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RESUMEN EN ESPAÑOL 

Nur77 pertenece a la subfamilia de receptores nucleares huérfanos NR4A. Participa en 

diversos procesos como la inflamación, proliferación, diferenciación y supervivencia 

celular. En macrófagos (McJ:>) humanos y murinos estímulos como el lipopolisacárido 

(LPS), factor de necrosis tumoral (TNF) y lipoproteínas de baja densidad oxidadas 

(oxLDL) incrementar, la expresión de Nur77, lo que sugiere un probable papel de Nur77 

en la respuesta inflamatoria. Varios reportes proponen a Nur77 como un factor anti- 

inflamatorio y ateroprotector. En este contexto, nuestro grupo de investigación ha 

encontrado que la expresión de Nur77 está incrementada en McJ:> anti-inflamatorios 

humanos generados a partir de monocitos con el factor estimulante de colonias de McJ:> 

(McJ:>-M) con respecto a los MCI:> pro-inflamatorios generados con el factor estimulante de 

colonias de granulocitos/MCI:> (MCl:>-GM). Por ello, el presente trabajo busca evidenciar el 

papel ·de Nur77 en la respuesta inflamatoria en ambas poblaciones celulares. 

Encontramos que sólo una subpoblación de MCl:>-GM expresó Nur77 mientras que todos 

los MCl:>-M lo presen�aron, lo que sugiere una fuerte asociación de este factor de 

transcripción con el fenotipo anti-inflamatorio. De hecho, la deficiencia de Nur77 en los 

McJ:>-M indicó su relevancia en el mantenimiento de una baja síntesis de TNF y, por lo 

tanto, de su función anti-inflamatoria. La localización de Nur77 en estado basal en ambas' 

poblaciones de MCI:> fue principalmente citoplasmática, contrario a lo reportado en otros 

sistemas donde la localización de Nur77 es principalmente nuclear. La expresión de 

Nur77 se indujo en los MCl:>-GM y MCl:>-M en respuesta a LPS. En este contexto, su función 

se asoció con la resolución de la inflamación en ambas poblaciones celulares, ya que la 

activación de Nur77 con un agonista (cytosporone B, Csn-8) abatió su producción de TNF 

en respuesta a distintos ligandos de receptores tipo Toll (TLR). Los lípidos LDL y oxLDL 

indujeron un cambio en el perfil fenotípico de los MCl:>-M hacia un perfil pro-inflamatorio, un 

efecto similar al producido por Csn-8. Estos resultados podrían relacionar la inducción de 

la síntesis de Nur77 reportada para oxLDL y confirmada en este trabajo con la activación 

de este factor de transcripción inducida por Csn-B, de tal manera que Nur77 estaría 

mediando efectos pro-inflamatorios - en los MCI:> a nivel fenotípico. En resumen, Nur77 

estaría implicado en la resolución de la inflamación mediante su acción inhibidora de la 

síntesis de TNF por parte de los MCI:> cuando éstos son activados con ligandos de TLRs, y 

es un factor importante para el mantenimiento de la función anti-inflamatoria de los MCl:>-M. 

Sin embargo, su papel en la disminución de la expresión de marcadores fenotípicos anti- 

inflamatorios sugiere una función más compleja de Nur77. 
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RESUMEN EN INGLÉS 

Nur77 belongs to the orphan nuclear receptor subfamily NR4A. lt is involved in diverse 

processes such as inflammation, proliferation, differentiation and cellular survival. Stimuli 

like lipopolysaccharide (LPS), tumor necrosis factor (TNF) or oxidized low density 

lipoprotein (oxLDL) increase Nur77 expression in human and murine macrophages (Mct>), 

suggesting that Nur77 has a role in the inflammatory response. Severa! reports have 

proposed that Nur77 is an anti-ínflammatory and atheroprotective factor. In that context, 

we had previously found that Nur77 expression was increased in anti-inflammatory M<l> 

derived from monocytes cultured with the M<l> colony-stimulatíng factor (M<l>-M) compared 

with pro-inflammatory M<l> generated with granulocyte/M<l> colony-stimulating factor (M<l>- 

GM). In the present work we evaluated the role of Nur77 in both M<l> populations. We 

found that only a subpopulation of M<l>-GM expressed Nur77 whereas it was present in all 

M<l>-M, suggesting a strong association of this transcription factor with the anti- 

inflammatory profile. In fact, the Nur77 deficiency indicated its relevance in the 

maintenance of low 1NF secretion by M<l>-M and, therefore, in their anti-inflammatory 

function. The Nur77 intracellular localization in M<l>-GM and M<l>-M was predominantly 

cytoplasmic in the steady-state, which was opposed to that reported in other cellular 

systems where its subcellular distribution was mostly nuclear. LPS indtJced Nur77 

expression in both M<l>-GM and M<l>-M. In that context, its function was associated with 

resolution of inflammation, since Nur77 activation with an agonist (cytosporone B, Csn-B) 

abrogated TNF production by M<l> stimulated with various Toll-like receptor (TLR) ligands. 

The lipids LDL and oxLDL provoked a phenotypic shift in M<l>-M towards a pro- 

inflammatory profile, an effect analogous to that induced by· Csn-B. These results could 

associate the induction of Nur77 expression by oxLDL already reported and confirmed in 

the present work with the activation of this transcription factor by Csn-B, thus Nur77 would 

be mediating pro-inflammatory effects in the M<l> at the phenotypic level. In conclusion, 

Nur77 could be involved in the resolution of inflammation by virtue of its inhibitory effect on 

TNF synthesis by M<l> activated with TLR ligands, and is also a relevant factor in. the 

maintenance of the anti-inflammatory profile of M<l>-M. However, its contribution to the 

decrement of anti-inflammatory phenotypic markers suggests a more complex function of 

Nur77. 



ClNVE TAV IS 

1.- INTRODUCCIÓN 

1.1. El receptor nuclear Nur77 

Nur77 pertenece a la subfamilia de receptores nucleares NR4A conformada por tres 

diferentes receptores Nur77 (NR4A 1), Nurr1 (NR4A2), y NOR1 (NR4A3). Estos receptores 

también reciben el nombre de receptores nucleares huérfanos, llamados así porque se 

cree que funcionan de una manera independiente de ligando, pero éste no ha sido 

descrito (1-4). Su estructura contiene dominios ampliamente conservados entre las 

diferentes familias de receptores nucleares, y consiste en un dominio de transactivación 

independiente de ligando (AF-1) en la región N-terminal, un dominio de unión a DNA 

(DBD) altamente conservado compuesto por dos dedos de zinc, y un dominio de unión a 

ligando (LBD) que contiene un dominio de transactivación dependiente de ligando (AF-2) 

en su extremo e-terminal (Fig. 1) (5). 

Nur77 

LBD AF-2 

Figura 1. Representación esquemática de los dominios estructurales de Nur77 (6). 

Sin embargo, a pesar del parecido estructural con otros receptores nucleares, los 

receptores NR4A no funcionan de una manera clásica, ya que se ha observado que su 

LBD contiene una superficie hidrofílica, contrario al clásico orificio ·hidrófobo que media el 

reclutamiento de moléculas co-activadoras en otros receptores nucleares (7), por lo que 

se cree que su actividad transcripcional es independiente de la unión de un ligando al 

dominio LBD y en su lugar parece ser dependiente de la actividad co-activadora y 

transcripcional del dominio AF-1 (8, 9). Entre algunos de los procesos en los que se cree 

participa Nur77 se encuentran la inflamación, proliferación, diferenciación y supervivencia 

celular ( 1 O). 

Los receptores NR4A activan la transcripción uniéndose como monómeros u 

homodímeros sobre secuencias consenso en el DNA de sus genes blanco (Fig. 2); una de 
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ellas es la secuencia canónica NBRE (nerve-growth-factor inducible gene B -NGFl-8- 

responsive element) A/TAAAGGTCA (11, 12), mientras que los homodímeros y 

heterodímeros entre los miembros de la subfamilia NR4A se unen preferencialmente al 

elemento de respuesta a Nurr (NurRE), constituido de una secuencia relacionada a NBRE 

(AAATG/AC/TCA) de repetidos invertidos encontrada en el promotor del gen de pro- 

opiomelacortina (13). Además Nur77 y Nurr1 pueden heterodimerizar con el receptor 

Retinoide X (RXR) y activar la transcripción a través de un elemento DR-5 de una manera 

dependiente del ácido 9-cis-retinoico (14, 15). Inicialmente se pensaba que los receptores 

NR4A solamente activaban genes, pero estudios recientes probaron la primera evidencia 

de que Nurr1 puede también reprimir la transcripción de genes inflamatorios reclutando 

complejos co-represores (16). 

