin graft
(Figure 3C). These results led us to speculate that anti-CD3
antibodies may improve the therapeutic efficacy of SANA.
To study this hypothesis, C57BL/6 female mice were grafted
with male skin from the same strain and treated with SANA
as described in Figure 1. Additionally, some groups of
recipients were treated with fragment antigen-binding anti-
CD3 at the time of transplantation, as we previously did,
with or without SANA. As expected, both single treatments
with anti-CD3 and SANA significantly prolonged trans-
plant survival compared with the control untreated groups
(Figure 4A). Moreover, the graft-protecting effect of SANA
was further significantly enhanced by adding anti-CD3
antibodies to the therapeutic protocol. Then, we analyzed
the T- and regulatory T-cell populations, both CD8* and
CD4+, in the skin graft (Figure S4B-D, SDC, https:/links.
Iww.com/TP/D291), as well as B lymphocytes (Figure S4E,
SDC, https:/links.lww.com/TP/D291). As shown in Figure
$4 (SDC, https://links.lww.com/TP/D291), there is no dif-
ference between groups in terms of total CD4+ or CD8-
T cells, CD8* Treg or B cells. However, we found that this
was not the case for the CD4+FoxP3+ population, where a
synergy between the treatments allows an increase at the
graft level (Figure 4B and C). We conducted additional
experiments using the same skin graft model and treatment
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conditions but with a fully mismatched major histocom-
patibility complex system.3* Specifically, skin from BALB/c
mice was transplanted onto C57BL/6 recipients. As shown
in Figure S4A (SDC, https:/links.lww.com/TP/D291), we
did not observe a significant difference between anti-CD3
alone and SANA + anti-CD3, whereas a significant differ-
ence was detected between SANA alone and SANA + anti-
CD3, consistent with our findings in the minor-mismatch
model. Based on our findings (Figure 4; Figure S4E, SDC,
https:/links.lww.com/TP/D291), we conclude that, in both
models and under the tested treatment conditions, anti-CD3
enhances the effect of SANA.

Thus, the mechanisms reported here support SANA
as a pharmacological strategy that, in combination with
other immunosuppressants, can generate active regulatory
mechanisms for modulating the immune response.

DISCUSSION

Targeting emerging immunoregulatory pathways will
help to continue improving immunomodulation in trans-
plantation. Our previous work has shown that TMEM176B
is an emerging immunoregulator that inhibits pro-
inflammatory and immunogenic responses in mice and
human myeloid immune cells.5$35 Thus, Tmem176b-- DCs
fail to cross-present alloantigens necessary for generating
donor-specific regulatory T lymphocytes.© Furthermore,
genetic  deletion and pharmacological inhibition of
TMEM176B triggers in vivo and in vitro NLRP3 inflamma-
some activation in CD11¢hCD11b+*DCs.” Conversely, by
activating TMEM176B in primary human CD14+ mono-
cytes with isoquercetin, we blocked SARS-CoV-2-induced
inflammasome activation.® In human autoimmune diseases,
TMEM176B has been associated with therapy response.®3¢

Here, we showed that pharmacological activation of
TMEM176B by SANA promotes immune responses aimed
at protecting the graft. Interestingly, studies have reported
that nitro-oleic acid activates transient receptor potential
channels in primary sensory neurons.'® Nitroalkenes are
endogenous electrophilic signaling mediators that are gener-
ated in the course of the normal inflammatory response and
certain metabolic processes.’” They arise from the reaction
between derivatives of nitrogen dioxide and unsaturated
fatty acids, forming electrophilic fatty acid nitroalkenes.?
These compounds exhibit cytoprotective capabilities and
potent anti-inflammatory effects.® Accordingly, nitroalk-
enes are clinically used in pathophysiological contexts
where chronic inflammation is a component of the patho-
genic process, including certain cardiovascular, metabolic,
and respiratory diseases.>#* We synthesized a nitroalkene
derivative of salicylate, namely, SANA.!" We have reported
that SANA regulates inflammatory responses within the
context of metabolic syndrome such as liver steatosis and
insulin resistance.’2 Here, we show that SANA was able
to activate TMEM176B ion-channel function and pro-
long graft survival in a Tmem176b-- dependent manner.
Even though no baseline differences in allograft survival
were observed between WT and Tmem176b-- mice (likely
because of compensatory mechanisms), the pharmacologi-
cal activation of this protein appears to engage regulatory
pathways that ultimately enhance graft survival. We pre-
viously demonstrated that the activation or inhibition of
TMEM176B modulates immunoregulatory mechanisms
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FIGURE 4. Anti-CD3 therapy improves SANA in prolonging allograft survival. A, C57BL/6 female mice were transplanted and treated
with SANA as described in Figure 1. Anti-CD3 antibody (fragment antigen-binding [Fab] fragment) was injected i.p. (5 pg per animal) at
days -1; 1; 3; 5 and 7. Log-rank Mantel-Cox test, *P < 0.05, ***P < 0.001. Two independent experiments were performed. The number
of animals (n) in each group is indicated in the survival graph. B, The analysis of regulatory T-cell populations (TCR*CD4+FoxP3+) was
conducted 15 d after treatment with SANA and anti-CD3 in the skin graft by flow cytometry. The values are shown as mean + SEM
of the FoxP3 values minus the value of the control isotype. One-way ANOVA test. P < 0.05, ***P < 0.001. C, The panels display a
representative dot plot showing the analyzed cell populations. CD3, cluster of differentiation 3; CD4, cluster of differentiation 4; FoxP3,
Forkhead box P3; ns, not significant; SANA, 5-(2-nitroethenyl) salicylic acid; TCR, T-cell receptor.