A 

Figura 2. Reconocimiento de los elementos de respuesta a NBRE y NuRE por factores de 
transcripción de la familia NR4A y por otros factores adicionales ( 17). 
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El hecho de que el LBD de Nur77 se encuentre inaccesible ha sugerido que las funciones 

de Nur77 son reguladas principalmente a nivel de modificaciones postraduccionales. 

Actualmente se conoce que los tres NR4A son fosforilados en residuos de serina en 

respuesta a varias cinasas que se activan por factores de crecimiento, incluyendo las 

cinasas activadas por mitógenos (MAPK), la fosfatidil inositol-3 cinasa (Pl3K), la proteína 

cinasa B (PKB/Akt), la cinasa Jun-N-terminal (JNK) y la cinasa ribosomal S6 (RSK) (18 - 

21 ). Ejemplo de ello, es la fosforilación de las serinas 350 y 354 dentro del dominio de 

unión a DNA, la cual inhibe la actividad transactivadora de Nur77 (22, 23). Las 

modificaciones postraduccionales de Nur77 pueden por un lado modular la activación de 

las funciones transactivacionales de Nur77 y por otro lado modificar su localización 

_ subcelular, llevándolo desde el citoplasma al núcleo (importación) o viceversa desde el 

núcleo hacia el citoplasma (exportación), donde también se ha reportado que Nur77 se 

- encuentra regulando la activación de la apoptosis en linfocitos T y células cancerígenas 

(24, 25). Además, Nur77 se ha propuesto como un factor de regulación metabólica debido 

a que su activación induce un incremento en la expresión de genes involucrados en la 

gluconeogénesis como glucosa-6-fosfatasa (G6pc), fructosa bisfosfatasa 1 (Fbp1), Fbp2, 

y enolasa 3 (Eno3), los cuales contienen secuencias NBRE en sus promotores (26). 

También existen reportes donde la sobre-expresión adenoviral de Nur77 incrementa los 

niveles de lipoproteínas de baja densidad (LDL) mientras que disminuye los de 

lipoproteínas de alta densidad (HDL), además de reducir los niveles hepáticos de 

triglicéridos. Se cree que el efecto es resultado de la represión del factor lipogénico 

SREBP1c (27). 

1.2. Nur77 en la respuesta inflamatoria 

Actualmente se ·ha propuesto que Nur77 podría estar regulando de alguna manera la 

respuesta inflamatoria, esto debido a los reportes que existen donde se ha demostrado 

que la expresión de todos los receptores NR4A se ve incrementada en respuesta al 

estímulo con lipopolisacárido (LPS) bacteriano o factor de necrosis tumoral (TNF) sobre 

- macrófagos (M<t>) derivados de monocitos humanos (Fig. 3a), células mielomonocíticas 

humanas THP-:-1, Mc:t:> murinos derivados de médula ósea, M<t> peritoneales murinos y 

- células macrofágicas murinas RAW264. 7. Esta expresión inducible en Mc:t:> se cree que 

depende de la activación de la señalización - a través del factor nuclear (NF)-KB, 

ejemplificada por el reclutamiento de NF-KB a los elementos de respuesta en el promotor 
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de Nur77 (Fig. 3b) (25, 28), y que se comprueba por los resultados de ensayos con genes 

reporteros llevados a cabo con las transfecciones de diferentes construcciones del 

promotor de Nur77 (Fig. 3c). Actualmente se han identificado en los promotores de ratón y 

de humano de Nur77 secuencias de unión a NF-KB y AP-1 altamente conservadas, y se 

ha confirmado la importancia de los elementos NF-KB ya que su depleción resulta en una 

reducción del 50-60 % de la actividad de luciferasa (25). 

A) 
14 

e 12 ·º fl'J 
[$ 10 
ti. 8 >< 
(¡,) 

CJ ij 
-� 
15 .:l 
-¡; 

2 a: 
o 

-LPS +LPS 

· Nur77 

• Nurr1 

: .NOR1 

C} 
1° human macs 

B) 
HumanNur77 
MouseNur77 

Figura 3. Análisis de la expresión de Nur77, Nurr1 y NOR1 en respuesta a LPS en M<I> 
humanos. A) Expresión relativa de los receptores NR4A en MCl> humanos derivados de monocitos 
tras 5 h de estimulación con LPS (500 ng/mL). B) Representación esquemática de los promotores 
de ratón y humano de Nur77 y sus posibles sitios de unión a NF-KB y AP-1. C) Actividad de 
luciferasa en células RAW 264. 7 transfectadas con las construcciones indicadas del promotor de 
Nur77 y tratadas con PBS o LPS (500 ng/mL) tras 18 h de estimulación (25). 

Además de los estímulos como el LPS y TNF, también se ha reportado que Nur77 es 

inducido en células THP-1 y RAW 246. 7 en respuesta a la lipoproteína de baja densidad 

oxidada (oxLDL), una variante de la LDL generada de manera natural por el organismo a 

partir de un desequilibrio en los sistemas oxidantes y antioxidantes) (Fig. 4); la cualse ha 
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identificado como la responsable del inicio del proceso inflamatorio en la aterosclerosis y 

que además será objeto de estudio en el presente trabajo (25, 29). Sin embargo el 

mecanismo de inducción de Nur77 tras el estímulo con oxLDL no está completamente 

descrito. Se ha propuesto que esta inducción es mediada a través de la vía de 

señalización de las MAPK, específicamente p38, ya que el pretratamiento de células RAW 

246. 7 con un inhibidor de p38 y el posterior estimulo con oxLDL genera que la expresión 

de Nur77 se abata dramáticamente (29). 
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Figura 4. Nur77 es inducido en células THP-1 y Mct> humanos en respuesta a oxLDL y otros 
lípidos modificados asociados a aterosclerosis. A) Expresión del mRNA de Nur77 en células 
THP-1 diferenciadas con el éster de forbol TPA por 24 h, tratadas durante 48 h etanol (Ctrl), LDL, 
LDL acetiladas (acLDL), oxLDL (100 µg/ml) o con colesterol (chol), y algunos de sus productos de 
oxidación [7(3-hidroxicolesterol (HC) (4 µg/ml), 25-HC (4 µg/ml)] (25) B) lmmunoblot de la 
expresión de Nur77 en células RAW 264.7 tratadas con diferentes concentraciones de oxLDL por 
24h. C) Expresión del mRNA de Nur77 tras la estimulación con 40 µg/ml. de oxLDL (29). 

Sin embargo, aún no es del todo claro cuál es la función de Nur77 durante la respuesta 

inflamatoria. Algunos reportes sugieren que Nur77 estaría involucrado en una regulación 

negativa de la misma, esto debido a que se ha reportado que la sobre-expresión de Nur77 

_ en células HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Ce/Is) incrementa la expresión del 

inhibidor de NF-KB, IKB, a través de los elementos de respuesta a Nur77 presentes en el 

- promotor de IKB. Como consecuencia, la translocación de NF�KB hacia el núcleo se ve 
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disminuida y con ello la respuesta inflamatoria (30). En este contexto se ha reportado que 

la expresión de las citocinas interleucina (IL)-1 J3, IL-6 e IL-8 se vio disminuida en células 

THP-1 que sobre-expresaban Nur77 estimuladas con LPS o TNF (Fig. 5). Tanto los 

niveles de mRNA como de proteína se vieron disminuidos en comparación con las células 

THP-1 control tranfectadas con los vectores vacíos (mock) y posteriormente estimuladas 

con LPS o TNF. Este efecto se revirtió cuando se utilizaron RNA pequeños de 

interferencia (siRNA) dirigidos contra Nur77 o NOR-1, incrementándose la expresión de 

IL-1 J3 e IL-8, además de incrementarse la proteína quimioatractante de monocitos (MCP)- 

1 (31). 

A ANA B Prote:in 

] . ,.JLni1 Jl 
M:ocik Nurn Nurrt t,ro!ft .. 1 

,tit!\!i,!'t��L- 

Mook Nur77 Hun1 N00'" 1 

JL-6 

Figura 5. Disminución de la respuesta inflamatoria asociada a los factores NR4A. La 
respuesta inflamatoria disminuye en células THP-1 estimuladas durante 3 h con LPS (100 ng/ml) o 
TNF (20 ng/mL) que sobreexpresaban Nur77, NOR-1 y Nurr1, disminuyendo la expresión del 
mRNA (A) y de la proteína (B) de IL-1 f3, IL-6 e IL-8, analizados a la O, 6 y 24 h (31 ). 

· 1.3. oxLDL y la generación de la lesión aterosclerótica 

La aterosclerosis es la principal causa de desarrollo de enfermedades cardiovasculares 

(CVD) como la enfermedad cardíaca coronaria y el accidente cerebrovascular. La 
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Organización Mundial de la Salud (OMS) reporta en el 2011 que 17.11 millones de 

muertes a nivel mundial fueron a causa de un padecimiento cardiovascular; es por ello 

que los padecimientos cardiovasculares han sido catalogados como la principal causa de 

muerte a nivel mundial. En México, las enfermedades isquémicas del corazón y 

cerebrovasculares ocuparon el segundo y quinto lugar dentro de las principales causas de 

muerte con 74,057 y 31,905 muertes, respectivamente, durante el 2012 (32). Actualmente 

la aterosclerosis es catalogada como una enfermedad inflamatoria crónica que surge por 

el desbalance metabólico de lípidos y su posterior acumulación en la capa más interna de 

la arteria, la íntima, originando una respuesta inflamatoria exacerbada y permanente que 

se observa como engrosamientos focales asimétricos de la íntima denominados "placas 

ateroscleróticas" (33, 34). Las placas ateroscleróticas no se distribuyen al azar; existen 

lugares en el endotelio vascular que predisponen al desarrollo de este tipo de lesiones y 

se tienden a formar en las curvaturas interiores y puntos de ramificación de las arterias, 

donde el flujo laminar puede ser perturbado o insuficiente para mantener el estado normal 

del endotelio (35). Las lesiones ateroscleróticas comienzan como estrías grasas 

subyacentes al endotelio de las arterias. Las estrías en un inicio están formadas por 

depósitos de lípidos que posteriormente pasan a ser oxidados por sistemas oxidantes 

como la mieloperoxidasa (MPO), sintasa de óxido nítrico (NOS)y 15-lipoxigenasa (15-LO) 

(36). La oxidación de los lípidos por estos sistemas da origen a la oxLDL. La oxLDL 

acumulada en la pared arterial puede encontrarse en dos formas: 1) parcialmente 

oxidada, forma denominada mmLDL (mínima/ modification), la cual aún puede ser 

reconocida por los receptores para LDL (37), y 2) una forma altamente oxidada que ya no 

es reconocida por los receptores para LDL y que tiene modificaciones en su componente 

proteico apolipoproteína (Apo)-8, con residuos de lisina modificados covalentemente a 

partir de productos de degradación reactivos de lípidos oxidados. Inicialmente los M4> son 

reclutados a las zonas de depósito con el objetivo de eliminar las partículas citotóxicas y 

pro-inflamatorias de oxLDL (37). Sin embargo la progresiva acumulación de M4> en la 

zona afectada y su continua captación de oxLDL conllevan al desarrollo de lesiones 

ateroscleróticas y a una respuesta inflamatoria exacerbada (38). 

La captación de oxLDL por los M4> genera un tipo de células denominadas "células 

espumosas", con un alto contenido de ésteres de colesterol característicos de la 

aterosclerosis. La acumulación de colesterol en estas células se cree que está mediada 

por la captación de formas modificadas de LDLa través de varios receptores scavenger 

(Fig. 6) (39). Aunque varias proteínas contribuyen aeste proceso, se ha demostrado que 
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los receptores scavenger SR-A (Scavenger receptor - A) y CD36 tienen los papeles más 

importantes en este proceso (40). Por ejemplo, ratones deficientes de Apo-E que carecen 

de SR-A o CD36 presentan un desarrollo menor de aterosclerosis comparada con los 

ratones control, lo que se puede comprobar por la reducción en las áreas de lesión en los 

ratones carentes de estos receptores (41 )· Una vez dentro de los Mc.t> el "pool" de 

colesterol derivado de oxLDL consiste en colesterol libre y en ésteres de colesterol que 

son hidrolizados en los lisosomas. El colesterol libre tiene varios destinos; uno de ellos es 

ser transportado hacia el retículo endoplásmico, donde es sometido a una re-esterificación 

por la acetil-coenzima A: colesterol acetil-transferasa 1 (ACAT1) que forma colesteril- 

ésteres de ácidos grasos, lo que proporcionan el aspecto de "espuma" de las células 

espumosas (42); La transición entre la aparición de la estría grasa hacia una lesión más 

compleja está caracterizada por la inmigración de células musculares lisas de la capa 

media de la arteria hacia la capa íntima. Las células musculares lisas de la íntima pueden 

proliferar y captar lipoproteínas modificadas, contribuyendo así a la formación de células 

espumosas y a la síntesis de proteínas de matriz extracelular, lo cual conlleva al 

desarrollo de una capa fibrosa característica de una inflamación crónica (43). 

La fase de lesión está influenciada por las interacciones entre monocitos/Mc.t>, células T, 

citocinas, quimiocinas, mastocitos y células dendríticas, lo que resulta en un amplio rango 

de respuestas tanto celulares como humorales. En la zona de la lesión se han encontrado 

células T activas expresando tanto citocinas de tipo Th1 como Th2. Los M<D, las células 

endoteliales y las células musculares lisas también se encuentran activadas, como lo 

demuestran su alta expresión de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC) de clase II y la liberación de citocinas y quimiocinas inflamatorias como TNF, IL-6 y 

CCL2 (MCP-1) (44). Las citocinas Th2 parecen tener un efecto anti-aterogénico. Por 

ejemplo, la IL-4 tiene efectos antagonistas sobre la actividad del interferón (IFN)-y en M<D 

e inhibe la actividad Th1. Sin embargo también la IL-4 es un potente inductor de 15-LO, la 

cual promueve la oxidación de LDL. La IL-10 regula la actividad Th1, tiene actividades 

desactivadoras sobre los Mc.t> e impide la acumulación de lípidos (45, 46). 

Otro factor a tomar en cuenta en el desarrollo de aterosclerosis es la presencia de auto- 

anticuerpos dirigidos contra lípidos y proteínas modificadas por oxidación. Se ha 

observado que más del 1 O % de las clonas de linfocitos T CD4+ obtenidas de lesiones 

carótidas humanas proliferan específicamente en respuesta a oxLDL de un manera 

dependiente de HLA-DR (44). Además; existen varios reportes en humanos y ratones 



JNVEST.AV 113 

sobre una fuerte correlación entre la presencia de auto-anticuerpos contra epítopos de 

oxLDL y el grado de aterosclerosis; sin embargo, se desconoce si tales auto-anticuerpos 

son simples marcadores del grado de daño o si tienen una función patofisiológica en la 

enfermedad (47). 

Como resultado final, las lesiones ateroscleróticas avanzadas pueden conducir a eventos 

cardiovasculares agudos generalmente como resultado de la ruptura de placas y 
trombosis. La ruptura de la placa expone los lípidos de la placa hacia los componentes 

sanguíneos, lo cual inicia la cascada de coagulación, la adherencia de plaquetas y la 

trombosis, resultando en las complicaciones y síntomas clínicos del infarto al miocardio y 
accidente cerebrovascular (47). 
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Figura 6. Evolución de la lesión aterosclerótica. La aterosclerosis es una enfermedad 
caracterizada por el acumulo de lipoproteínas en la capa intima de los vasos sanguíneos grandes y 
medianos, principalmente la LDL. La LDL se acumula en la capa íntima y es susceptible a ser 
oxidada por los sistemas oxidantes derivados de los Mct> presentes en la zona. Una vez que la LDL 
es oxidada (oxLDL), la oxLDL puede ser captada por los receptores scavenger presentes en los 
Mct> (CD36, SR-A, CD68) lo que conlleva a la activación y al desarrollo de un estado inflamatorio en 
el endotelio. La producción de citocinas pro-inflamatorias que conllevan a la activación del 
endotelio y la continua captación de oxLDL genera un estado activo permanente de los Mct> 
presentes en la zona de afección, generando las características células espumosas presentes en 
la lesión aterosclerótica madura. El continuo estado inflamatorio conlleva a la activación y 
migración de las células musculares lisas, lo cual está asociado con la formación de una placa 
aterosclerótica madura que en estados avanzados de la enfermedad es susceptible a ruptura, lo 
que puede conllevar a la obstrucción del flujo sanguíneo (48). 