within the myeloid compartment.c# Here, we observed
that SANA induces the production of HO-1 by CD11chh
CD11b*MHCII* DCs within the skin graft, which is com-
pletely lost in Tmem176b-- mice. These results are in
agreement with the fact that TMEM176B is preferentially
expressed in CD11b+ DCs.2* Moreover, we have shown

that another nitroalkene, the nitroalkene-a-tocopherol
analogue induces HO-1 mRNA in THP-1-differentiated
macrophages.#t From a mechanistic point of view, it
has been shown that nitroalkenes activate the canonical
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 and Kelch-like
ECH-associated protein 1 pathway,*? which in turn induces
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HO-1 expression among other cytoprotective phase-2
enzymes.*+” The AKT/PI3K and mitogen-activated pro-
tein kinase pathways were reported to be involved in this
activation.*0 As far as TMEM176B is concerned, it has
been reported that TMEM176B activates the AKT path-
way and promote tumor growth in triple-negative breast
cancer,’! while its homolog, transmembrane protein 176a,
inhibits the ERK.> Moreover, nitro fatty acids induce
HO-1 expression through ERK activation.® Indeed, the
phosphorylated AKT/AKT ratio increases significantly in
WT BMDCs upon SANA treatment.

We observed that in vitro, SANA-triggered HO-1 expres-
sion partially depends on Tmem176b. SANA is a nitroalk-
ene and, as such, participates in and/or modulates various
molecular pathways. Like all nitroalkenes, SANA con-
sists of a nitro group attached to a carbon-carbon dou-
ble bond, making it a potent electrophile. This property
allows nitroalkenes to form reversible adducts with thi-
ols or nucleophilic amino acid residues, such as cysteines
and histidines,** which themselves exhibit high reactivity.
Consequently, nitroalkenes influence molecular pathways
relevant to inflammatory processes. Specifically, they inhibit
pro-inflammatory pathways such as nuclear factor kappa
B and the NLRP3 inflammasomess-7 while activating anti-
inflammatory, cytoprotective, and antioxidant pathways
such as nuclear factor erythroid 2-related factor 2 and Kelch-
like ECH-associated protein 1,% peroxisome proliferator-
activated receptor gamma,’® and heat shock factor-1.%
SANA combines the properties of a nitroalkene with those of
salicylic acid (or its deprotonated form, salicylate). Salicylic
acid is known for its analgesic and anti-inflammatory effects,
which primarily stem from the inhibition of cyclooxygenase
enzymes involved in prostaglandin synthesis—key media-
tors of inflammation and pain in the nervous system and
muscles.®* Other mechanisms of action include inhibition
of the pro-inflammatory NF-xB pathway at high doses,st.2
activation of §' adenosine monophosphate-activated pro-
tein kinase > and induction of macrophage polarization
toward an M2 phenotype via HO-1.¢¢ These mechanisms
may explain a redundant action of SANA, independent of
Tmem176b activation.

Nonetheless, we highlight 3 biologically relevant in vivo
aspects that depend on Tmem176b: prolonged allograft
survival, the induction of HO-1 in intragraft CD11b* DCs,
and the generation of Treg induced by SANA but not by
salicylate (which does not activate Tmem176b).