1.4. Funciones ateroprotectoras de Nur77 

Debido a que Nur77 es inducido tras el estímulo con oxLDL, recientemente diversos 

grupos de investigación han enfocado sus estudios sobre las posibles funciones que 

Nur77 pudiera estar regulando durante el desarrollo de la aterosclerosis. Actualmente se 

propone a Nur77 como un factor ateroprotector, debido a los reportes donde se ha 

demostrado que la sobre-expresión de Nur77 en células THP-1 promueve una reducción 

en la captación de oxLDL por estas células mediado por la disminución en la expresión de 

los receptores scavenger SR-A y CD36 (Fig. 7) (31 ). 
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Figura 7. La sobre-expresión de los receptores NR4A reduce la captación de oxLDL en 
células THP-1. A) Captación de oxLDL fluorescente por células THP-1 control (mock) y por células 
que sobreexpresan Nur77, NOR-1 o Nurr1 por 3, 6 y 24 h. B) Análisis por microscopía confocal (24 
h) de la internalización de oxLDL fluorescente en células control (mock) o transfectadas con un 
vector de expresión para Nur77. C) Determinación de la expresión de CD36, SR-A y CD11 b en las 
células THP-1 tratadas como en A) (31). 

Contrario a lo anterior, la generación del knockdown de Nur77 y NOR-1 con RNAs de 

interferencia (siRNA) resulta en un marcado incremento de la captación de oxLDL y un 

incremento en la expresión de SR-A y CD36 en comparación con las células 

transfectadas con un RNA interferente control (Fig. 8) (31 ). 

A B 

SR·A CD36 

Figura 8. El silenciamiento de Nur77 incrementa la captación de oxLDL y la expresión de SR- 
A y CD36. La generación del knockdown de Nur77 y NOR-1 mediante RNA de interferencia en 
células THP-1 resulta en un incremento en la captación de oxLDL fluorescente y en un incremento 
en la expresión de SR-A, .CD36 y CD11 b, evaluado por RT-PCR cuantitativa (31 ). 

Además, Nur77 ha demostrado reducir la expresión de citocinas pro-inflamatorias como 

MCP-1 y TNF tras el estímulo con oxLDL en células RAW246. 7 que sobreexpresaban 

Nur77, mientras que el silenciamiento de Nur77 con un siRNA generó un efecto contrario 

al incrementarse los niveles de MCP-1 y TNF (Fig. 9) (29). 
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Con Nur77 deltaDBO si Con siNur77 

Figura 9. Disminución de TNF y MCP-1 tras la estimulación con oxLDL. La sobre expresión de 
Nur77 en células RAW246.7 disminuye la expresión de MCP-1 y TNF tras 24 h de estimulación con 
oxLDL (A), mientras que el efecto se ve revertido con la sobre-expresión de Nur77 que carece del 
dominio DBD (deltaDBD) (A) o con el silenciamiento de Nur77 mediante el uso de un siRNA (8) 
(29). 

In vivo, la ausencia de Nur77 en ratones deficientes de Apo-E (Apo-É-/- Nur77 -/-) 

alimentados con una dieta alta en grasas ha sido asociada con un incremento en el daño 

de la lesión aterosclerótica en la aorta aunado a un incremento en el reclutamiento de M<D 

a la zona de lesión y un incremento en el contenido lipídico (Fig. 1 O) (49). 
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ApoE-I- 
ApoE+Nur77·/- 

Dieta alta en grasas 

Figura 1 O. Nur77 como factor ateroprotector. La sobre-expresión de Nur77 se ha asociado con 
la disminución en la expresión de TNF y MCP-1, en la captación de oxLDL en la activación del 
endotelio. In vivo, la deficiencia de Nur77 se asocia a un aumento en la lesión aterosclerótica 
ligado a un incremento en el reclutamiento de M<t> y una mayor captación de lípidos en la zona de 
lesión (29) (30) (31) (49). 

Aunado a que la inducción de Nur77 suprime la expresión de TNF y MCP-1, y que la 

activación de la ciclooxigenasa (COX)-2 está implicada en la expresión de estas dos 

moléculas (50)," shao y col. reportaron que el estímulo con oxLDL incrementa la expresión 

de COX-2, y que el tratamiento con el inhibidor de COX-2 NS398 reduce la expresión de 

citocinas TNF y MCP-1 en respuesta a oxLDL. Por lo tanto, oxLDL estaría incrementando 

la respuesta inflamatoria a través de COX-2. Estos resultados sugieren que la inhibición 

de COX-2 es necesaria para bloquear la respuesta inflamatoria a oxLDL, y por lo tanto 

Nur77 pudiera estar regulando la expresión de COX-2. Investigaciones posteriores 

indicaron que el promotor de COX-2 contiene un sitio de unión a Nurr77 (NBRE, 

AAAGGTCA) y que la expresión de Nur77 inhibía la actividad del promotor de COX-2 (Fig. 

11A), además de que la inducción de COX-2 por oxLDL también se veía disminuida en 

presencia de Nur77. El efecto se vio revertido cuando se utilizó un siRNA dirigido contra 

Nur77 (Fig. 11 C). Estos hallazgos indican que Nur77 atenúa la expresión de COX-2 

inducida por oxLDL en M<t>. Por lo tanto se puede proponer que la oxLDL es capaz de 



l 18 

activar a los M<l) a través de dos vías, una pro-inflamatoria mediada por COX-2 y una anti- 

inflamatoria mediada por Nur77. Nur77 ejerce propiedades anti-inflamatorias que atenúan 

la actividad de COX-2, mientras que COX-2 induce la producción de citocinas pro- 

inflamatorias. Por lo tanto, un equilibrio entre estas dos vías sería requerido para el 

adecuado control de la respuesta inflamatoria (29). 
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Figura 11. Nur77 inhibe la actividad de COX-2 inducida por oxLDL. A) Ensayos de luciferasa 
en células RAW 264. 7 transfectadas con una construcción del promotor de COX-2 silvestre (WT) o 
con una mutación en un sitio de unión a Nur (NBRE: AAAGGTCA), y co-tranfectadas con vectores 
que contienen el gen de Nur77, el gen de Nur77 con una deleción en su dominio DBD (deltaDBD), 
o el vector vacío (Con). B) Estas células fueron estimuladas con oxLDL (40 µg/mL) por 24 h y se 
evaluó la actividad del promotor de COX-2 mediante ensayos de luciferasa. C) Evaluación de la 
expresión del mRNA de COX-2 tras el silenciamiento de Nur77 mediante la transducción de un 
siRNA en células RAW 264.7 y la posterior estimulación con oxLDL (29). 

Con base en los antecedentes aquí expuestos, podemos proponer que Nur77 es un 

regulador negativo de la respuesta inflamatoria, debido a que tanto el estímulo con LPS, 

TNF, u oxLDL inducen por un lado una respuesta pro-inflamatoria (producción de 

citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias) a través de la activación de NF-KB o de la vía de 

las MAPK; mientras que por otro lado el incremento en la expresión de Nur77 tras los 

estímulos pro-inflamatorios conlleva a una regulación negativa de . la respuesta 

inflamatoria cuyos mediadores aún no están totalmente descritos (Fig. 12). 
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Figura 12. Nur77 como regulador negativo de la respuesta pro-inflamatoria. 
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11.- ANTECEDENTES DIRECTOS 

Los Mc.t> humanos generados in vítro a partir de monocitos con las citocinas factor 

estimulante de colonias de Mc.t> (M-CSF, denominados en adelante Mc.t> M2 o Mc.t>-M) y 

factor estimulante de colonias de granulocitos/Mc.t> (GM-CSF, denominados en adelante 

Mc.t> M1 o Mc.t>-GM) tienen papeles opuestos durante las respuestas inflamatorias e 

inmunitarias, y estos Mc.t> son considerados como anti- y pro-inflamatorios, 

respectivamente. Los Mc.t>-M tienen una morfología elongada en forma de huso, mientras 

que los Mc.t>-GM son más redondeados y tienen una morfología similar a un "huevo frito". 