HO-1 has been associated with beneficial outcomes in
inflammatory diseases or self-reactivity such as psoriasis,*
inflammatory bowel disease,**%” and airway inflammation
among others.® We have also shown that HO-1 prevents
the maturation of DCs, which retain the ability to pro-
duce interleukin-1022 and inhibits antigen presentation to
T lymphocytes.s® In the field of transplantation, HO-1 has
been shown to suppress immune alloresponses leading to a
greater graft survival. Some mechanisms that explain this
property include the activation-induced cell death within
alloreactive CD4 T cells,” the cytoprotective activity of
products such as carbon monoxide and biliverdin,” and the
modulation of DCs to promote the generation of Treg.” In
agreement with the latter, the TMEM176B-HO-1 axis acti-
vated by SANA, promotes the generation of CD4-FoxP3- T
lymphocytes within the graft, enhancing its survival. SANA
therapy increased the presence of CD4+FoxP3+ Treg within
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the graft but not in the dLN. Along the same line, SANA-
triggered HO-1 expression within DCs in the graft and
not in the dLN. Thus, the proposed SANA/HO-1/Treg axis
would be directly working in the graft and not in the dLN.
However, we cannot rule out an effect of SANA on HO-1
expression and Treg modulation in the dLN at early time
points after transplantation. The mechanisms described as
well as the fact that SANA discontinuation is not associated
with allograft rejection in the mouse skin model suggest
that this therapy triggers active regulatory mechanisms that
prolong allograft survival.

Anti-CD3 antibodies are known selectively deplete
antigen-specific activated T lymphocytes, following the
expansion and/or activation of Treg through a transform-
ing growth factor beta-dependent mechanism.” Therefore,
SANA with the anti-CD3 therapy emerges as a promising
pharmacological strategy in the context of transplanta-
tion. Further studies should assess whether this therapeu-
tic combination is worth considering in autoimmunity.323

Collectively, our results underscore the role of the
SANA-triggered TMEM176B-HO-1 axis to generate regu-
latory mechanisms to prolong allograft survival. Thus,
tackling immunoregulatory critical players may be a way
to contribute to designing therapeutic strategies to develop
long-term tolerance/regulatory mechanisms. The immu-
noregulatory mechanisms triggered by SANA might also
be relevant to treating autoimmune diseases.
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Anexo 2: Tablas de listas de proteinas del andlisis protedémico de

macrofagos THP-1 tratados con SANA (Figura 2.7A)

Lista de proteinas significativas mas abundantes identificadas en células tratadas con

SANA

Protein

Index

198

442

1413

1089

873

1020

1467

1091

1695

1509

2098

389

1248

Locus

P1706

P0960

QouQ
35

P0824

P0251

Q6IN8

P0406

P2336

HOY3
usg

Q9965

P2657

Q0325

P1530

Replicate
Count

Total
Signal

83

34

21

16

14

14

13

12

12

11

11

10

10

SANA

1

29

15

SANA

2

32

11

SANA

3

22

Description

Heat shock 70 kDa protein 6
OS=Homo sapiens GN=HSPA6
PE=1SV=2

Heme oxygenase 1 OS=Homo
sapiens GN=HMOX1 PE=1 SV=1;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: BLAHA8
Serine/arginine repetitive matrix
protein 2 OS=Homo sapiens
GN=SRRM2 PE=1 SV=2

Signal recognition particle
receptor subunit alpha OS=Homo
sapiens GN=SRPR PE=1 SV=2
Alpha-crystallin B chain 0S=Homo
sapiens GN=CRYAB PE=1 SV=2;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: E9PR44,
AOA024R3B9, ESPNH7, HOYCWS8
Serine/threonine-protein
phosphatase 4 regulatory subunit
3A OS=Homo sapiens GN=SMEK1
PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: G3V5Z3, HOYIY8
Glucosylceramidase OS=Homo
sapiens GN=GBA PE=1 SV=3
NAD-dependent malic enzyme,
mitochondrial 0S=Homo sapiens
GN=ME2 PE=1 SV=1
Chitinase-3-like protein 1
(Fragment) OS=Homo sapiens
GN=CHI3L1 PE=3 SV=1
Calcineurin B homologous protein
1 OS=Homo sapiens GN=CHP1
PE=1 SV=3; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: HOYNGY, F5GX29, HOYKE7,
HOYLY7
Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein
2-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase
0OS=Homo sapiens GN=MGAT1
PE=2 SV=2

Lamin-B2 OS=Homo sapiens
GN=LMNB2 PE=1 SV=3;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: J9JID7
Prostatic acid phosphatase
OS=Homo sapiens GN=ACPP PE=1
Ssv=3
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1854

1873

739

1865

2291

189

1505

1546

2303

2476

396

490

1860

2293

2455

1412

1754

1724

227

2292

722

1602

2469

Q9Y4B

P2209

Q1350

Q8wy
P5
06030
Q9HO
B6
Q0178

Q2TAL

Q6P1)

Q9BPZ

Q9276

AOA09
6LP26

P0823

Qouly

P2205

P0962

P0510

AOAO8
7X2D8

Q9292

P0670
QouQ

16
P0628

Q96PK
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10

10

38

21

16

10

18

10

20

11

Protein VPRBP OS=Homo sapiens
GN=VPRBP PE=1 SV=3

40S ribosomal protein S4, Y
isoform 1 OS=Homo sapiens
GN=RPS4Y1 PE=1 SV=2
Sequestosome-1 OS=Homo
sapiens GN=SQSTM1 PE=1 SV=1
Protein ELYS OS=Homo sapiens
GN=AHCTF1 PE=1 SV=3
Intron-binding protein aquarius
OS=Homo sapiens GN=AQR PE=1
Sv=4

Kinesin light chain 2 0S=Homo
sapiens GN=KLC2 PE=1 SV=1
Exosome component 10
0OS=Homo sapiens GN=EXOSC10
PE=1 SV=2

Glutamine-rich protein 1
0OS=Homo sapiens GN=QRICH1
PE=1SV=1

Parafibromin OS=Homo sapiens
GN=CDC73 PE=1 SV=1
Polyadenylate-binding protein-
interacting protein 2 OS=Homo
sapiens GN=PAIP2 PE=1 SV=1
Histone deacetylase 2 0S=Homo
sapiens GN=HDAC2 PE=1 SV=2
Uncharacterized protein
0OS=Homo sapiens PE=4 SV=1;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: ASMWX3,
A8K0Z3, Q6VEQS5, AOAD96LP75,
C4AMC7, QSNQA3
Beta-glucuronidase OS=Homo
sapiens GN=GUSB PE=1 SV=2
ADP-ribosylation factor-binding
protein GGA2 OS=Homo sapiens
GN=GGA2 PE=1SV=3
Oxysterol-binding protein 1
OS=Homo sapiens GN=0OSBP PE=1
Sv=1

Dihydrolipoyl dehydrogenase,
mitochondrial 0S=Homo sapiens
GN=DLD PE=1 SV=2; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: E9PEX6
Integrin beta-2 OS=Homo sapiens
GN=ITGB2 PE=1 SV=2
C-Jun-amino-terminal kinase-
interacting protein 4 OS=Homo
sapiens GN=SPAG9 PE=1 SV=1
SWI/SNF complex subunit
SMARCC1 OS=Homo sapiens
GN=SMARCC1 PE=1 SV=3
Protein S100-A9 OS=Homo
sapiens GN=S100A9 PE=1 SV=1
Dynamin-3 OS=Homo sapiens
GN=DNM3 PE=1 SV=4
Alpha-galactosidase A OS=Homo
sapiens GN=GLA PE=1 SV=1
RNA-binding protein 14
OS=Homo sapiens GN=RBM14
PE=1 SV=2

156



234

1606

1864

1511

835

905

919

1578

1858

2276

Q9UK
N8

Q9H4
88

Q9P2|

P6089

Q1558

QS5JRA

P5157

Q8wu
A2

Q9HA
T2

Q1456
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General transcription factor 3C
polypeptide 4 OS=Homo sapiens
GN=GTF3C4 PE=1 SV=2
GDP-fucose protein O-
fucosyltransferase 1 0S=Homo
sapiens GN=POFUT1 PE=1 SV=1
Cleavage and polyadenylation
specificity factor subunit 2
OS=Homo sapiens GN=CPSF2
PE=1 SV=2

Ribose-phosphate
pyrophosphokinase 1 0S=Homo
sapiens GN=PRPS1 PE=1 SV=2

Transforming growth factor-beta-

induced protein ig-h3 0S=Homo
sapiens GN=TGFBI PE=1 SV=1
Melanoma inhibitory activity
protein 3 OS=Homo sapiens
GN=MIA3 PE=1 SV=1
Translocon-associated protein
subunit delta OS=Homo sapiens
GN=SSR4 PE=1 SV=1; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: AGNLM8
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase-like 4 0OS=Homo
sapiens GN=PPIL4 PE=1 SV=1
Sialate O-acetylesterase
0OS=Homo sapiens GN=SIAE PE=1
Sv=1

ATP-dependent RNA helicase
DHX8 OS=Homo sapiens
GN=DHX8 PE=1 SV=1

Lista de proteinas significativas mas abundantes identificadas en células tratadas con

vehiculo

Protei
n
Index

2141

542

1837

1659

1665

968

Locus

Q96CW5

P29466

Q8TDP1

Q9Y5K8

Q8N573

Q9NzQ3

Replicat

e Count

Total
Signal

12

11

11

10

10

Description

Gamma-tubulin complex
component 3 OS=Homo sapiens
GN=TUBGCP3 PE=1 SV=2
Caspase-1 OS=Homo sapiens
GN=CASP1 PE=1 SV=1
Ribonuclease H2 subunit C
0OS=Homo sapiens GN=RNASEH2C
PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: E9PN81, HOYEF3

V-type proton ATPase subunit D
0OS=Homo sapiens GN=ATP6V1D
PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: G3V2S6, HOYJH8, G3V2V6
Oxidation resistance protein 1
0OS=Homo sapiens GN=0OXR1 PE=1
SV=2; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group: HOYCO7
NCK-interacting protein with SH3
domain OS=Homo sapiens
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1338