Las principales diferencias entre ambos están marcadas por las citocinas que secretan, 

así como por algunos marcadores específicos de cada población. Por ejemplo, los Mc.t>- 

GM producen IL-1 í3, IL-6, TNF, IL-12 p40, IL-18 e IL-23, e inducen respuestas de tipo Th1, 

mientras que los Mc.t>-M liberan grandes cantidades de IL-1 O y tienen una muy baja 

capacidad de inducir la proliferación de los linfocitos T y la secreción de IFN-y (51, 54). En 

cuanto a la expresión de marcadores, los Mc.t> M 1 se caracterizan por sus altos niveles de 

CD1 b, CD71, IL-1 BR, HLA-DQ y del factor de transcripción PU.1 (familia Ets), mientras , 
que los Mc.t>-M presentan una alta expresión de HLA-1, CD11c, CD14, CD16, CD32, 

CD115, del receptor scavenger CD163, del receptor de folato (FR)� y de los factores de 

transcripción c-maf y MAFB (familia bZip) (51, 52). 

El agonista de Nur77 cytosporone B (Csn-8) es un octaquétido (Fig.13) aislado del hongo 

endofítico Dothorella sp. HTF3 que se une al dominio de unión a ligando de Nur77, 

específicamente a la Tyr453, estimulando así sus actividades transactivadoras. Se ha 

reportado que otro mecanismo por el cual Csn-8 incrementa la actividad de Nur77 es a 

través del reclutamiento de las moléculas co-activadoras acetil-transferasas de histonas 

SRC-1 y SRC-2 (Steroíd Receptor Coactívators), potenciando así su asociación con 

ambas (10-6 M). Se cree que Csn-8 estimula la actividad transactivadora de Nur77 sobre 

genes blanco incluyendo al propio Nur77, el cual contiene múltiples elementos de 

respuesta a Nur77. Se ha reportado que Csn-8 incrementa la inducción de la apoptosis 

mediada por Nur77, aumenta la inhibición del crecimiento de tumores de xenoinjertos en 

ratones y potencia la gluconeogénesis en hígado de ratones (55). 
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Figura 13. Estructura del agonista de Nur77 cytosporone B (55). 

Recientemente, Csn-B ha sido utilizado en estudios con células espumosas derivadas de 

M<l> THP-1 donde al ser estimuladas con 1 O µg/ml de Csn-B durante 24 h se disminuye la 

captación de oxLDL (15.5 %) y el contenido lipídico, incrementándose así el flujo de 

salida. Además, el tratamiento con Csn-B incrementó la expresión de IL-18, factor de 

crecimiento transformante (TGF)-í3 y CD40, mientras que disminuyó la expresión del 

mRNA de IL1B, IL6, IL 12A, TNF, proteína C reactiva (CRP) y la molécula de adhesión 

intercelular 1 (1CAM1) (Fig. 14) (56). 

Figura 14. El tratamiento con Csn-8 evidencia las funciones anti-inflamatorias de Nur77. Mct> 
derivados de células THP-1 fueron incubados 24 h en presencia de Csn-B (10 µg/ml) y después 
estimulados con 5 µg/ml de oxLDL durante 24 h, la expresión génica fue evaluada mediante PCR 
cuantitativa (56). 
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Con base en los reportes que evidencian un papel anti-inflamatorio de Nur77, y debido a 

las características pro-inflamatorias de los M<t> M1 y anti-lnflarnatorias de los M<t> M2, en 

nuestro grupo de trabajo se evaluó la expresión de Nur77 en ambas poblaciones de M<t> 

(Fig. 15), encontrando que existe una mayor expresión de Nur77 en los Mct> M2. Este 

hallazgo nos llevó a preguntarnos: ¿la expresión de Nur77 podría estar influyendo en las 

características de inflamación de ambos tipos de M<t>? 

Ml M2 
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Figura 15. Los M<J> humanos diferenciados con M-CSF expresan una mayor cantidad de 
Nur77 que los diferenciados con GM-CSF. Expresión de Nur77 en M<P-GM (M1) y M<P-M (M2) 
diferenciados durante 6 días con GM-CSF y M-CSF respectivamente. El Western blot se realizó a 
partir de lisados totales de ambos tipos de M<P. GAPDH se empleó como control de carga del 
experimento. Los números indican los pesos moleculares de los marcadores. 
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111.- JUSTIFICACIÓN 

Existen reportes que asocian la expresión de Nur77 en macrófagos con funciones anti- 

inflamatorias y ateroprotectoras. Además, se desconocen o se encuentran sólo 

parcialmente descritas las moléculas involucradas en la polarización del fenotipo de los 

macrófagos. Se propone evaluar la función del receptor nuclear Nur77 en la modulación 

de la respuesta inflamatoria de los macrófagos humanos polarizados. 
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IV.- HIPÓTESIS 

La expresión del factor de transcripción Nur77 modula el perfil inflamatorio de los 

macrófagos polarizados M1 y M2. 
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V.- OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la función de Nur77 en la modulación de la respuesta inflamatoria de los 

macrófagos humanos polarizados. 

VI.- OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Analizar la expresión y localización subcelular de Nur77 en los macrófagos M1 y 

M2 en condiciones basales y tras el estímulo con oxLDL, LPS o un agonista de 

Nur77. 

2. Evaluar el perfil de citocinas y la expresión de moléculas características del 

fenotipo M1 y M2 en estos macrófagos en respuesta a los estímulos anteriores. 

3. Determinar el efecto de LPS en los macrófagos tras la eliminación transitoria de la 

expresión de Nur77. 
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VII.- MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Aislamiento de monocitos 

Los concentrados leucocitarias fueron obtenidos a partir de donantes sanos del Banco de 

Sangre del CMN "La Raza" del IMSS. Las células fueron sometidas a un gradiente de 

densidad de Ficoll-Hypaque (densidad 1.077 g/mL). Las células fueron centrifugadas a 

800 xg durante 30 min a temperatura ambiente y se aislaron las células mononucleares 

(PBMC) de la interfase entre el Ficoll y el plasma. La población de monocitos CD14+ fue 

purificada a partir de 400 x 106 de PBMC por selección positiva mediante MACS 

(Magnetic Gel/ Sorting) utilizando un anticuerpo (Ab) anti-CD14 conjugado con 

microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec). 

7.2. Generación de macrófagos M1 y M2 

Los monocitos CD14+ se cultivaron a una densidad de O. 7 x 106 células/mi en medio de 

cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 mM 

y antibióticos 1 %. El medí_? fue suplementado con GM-CSF (1000 U/mi, ProBiomed) o con 

M-CSF (1 O ng/ml, Calbiochem) para inducir la diferenciación de los monocitos hacia M<f) 

de tipo M1 y M2 respectivamente. Las citocinas se adicionaron al tiempo O, día 2 y día 4. 

Una vez alcanzado el sexto día los M<f) maduros fueron sometidos a diversos estímulos a 

diversos tiempos· según lo requerido. Las condiciones de estimulación se indicarán más 

adelante. 