1660

2361

544

972

1793

2347

533

548

1661

1043

1669

1670

2045

57

1253

1343

1976

1926

532

QINRX4

Q9NZD8

Q8WWM?7

Q96FS4

Q55W79

Q6NYC8

Q13131

P53990

AB6NC98

Q9BQ67

QSNRF8

Q9Y3C8

Q13637

Q9Y5K6

P35580

F8WS8D8

Q8TES82

Q9NVZ3

Q53EL6

HOYHGO
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27

19

15

10

12

GN=NCKIPSD PE=1 SV=1; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: C9JSC3

14 kDa phosphohistidine
phosphatase OS=Homo sapiens
GN=PHPT1 PE=1 SV=1

Maspardin OS=Homo sapiens
GN=SPG21 PE=1 SV=1
Ataxin-2-like protein OS=Homo
sapiens GN=ATXN2L PE=1 SV=2
Signal-induced proliferation-
associated protein 1 0S=Homo
sapiens GN=SIPA1 PE=1 SV=1;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: F6GRY50
Centrosomal protein of 170 kDa
0OS=Homo sapiens GN=CEP170
PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: HOY2V6

Phostensin OS=Homo sapiens
GN=PPP1R18 PE=1 SV=1
5'-AMP-activated protein kinase
catalytic subunit alpha-1 0S=Homo
sapiens GN=PRKAA1 PE=1 SV=4
IST1 homolog OS=Homo sapiens
GN=IST1 PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: H3BUIO, H3BMU1, H3BQF7,
F5GXM3

Coiled-coil domain-containing
protein 88B OS=Homo sapiens
GN=CCD(C88B PE=1 SV=1
Glutamate-rich WD repeat-
containing protein 1 OS=Homo
sapiens GN=GRWD1 PE=1 SV=1;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: MOQX71
CTP synthase 2 OS=Homo sapiens
GN=CTPS2 PE=1 SV=1
Ubiquitin-fold modifier-conjugating
enzyme 1 OS=Homo sapiens
GN=UFC1 PE=1 SV=3

Ras-related protein Rab-32
0OS=Homo sapiens GN=RAB32 PE=1
Sv=3

CD2-associated protein OS=Homo
sapiens GN=CD2AP PE=1 SV=1
Myosin-10 OS=Homo sapiens
GN=MYH10 PE=1 SV=3

Plastin-3 OS=Homo sapiens
GN=PLS3 PE=1 SV=1

SH3 domain and tetratricopeptide
repeat-containing protein 1
0OS=Homo sapiens GN=SH3TC1
PE=1SV=3

Adaptin ear-binding coat-
associated protein 2 0S=Homo
sapiens GN=NECAP2 PE=1 SV=1
Programmed cell death protein 4
0OS=Homo sapiens GN=PDCD4 PE=1
Sv=2

Uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo sapiens PE=4
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SV=1; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group: P82979
Tyrosine-protein kinase BTK
0OS=Homo sapiens GN=BTK PE=1
543 Q06187 2 6 3 3 SV=3; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group:
U3NG26, Q5JY90
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
1350 Q00688 2 6 3 3 FKBP3 OS=Homo sapiens
GN=FKBP3 PE=1 SV=1
Ribose-5-phosphate isomerase

1351 P49247 2 6 2 4 0OS=Homo sapiens GN=RPIA PE=1
Sv=3
779 P12236 2 6 2 4 ADP/ATP translocase 3 0S=Homo

sapiens GN=SLC25A6 PE=1 SV=4
1,2-dihydroxy-3-keto-5-
methylthiopentene dioxygenase

1354 Q3BV57 2 6 3 3 0OS=Homo sapiens GN=ADI1 PE=1
Sv=1
1360 Q92734 ) 6 3 3 Protein TFG OS=Homo sapiens

GN=TFG PE=1 SV=2
Voltage-dependent anion-selective
1674 QoY277 2 6 2 4 channel protein 3 0S=Homo
sapiens GN=VDAC3 PE=1 SV=1
2-hydroxyacyl-CoA lyase 1

2264 QouJ83 2 6 3 3 0OS=Homo sapiens GN=HACL1 PE=1
SvV=2
Uridine diphosphate glucose

539 095848 2 5 2 3 pyrophosphatase OS=Homo

sapiens GN=NUDT14 PE=1 SV=2
rRNA 2'-O-methyltransferase
fibrillarin OS=Homo sapiens
GN=FBL PE=1 SV=2; Additional IDs
569 P22087 2 5 2 3 concatenated into MaxParsimony
group: MOR2Q4, MOQXLS5,
MOR299, MOROP1, MOR2BO,
MOR1HO, MOR2U2
Nuclear inhibitor of protein
phosphatase 1 0S=Homo sapiens
GN=PPP1R8 PE=1 SV=2; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group:
AOAQAOMTO9
Phosphomannomutase 2 0S=Homo
sapiens GN=PMM2 PE=1 SV=1;
975 015305 2 5 3 2 Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: H3BV55,
H3BPH4
Programmed cell death protein 10
0OS=Homo sapiens GN=PDCD10
1007 Q9BULS 2 5 3 2 PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: C9J363
Protein KTI12 homolog OS=Homo
sapiens GN=KTI12 PE=1 SV=1
Ras-related protein Rab-6A
1348 HOYGL6 2 5 3 2 (Fragment) OS=Homo sapiens
GN=RAB6A PE=1 SV=1
Protein farnesyltransferase subunit
beta OS=Homo sapiens GN=FNTB
1755 P49356 2 5 2 3 PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: B4DL54

967 Q12972 2 5 2 3

1339 Q96EK9 2 5 3 2
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Serine/threonine-protein kinase
SMG1 OS=Homo sapiens GN=SMG1
1779 Q96Q15 2 5 2 3 PE=1 SV=3; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: J3KRA9
DNA fragmentation factor subunit
2246 000273 2 5 2 3 alpha OS=Homo sapiens GN=DFFA
PE=1SV=1
FGGY carbohydrate kinase domain-
containing protein OS=Homo
981 Q96C11 2 5 3 2 sapiens GN=FGGY PE=1 SV=2;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: F2Z2V1
Developmentally-regulated GTP-
binding protein 2 0S=Homo
sapiens GN=DRG2 PE=1 SV=1;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: ASMZF9,
J3QKW?7, J3QRI9, J3QR71
Protein PRRC2C OS=Homo sapiens
GN=PRRC2C PE=1 SV=4; Additional
1681 Q9Y520 2 5 3 2 IDs concatenated into
MaxParsimony group: E7EPN9,
H7C5N8
Transformation/transcription
domain-associated protein
527 Q9Y4AS5 2 4 2 2 0OS=Homo sapiens GN=TRRAP PE=1
SV=3; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group: F2Z2U4
Na(+)/H(+) exchange regulatory
cofactor NHE-RF1 OS=Homo
528 014745 2 4 2 2 sapiens GN=SLC9A3R1 PE=1 SV=4;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: J3QRP6
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
(Fragment) OS=Homo sapiens
GN=PPIL3 PE=1 SV=1; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: Q9H2HS,
B82Z77
Docking protein 3 0S=Homo
sapiens GN=DOK3 PE=1 SV=2;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: D6RAM3
E3 ubiquitin-protein ligase RNF31
OS=Homo sapiens GN=RNF31 PE=1
SV=1; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group: HOYM13
UPF0488 protein C8orf33
978 Q9H7ES 2 4 2 2 0OS=Homo sapiens GN=C80orf33
PE=1SV=1
N-acetylserotonin O-
methyltransferase-like protein
0OS=Homo sapiens GN=ASMTL PE=1
Sv=3
DNA repair endonuclease XPF
1349 Q92889 2 4 2 2 0OS=Homo sapiens GN=ERCC4 PE=1
Sv=3
Shootin-1 0S=Homo sapiens
GN=KIAA1598 PE=1 SV=4
ARAF protein OS=Homo sapiens
GN=ARAF PE=2 SV=1; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: P10398

986 P55039 2 5 3 2

545 H7BZ14 2 4 2 2

974 Q71591 2 4 2 2

977 Q96EPO 2 4 2 2

1341 095671 2 4 2 2

1664 AOMZ66 2 4 2 2

1667 Q9e6ll5 2 4 2 2
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Regulator of nonsense transcripts 2

2046 Q9HAUS 2 4 2 2 0OS=Homo sapiens GN=UPF2 PE=1
Sv=1
Ras-related protein Rab-9A

2143 P51151 2 4 2 2 0OS=Homo sapiens GN=RAB9A PE=1
Sv=1

ATP-binding cassette sub-family D
member 1 OS=Homo sapiens
568 P33897 2 4 2 2 GN=ABCD1 PE=1 SV=2; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: HOY7L9
Probable gluconokinase OS=Homo
sapiens GN=IDNK PE=2 SV=1
FYVE, RhoGEF and PH domain-
991 Q5JSPO 2 4 2 2 containing protein 3 OS=Homo
sapiens GN=FGD3 PE=1 SV=1
Protein SEC13 homolog OS=Homo
sapiens GN=SEC13 PE=1 SV=3;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: ASMXL6
Malectin OS=Homo sapiens
GN=MLEC PE=1 SV=1; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: F5SH1S8
UBX domain-containing protein 6
0OS=Homo sapiens GN=UBXN6 PE=1
SV=1; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group: K7EP32
Rho GTPase-activating protein 30
0OS=Homo sapiens GN=ARHGAP30
2121 Q72616 2 4 2 2 PE=1 SV=3; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: AOAOAOMRIJ8
Serine/threonine-protein kinase
WNK1 OS=Homo sapiens
GN=WNK1 PE=1 SV=2; Additional
IDs concatenated into
MaxParsimony group: FSGWT4,
F6UYGO
NLR family CARD domain-
2193 QI9NPP4 2 4 2 2 containing protein 4 OS=Homo
sapiens GN=NLRC4 PE=1 SV=2
Deubiquitinating protein VCIP135
2350 Q96JH7 2 4 2 2 0OS=Homo sapiens GN=VCPIP1 PE=1
SV=2
Heat shock 70 kDa protein 14
2377 QOVDF9 2 4 2 2 OS=Homo sapiens GN=HSPA14
PE=1SV=1