7.3. lnmunofluorescencia 

Los M<f) fueron cultivados en placas de 24 pozos colocando previamente en el fondo de 

cada pozo un cubreobjetos estéril de 13 mm. Una vez alcanzado el sexto día de 

diferenciación, los Mc:t:> fueron sometidos a los siguientes estímulos: lipopolisacárido de 

Escherichia coli 0111:84 (LPS, Sigma-Aldrich, 100 ng/ml), Cytosporone B (Csn-8, Sigma- 

Aldrich, 1 µg/mL), ambos durante 18 h, oxLDL (Alfa Aesar, 1 O µg/mL) y LDL (US 

Biological, 1_o ·µg/mL), ambos durante 24 h. Los Mc:t:> control se cultivaron durante esos 

mismos tiempos en ausencia de los estímulos. Una vez concluidos los tiempos de 

estimulación, el medio fue retirado y. las células fueron lavadas con PBS. A continuación 
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las células fueron fijadas con formaldehído al 3. 7 % (Sigma-Aldrich) durante 1 O min y 

lavadas con PBS. A continuación se adicionó un buffer de bloqueo (Tritón X-100 0.5 %, 

PBS 1 X, suero pre-inmune de cabra 1 O µg/mL) durante 1 h. Pasado este tiempo las 

células fueron lavadas nuevamente con PBS y a continuación se incubó el Ab primario de 

conejo anti-Nur77 (Cell Signaling) o el correspondiente Ab irrelevante de conejo como 

control diluidos 1: 100 en buffer de dilución (Tritón X-100 0.5 %, PBS, BSA 1 % ) durante 8 

h a 4 ºC. Pasado este tiempo las células fueron lavadas con PBS y a continuación 

incubadas con el correspondiente Ab secundario acoplado a Alexa Fluor® 488 diluido 

1: 100 en buffer de dilución durante 1 h. En los últimos 1 O minutos de incubación se 

adicionó DAPI para la tinción de los núcleos. Por último las células fueron lavadas con 

PBS y colocadas sobre un portaobjetos para su posterior análisis en un microscopio 

confocal Leika SP8. 

7.4. Fraccionamiento núcleo-citoplasma. Ensayos de localización sub-celular 

Los M<l> fueron cultivados en placas de 12 pozos. Una vez alcanzado el sexto día de 

diferenciación, los M(J) fueron estimulados durante 1 o 4 h con LPS o Csn-B. Los M(J) 

control se c;-1ltivaron durante esos mismos tiempos en ausencia de los estímulos. 

Posteriormente los M<l> fueron recolectados y lavados con Dulbecco's Fosfato Buffer 

Salino (DPBS). El aislamiento de las fracciones nucleares y citoplásmicas se llevó a cabo 

mediante la adición de 25 µL de buffer EB (buffer Hepes 10 mM, KCI 40 mM, MgCl2 3mM, 

NP40 0.5 %, glicerol 5%,) + 2 µL de un cocktail de inhibidores de proteasas. La muestra 

se agitó con vórtex durante 20 seg y fue incubada a 4ºC durante 10 min, repitiendo estos 

dos últimos pasos durante 3 ciclos. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 

14,000 rpm durante 20 mina 4ºC. El sobrenadante (fracción citoplásmica) fue recolectado 

y el pellet obtenido (fracción nuclear) se secó a temperatura ambiente. Los núcleos fueron 

lisados con 30 µL de SOS 5% y almacenados hasta su análisis mediante Western blot. 

7 .5. Ensayos de Western blot 

Los lisados totales, las fracciones citoplásmicas y nucleares fueron resuspendidas en 

buffer de carga y resueltos en geles de SDS-PAGE al 10% bajo condiciones reductoras. A 

continuación las proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF. Las membranas 

fueron bloqueadas con TBS-T (Tris 0.2 M, NaCI 1.37 M, 0.1 % Tween 20) y leche en polvo 
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al 5%, lavadas con TBS-T, e incubadas con los Ab primarios anti-Nur77 (Cell Signaling), - 

Lamin B (Santa Cruz Biotech.) o -gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, Santa 

Cruz Biotech.) diluidos en TBS-T con BSA 0.1 % durante toda la noche a 4 ºC. 

Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS-T e incubadas con los 

correspondientes Ab secundarios conjugados a peroxidasa (Dako). La reacción se reveló 

mediante el sistema de quimioluminiscencia lmmun-StarTM (BioRad Laboratories). 

7.6. Determinación de citocinas en los sobrenadantes de macrófagos M1 y M2 

Los M<P fueron cultivados en placas de 48 pozos. Una vez alcanzado el sexto día de 

diferenciación, los Mc:J:> fueron sometidos a los siguientes estímulos: LPS, peptidoglicano 

(PGN, 1 O µg/mL), ácido poliinosínico-policitidílico [Poli (l:C), lnvivogen, 50 µg/mL], en 

presencia o ausencia de distintas concentraciones de Csn-8 (1-10 µg/mL) durante 18 h. 

Una vez terminado los tiempos de estimulación el sobrenadante fue recolectado y 

guardado a -80ºC hasta su análisis mediante kit de ELISA comerciales (BD Biosciences) 

para TNF e IL-1 O. 

1.7. Tinción con Oil Red O 

Se preparó una solución stock al 0.4% (peso/volumen) de Oil Red O (Sigma Aldrich) en 

isopropanol. Esta solución fue diluida al 60 % con agua destilada y posteriormente filtrada. 

Los M<P fueron cultivados en placas de 24 pozos colocando previamente en el fondo de 

cada pozo un cubreobjetos estéril de 13 mm. Una vez alcanzado el sexto día de 

diferenciación, los Mc:J:> fueron sometidos al estímulo con oxLDL o LDL durante 24 h. una 

vez terminado el tiempo de estimulación, se retiró el medio y las células fueron lavadas 

con DPBS. A continuación las células fueron fijadas con formaldehído al 3. 7 % durante 1 O 

min, posteriormente lavadas con DPBS y teñidas con la solución de Oil Red _O por 1 O min. 

A continuación nuevamente se lavaron las células con DPBS y se tiñeron con 

hematoxilina por 1 O min. Por último, las células fueron lavadas con DPBS y colocadas 

sobre un portaobjetos para su posterior observación mediante microscopía óptica. 
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7.8. Citometría de Flujo 

Las células se recolectaron en un tubo estéril y se lavaron con PBS. Posteriormente se 

realizó el bloqueo de receptores Fe mediante la adición de inmunoglobulinas humanas a 

una concentración de 1 O µg/mL durante 30 min. Las muestras se centrifugaron y se 

desechó el sobrenadante para posteriormente incubar los siguientes Ab primarios: anti- 

CD36, -CD163, -FRj3 y sus correspondientes Ab controles de isotipo (BD Biosciences) 

diluidos en buffer FACS (PBS, BSA 0.1 %, azida sódica 0.01 %) por 30 min. Transcurrido 

este tiempo, las células se lavaron dos veces con buffer FACS para posteriormente 

adicionar un anticuerpo policlonal anti-lgs de ratón [fracción F(ab'h, Dako] conjugado con 

FITC diluido en buffer FACS durante 30 min a 4ºC. Transcurrido este tiempo se procedió 

nuevamente a lavar las células con buffer FACS. Las células se fijaron con PBS- 

paraformaldehído 1 % y se analizaron en un citómetro de flujo FACScalibur (Becton 

Dickinson). 

7.9. Transfección de Ios M<l> con siRNAs 

La transfección de los M<t> M1 y M2 con una mezcla de siRNA dirigidos contra el mRNA 

de Nur77 se realizó al cuarto día de diferenciación utilizando la tecnología de HiPerFect 

Transfection Reagent (Qiagen), la cual se basa en la formación de complejos entre los 

siRNA y lípidos cátionicos. El medio de cultivo fue reemplazado por 300 µL de medio 

RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB. En un tubo de poliestireno de fondo redondo 

estéril se preparó la mezcla de siRNA (específico de Nur77 o un control negativo) que 

consistió en 100 µL de RPMI 1640 (sin SFB), 6 µL de siRNA (concentración final 50 nM, 

Santa Cruz Biotech.), y 12 µL de HiPerFect Transfection Reagent. La mezcla se incubó 

durante 1 O min a temperatura ambiente para permitir la formación de los complejos de 

transfección. Pasado los 1 O min la mezcla fue adicionada gota a gota de manera uniforme 

por todo el pozo de cultivo y las células se incubaron durante 6 h en condiciones normales 

de 37ºC y atmósfera de 5% C02. Pasadas las 6 h se adicionaron 800 µL de medio RPMI 

1640 suplementado con 10% de SFB y se adicionaron las citocinas polarizantes GM-CSF 

y M-CSF. El análisis de silenciamiento fue evaluado por PCR cuantitativa 48 h después de 

la transfección. 
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7.1 O. Extracción de RNA 

Una vez recolectadas las células, la extracción de RNA se realizó con el reactivo Trizo!® 