990 Q5T6J7 2 4 2 2

1366 P55735 2 4 2 2

1684 Q14165 2 4 2 2

1930 Q9BzV1 2 4 2 2

2124 Q9H4A3 2 4 2 2
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Lista de proteinas diferenciales significativas en ambas condiciones

Locus

P15090

P08107

Q14669

P13674

Q14956

Q8NI27

Q02880

Q9P2E9

Q8N20
1

Q15459

Q14839

075396

P16278

H3BP20

P25685

Q92598

P34931

P10809

Fold Change

5.3908046

5.01265823

3.73333333

2.88888889

2.83333333

2.8

2.66666667

2.375

2.375

2.35294118

2.35

2.33333333

2.33333333

2.25

2.18181818

2.13333333

212

2.10569106

pValue

0.00095864

0.00017219

0.04073181

0.00289228

0.03349609

0.00622418

0.02005603

0.00885215

0.0348579

0.02467719

0.00097784

0.00633234

0.02668136

0.01534727

0.001445

0.01113494

0.00692758

0.01086896

Signal
(Ctrl)

29

26.3333333

2.5

2.5

2.5

2.66666667

2.66666667

5.66666667

6.66666667

3.66666667

15

16.6666667

41

Signal
(SANA)

156.333333

132

9.33333333

8.66666667

8.5

6.66666667

6.33333333

6.33333333

13.3333333

15.6666667

32

35.3333333

86.3333333

Description

Fatty acid-binding protein, adipocyte
0OS=Homo sapiens GN=FABP4 PE=1 SV=3
Heat shock 70 kDa protein 1A/1B
0OS=Homo sapiens GN=HSPA1A PE=1
SV=5; Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group:
contaminant_GR78_HUMAN,
contaminant_GR78_KLULA

E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12
0OS=Homo sapiens GN=TRIP12 PE=1
Sv=1

Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1
0OS=Homo sapiens GN=P4HA1 PE=1
Sv=2

Transmembrane glycoprotein NMB
0OS=Homo sapiens GN=GPNMB PE=1
Sv=2

THO complex subunit 2 0S=Homo
sapiens GN=THOC2 PE=1 SV=2

DNA topoisomerase 2-beta OS=Homo
sapiens GN=TOP2B PE=1 SV=3;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: E9PCY5
Ribosome-binding protein 1 0S=Homo
sapiens GN=RRBP1 PE=1 SV=4;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: AOAOAOMRVO,
AOA087WVV2, FBW7S5

Integrator complex subunit 1 0S=Homo
sapiens GN=INTS1 PE=1 SV=2

Splicing factor 3A subunit 1 0OS=Homo
sapiens GN=SF3A1 PE=1 SvV=1
Chromodomain-helicase-DNA-binding
protein 4 OS=Homo sapiens GN=CHD4
PE=1 SV=2; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group: FSGWXS5,
K7EMY3

Vesicle-trafficking protein SEC22b
0OS=Homo sapiens GN=SEC22B PE=1
SvV=4

Beta-galactosidase OS=Homo sapiens
GN=GLB1 PE=1 SV=2
Beta-hexosaminidase OS=Homo sapiens
GN=HEXA PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: P06865, H3BS10

Dnal homolog subfamily B member 1
0OS=Homo sapiens GN=DNAJB1 PE=1
Sv=4

Heat shock protein 105 kDa OS=Homo
sapiens GN=HSPH1 PE=1 SV=1

Heat shock 70 kDa protein 1-like
0OS=Homo sapiens GN=HSPA1L PE=1
Sv=2

60 kDa heat shock protein,
mitochondrial 0S=Homo sapiens
GN=HSPD1 PE=1 SV=2
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Phospholipase D3 OS=Homo sapiens
GN=PLD3 PE=1SV=1

Glucosidase 2 subunit beta OS=Homo
sapiens GN=PRKCSH PE=1 SV=2;