(Ambion). Se añadieron 250 µL de trizo! a 5-7 x 106 células. Posteriormente, la mezcla se 

agitó en vórtex y se conservó 5 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó a 

1 O, 000 rpm por 15 min a 4 ºC y se obtuvo la fase acuosa, a la cual se le añadieron 125 µL 

de isopropanol, se mezcló por inmersión y se incubó 1 O min a 4 ºC. Posteriormente se 

centrifugo a 10,000 rpm por 10 min a 4ºC y se desechó el sobrenadante. A continuación 

se adicionaron 250 µL de etanol 75 % diluido en agua con dietilpirocarbonato (DEPC), se 

mezcló y se centrifugó nuevamente a 8,000 rpm por 5 min a 4ºC. El sobrenadante se 

desechó y el RNA se resuspendió en 15 µL de agua-OEPC. El RNA se incubó a 60ºC por 

1 O min y finalmente se cuantificó y evaluó su integridad en un gel de agarosa al 1 %. 

7.11. Análisis de expresión de transcritos por PCR punto final y PCR cuantitativa 

Una vez obtenido el RNA, el cDNA se obtuvo mediante el Kit RevertAid H Minus Fírst , 
Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific). A continuación se procedió a evaluar la 

expresión de NR4A 1 (Nur77) y GAPDH como control mediante PCR de punto final con los 

oligonucleótidos sen se 5' TCCAGCTTGAGGT AGAAGA TGC 3' y anti sen se 5' 

CTCTCTGCCCTTGTCCTCATC 3' (Nur77) y sense 5' GAGTCAACGGATTTGGTCGT 3' y 

antisense 5' GGTGCTAAGCAGTTGGTGGT 3' (GAPDH), bajo las siguientes condiciones: 

- 35 ciclos - 
94 º 94 º 

3 min 30 sel? 62° ......... 70º_ '""' 4,0 
'"""" 

30 seg 
30 seg 10min 00 

Se realizó también el análisis de expresión génica mediante PCR cuantitativa (qPCR) 

utilizando las sondas y ofigonucleótidos prediseñados de Applied Biosystems (TaqMan® 

Gene Expression Assays)· para NR4A1 (Hs00374226_m1), TNF (Hs01113624_g1), y 

TBP (TataBinding Protein, Hs00427620.:_m1) como control, en el sistema 7500 de Applied 

Biosystems, bajo fas siguientes condiciones: 



Componentes de reacción µL para Rx. Vol total de 20 µL 
20X TaqMan® Gene Expression Assay 0.5 
2X TaqMan® Gene Expression Master Mix 10 
cDNA template (1 to 100 ng) 9.5 µL (25 ng) 
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PCR 
40 ciclos 

Incubación UNG Activación AmpliTaq Gold Des natura I iza ció n Alineamiento/Extensión 
remperatura 50 ºC 95 ºC 95 ºC 60 ºC 

. Tiempo 2min 10 min · 15 seg 1 min 
Volumen 20 µL 

Los valores de �et (cyc/e threshold) se obtuvieron relativizando cada valor de et del gen 

problema al valor de et de TBP. Para comparar los niveles de transcritos entre dos � 
condiciones problema se empleó la fórmula Qr = 2<-MCt), donde la ��et entre dos 

condiciones se calculó con la siguiente fórmula: ��et (condición 1 - condición 2) : c�etgen-TBP)condición 

1 - (�etgen-TBP)condición 2· 

7.12. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó utilizando los paquetes Excel y GraphPad Prism versión 

5. Se utilizó el test paramétrico t de Student y los grupos de valores se expresaron como 

la media± SO. Un valor de p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
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VIII.- RESULTADOS 

8.1. Nur77 se expresa preferentemente en el citoplasma de los M<t>-GM y M<t>-M 

Una vez que nuestro grupo de trabajo identificó que existía una mayor expresión proteica 

de Nur77 en los M<!>-M, el siguiente objetivo fue evaluar la expresión del mRNA de Nur77 

en ambas poblaciones. Para ello obtuvimos el RNA de los M<!>-GM y M<!>-M diferenciados 

durante seis días y evaluamos el mRNA de Nur77 en ambas poblaciones mediante PCR 

de punto final y RT-qPCR (Fig. 16). Los resultados indican que, coincidiendo con los datos 

de la proteína, los M<!>-M expresaron una mayor cantidad del mRNA de Nur77 que los 

M(!)-GM. 

A) 
Ctrl M1 M2 M1 M2 ív11 lvl2 
RT U 1:1 1:2 1:2 1:4 1;4 

Nur77 
(221 pb) 

G.A.PDH 
{457 pb} 

B) 

Figura 16. Expresión del mRNA de Nur77 en los M<l>-GM y M<l>-M. Evaluación de la expresión 
del mRNA de Nur77 mediante PCR de punto final (A) y RT-qPCR (B) en poblaciones de M<l>-GM 
(M1) y M<P-M (M2), tras seis días de diferenciación. En la PCR de punto final se muestran los 
resultados utilizando 25 ng (1 :1), 12.5 ng (1 :2) y 6.25 ng (1 :4) de cDNA. En (A) se empleó el gen 
GAPDH como control de la integridad del RNA. En (B) se muestran los valores de Qr en los M<P M2 
con respecto a los M<P M1. Los resultados son representativos de 2-3 donantes. 

En cuanto a la localización sub-celular de Nur77, la evaluación por Western blot de las 

fracciones citoplasmática y nuclear de los M<!> M1 y M2 en estado basal (Fig. 17A) sugiere 

que Nur77 se expresa de manera preferencial en el citoplasma de ambas poblaciones 

celulares. En la fracción nuclear de los M<t>-GM no se observó expresión de Nur77, 

mientras que en los M<!>-M se detectó una leve expresión de Nur77 en el núcleo. Estas 

observaciones fueron corroboradas mediante ensayos de inmunofluorescencia (Fig. 178), 

encontrando que la localización de Nur77 en el núcleo fue escasa en ambas poblaciones 

celulares. Además, pudimos observar que sólo una población de M<t>-GM expresa Nur77. 
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En los Mc:t>-M Nur77 se detectó en todas las células, lo que correlaciona con la mayor 

expresión de Nur77 en estos Mc:t>, sí bien su expresión tampoco fue homogénea y se 

observaron algunas células donde Nur77 se encontró expresado con mayor intensidad. 

8) 
M1 

A} M1 M2 

Nur77(7.5 kDa} 

laminB(67 f<Da) 

GAPDH {3i7 kDa) 

M2 

Figura 17. Evaluación de la localización subcelular de Nur77 en los MCl>-GM y MCl>-M. A) 
Fraccionamiento núcleo citoplasma en los Mct>-GM (M1) y Mct>-M (M2) sin estimular analizados 
mediante de Western blot. Lamin By GAPDH se emplearon como controles de carga de la fracción 
nuclear y citoplásmica, respectivamente. B) lnmunfluorescencias de M<t>-GM (M1) y Mct>-M (M2) sin 
estimular y analizados mediante microscopía confocal. En los paneles izquierdos se muestra la 
expresión de Nur77 y en los paneles derechos su co-localización con DAPI. La escala de las 
barras es de 50 µm. Los resultados mostrados son representativos de un donante de cuatro 
evaluados. 

8.2. El LPS y el Csn-B inducen la expresión de Nur77 en los M<l>-GM y M<l>-GM 

Con base en los reportes que existen acerca de que LPS induce la expresión de Nur77 en 

otros sistemas como RAW 246.7 y THP-1, decidimos evaluar si el estímulo con LPS (100 

ng/ml) y/o el agonista de Nur77 Csn-B (1 µg/ml) inducían la expresión de este factor de 

transcripción en nuestro sistema. Los resultados que se observan en las Fig. 18A-B 

indican que tanto el estímulo de LPS como de Csn-B indujeron un incremento en la 

expresión de Nur77 en ambas poblaciones de Mc:t> al tiempo evaluado de 18 h. En el caso 

de los Mc:t>-M este incremento se sustentó esencialmente en un aumento de la expresión 

de Nur77 en las células, ya que en estado basal prácticamente el 100% de los Mc:t>-M son 
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Nur77+. Con estos resultados corroboramos que, al igual que en otros sistemas, el LPS 

induce la expresión de Nur77. Además, comprobamos que el incremento de la actividad 

transcripcional de Nur77 inducido por su agonista Csn-8 conduce al incremento de su 

propia expresión, probablemente a través de los elementos de respuesta a Nur presentes 

en el promotor de Nur77. 