Q8IV0o8  2.05882353  0.00010976  5.66666667  11.6666667

P14314 2.05 0.0103062 6.66666667 13.6666667 . .
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: K7ELL7
Nuclear migration protein nudC
Q9v2ee 2 0.00001 2 4 0OS=Homo sapiens GN=NUDC PE=1 SV=1
Cleavage stimulation factor subunit 3
Q12996 1.93333333  0.00572346 5 9.66666667 05=Homo sapiens GN=CSTF3 PE=1 SV=1
NADPH--cytochrome P450 reductase
P16435 1.85714286 0.00483948 7 13 0S=Homo sapiens GN=POR PE=1 SV=2
TBC1 domain family member 15
Q8TCO07  1.83333333 0.00374522 2 3.66666667 0OS=Homo sapiens GN=TBC1D15 PE=1

Sv=2

Collagen alpha-1(VI) chain 0S=Homo
sapiens GN=COL6A1 PE=1 SV=3;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: AOA087X0S5
Filamin-B OS=Homo sapiens GN=FLNB
PE=1 SV=2

Nuclear cap-binding protein subunit 1
Q09161 1.65217391  0.00128513 7.66666667 12.6666667 OS=Homo sapiens GN=NCBP1 PE=1
Sv=1

Cold shock domain-containing protein
E1 OS=Homo sapiens GN=CSDE1 PE=1

P12109 1.7804878 0.00100936  13.6666667  24.3333333

075369  1.69565217  0.00153047  15.3333333 26

075534 1.63636364  0.00109606 3.66666667 6 [
MaxParsimony group: E9PLTO
Toll-interacting protein 0S=Homo
Q9HOE sapiens GN=TOLLIP PE=1 SV=1;
2 15 0.00001 2 3 Additional IDs concatenated into

MaxParsimony group: F2Z2Y8

Methyltransferase-like protein 7A

(Fragment) OS=Homo sapiens
HOYI109 1.5 0.00001 2 3 GN=METTL7A PE=1 SV=1; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: Q9H8H3, F8VQX6
Serine/threonine-protein phosphatase
2B catalytic subunit beta isoform
0OS=Homo sapiens GN=PPP3CB PE=1
Sv=2
2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-
hydrolase 1 (Fragment) OS=Homo
HOY8X4 1.14285714 0.00001 7 8 sapiens GN=DNPH1 PE=1 SV=1;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: 043598
Immunity-related GTPase family Q

P16298 1.5 0.00001 2 3

Q8\;VZA -1.16666667 0.00001 7 6 protein OS=Homo sapiens GN=IRGQ
PE=1SV=1
Inhibitor of nuclear factor kappa-B
014920 -1.33333333 0.00001 4 3 kinase subunit beta OS=Homo sapiens
GN=IKBKB PE=1 SV=1
Cytoplasmic dynein 1 light intermediate
chain 2 0S=Homo sapiens GN=DYNC1LI2
043237 13 0.00001 3 2 PE=1 SV=1; Additional IDs concatenated
into MaxParsimony group: J3KRI4
Q9BVK Transmembrane emp24 domain-
6 -1.5 0.00001 3 2 containing protein 9 OS=Homo sapiens
GN=TMED9 PE=1 SV=2
Bleomycin hydrolase OS=Homo sapiens
Q13867 15 0.00001 3 5 GN=BLMH PE=1 SV=1; Additional IDs

concatenated into MaxParsimony
group: K7ES02, J3KSD8, K7ESE8
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Q12797

P22102

P13807

P17931

Q9NQR
4

Q9BXS5

Q92835

POCG39

-1.5

-1.90909091

-2.25

-2.27272727

-2.33333333

-2.57894737

-2.74074074
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0.00001

0.00082064

0.00338007

0.01004605

0.02668136

0.01313549

0.00470558

0.01521282

14

4.5

8.33333333

16.3333333

24.6666667

7.33333333

3.66666667

3.33333333

6.33333333

Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase
0OS=Homo sapiens GN=ASPH PE=1 SV=3
Trifunctional purine biosynthetic protein
adenosine-3 OS=Homo sapiens
GN=GART PE=1 SV=1

Glycogen [starch] synthase, muscle
0OS=Homo sapiens GN=GYS1 PE=1 SV=2
Galectin-3 OS=Homo sapiens
GN=LGALS3 PE=1 SV=5; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: G3V3R6

Omega-amidase NIT2 OS=Homo sapiens
GN=NIT2 PE=1 SV=1

AP-1 complex subunit mu-1 OS=Homo
sapiens GN=AP1M1 PE=1 SV=3;
Additional IDs concatenated into
MaxParsimony group: E7ENJ6, K7EJL1
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
5-phosphatase 1 OS=Homo sapiens
GN=INPP5D PE=1 SV=2; Additional IDs
concatenated into MaxParsimony
group: AOAOAOMTP6

POTE ankyrin domain family member J
0S=Homo sapiens GN=POTEJ PE=3 SV=1

164