Con estos experimentos se procedió a investigar el porcentaje de células Nur77+ en las 

que este factor se encontraba en el núcleo. Hay que señalar que Nur77 se encontró 

siempre en el citoplasma de las células. En condiciones basales aproximadamente un 

30% de los M<l> M1 y M2 Nu77+ contenían Nur77 en el núcleo. En ambos casos el 

número de células Nur77+ en el núcleo se incrementó con los estímulos de LPS y Csn-8, 

si bien este incremento fue superior en los M<l> M2 (Fig. 188). 



A) 

Ctrl. 

LPS 
18h 

Csn...S 
18h 

M.1 
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Figura 18. Evaluación del efecto de LPS y Csn-B sobre la expresión de Nur77 en los Mct>-GM 
y Mct>-M. A) Expresión de Nur77 en M<t> sin estimular (Ctrl.) y en los M<t>-GM (M1) y M<t>-M (M2) 
estimulados con LPS (100 ng/mL) o con Csn-B (1 µg/mL) durante 18 h. La evaluación se realizó 
mediante microscopía confocal. En los paneles izquierdos se muestra la expresión de Nur77 y en 
los paneles derechos su ca-localización con DAPI. Los resultados mostrados son representativos 
de un donante de dos evaluados. La escala de las barras es de 50 µm. B) Porcentaje de M<t>-GM 
(M1) y M<t>-M (M2) que expresan Nur77. C) Porcentaje de células Nur77+ que presentan Nur77 en 
el núcleo. El total de las células Nur77+ se consideró como el 100%. Los resultados se expresan 
como la media ± SO de dos donantes independientes. 
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Con base en estos resultados, procedimos a evaluar mediante Western blot si estos 

estímulos que incrementan la expresión de Nur77 también inducen su translocación hacia 

el núcleo a tiempos más tempranos (1 y 4 h). Se observó un enriquecimiento de Nur77 en 

la fracción nuclear tras el estímulo con Csn-B después de 4 h, mientras que para el 

estímulo con LPS no se observó un enriquecimiento de Nur77 en dicha fracción a los 

tiempos evaluados (Fig. 19), quedando abierta la posibilidad· de analizar otros tiempos. 

Por lo tanto, con estos datos en conjunto podemos concluir que Csn-B induce la 

translocación de Nur77 al núcleo en los Mc.t> M1 y M2 a tiempos tempranos, mientras que 

este efecto es menos evidente para LPS y sólo se observa a tiempos tardíos (Fig. 18C). 

Además, los datos indican que la translocación al núcleo de Nur77 mediada por Csn-B es 

más eficiente en los Mc.t> M2. 
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Figura 19. Evaluación de la localización subcelular de Nur77 tras los estímulos con LPS y 
Csn-B en los Mtt>-GM y Mtt>-M. Se evaluó la localización subcelular de Nur77 en M<l> sin estimular 
(O h) y tras el estímulo con LPS (100 ng/ml) o Csn-8 (10 µg/ml) durante 1 y 4 h. A) Imágenes 
representativas de la expresión de Nur77 en el núcleo (N) o el citoplasma (C) de los M<l>-GM (M1) y 
M<l>-M (M2), evaluadas mediante Western blot. Lamin B y GAPDH se emplearon como controles de 
carga de la fracción nuclear y citoplásmica, respectivamente. B) Análisis densitométrico de la 
expresión de Nur77 con respecto a lamin B en el núcleo (Nucl.) o con respecto a GAPDH en el 
citoplasma (Cytopl.), realizado mediante el software de análisis de imágenes Fiji. Se muestran los 
resultados representativos de un donante de 2 analizados. 
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8.3. Nur77 modula la síntesis de TNF y la expresión de marcadores de polarización 

en los M<I> 

Con base en los antecedentes que le atribuyen un papel anti-inflamatorio a Nur77, a 

continuación evaluamos el efecto del Csn-B sobre la producción de citocinas en respuesta 

a diferentes patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), como el ligando del 

receptor tipo Toll (TLR)-4 LPS, el ligando de TLR-2 PGN y el ligando de TLR-3 Poli (l:C) 

(Fig. 20). El efecto fue evaluado tras 18 h de estimulación a través de la evaluación por 

ELISA de la citocina pro-inflamatoria TNF y de la citocina anti-inflamatoria IL-1 O. Los 

resultados aportan una evidencia más sobre el posible papel anti-inflamatorio de Nur77, 

ya que la producción de TNF disminuyó drásticamente tras el estímulo con LPS, PGN o 

Poli (1 :C) en presencia de Csn-8. Además el efecto se mantuvo aún a concentraciones de 

1 µg/ml de Csn-B. Con respecto a IL-1 O parece existir un efecto dependiente de dosis, 

donde la expresión de IL-1 O se vio incrementada a concentraciones de Csn-8 de 1 µg/ml, 

mientras que para concentraciones de 10 µg/ml la expresión de IL-10 disminuyó. 
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Figura 20. Nur77 disminuye la expresión de TNF en los MCD-GM y MCD-M. Producción de TNF 
(A y B) y de IL-10 (C y D) en los Mct>.:.GM (M1) y Mct>-M (M2) tras la estimulación con LPS (100 
ng/ml), PGN (1 O µg/ml) o Poli (l:C) (50 µg/ml), en presencia o ausencia (DMSO) de Csn-8 a 
diferentes concentraciones: 10 µg/ml (Csn10), 5 µg/ml (Gsn5) y 1 µg/ml (Csn1). Las citocinas se 
evaluaron en los sobrenadantes de cultivo tras 18 h de estimulación, y los resultados mostrados 
representan la media ± SO de 3 donantes independientes. 
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A continuación determinamos si la activación de Nur77 modificaba la expresión de 

marcadores de polarización en los M<l:>-GM y M<l:>-M. Para ello cultivamos ambos tipos 

celulares con Csn-B (1 µg/ml) durante 18 h y evaluamos la expresión de los marcadores 

M2 CD163 y FR�. En los M<l:>-GM no se detectaron cambios importantes tras la activación 

de Nur77 (Fig. 21). Sin embargo, los M<l:>-M disminuyeron de manera importante la 

expresión de FR� y en menor medida de CD163 (Fig. 21), lo que sugiere una re- 

polarización pro-inflamatoria de estas células. Como control positivo del experimento 

evaluamos la expresión de CD36, del cual se ha descrito que incrementa su expresión 

tras el knockdown de Nur77 (31), por lo que esperaríamos que sus niveles disminuyeran 

tras la activación de este factor de transcripción con Csn-B. En la Fig. 21 se muestra que 

la expresión de CD36 disminuye tanto en los M<l:>-GM como en lo M<l:>-M en presencia de 

Csn-B. En conjunto, estos datos nos indican que si bien Nur77 parece ejercer una función 

anti-inflamatoria mediada por su inhibición de la síntesis de TNF en respuesta a PAMPs, 

su efecto sobre el fenotipo de los M<I:> en condiciones basales está orientado a la pérdida 
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Figura 21. Efecto del Csn-8 sobre la expresión de marcadores de polarización. Los Mct>-GM 
(M1) y Mct>-M (M2) fueron tratados con Csn-B (1 µg/mL) o con vehículo (DMSÓ) durante 18 h y se 
evaluó la 'expresión de CD163 y de FRp mediante citometría de flujo. Se incluyen también los 
resultados de la expresión de CD36. Los histogramas grises corresponden a la tinción con Ab 
controles de isotipo, mientras que los histogramas vacíos corresponden a la expresión de CD163, 
FRP o CD36: En la parte superior de cada histograma se muestra el porcentaje de células positivas 
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y la intensidad media de fluorescencia (MFI) de cada marcador. En los recuadros se encuentran los 
marcadores que mostraron variaciones con el tratamiento 

8.4. Evaluación del perfil fenotípico y funcional de los M<l>-GM y M<l>-M tras el 

estímulo con LDL y oxLDL 

Dado que a Nur77 se le han atribuido características ateroprotectoras, parte de nuestro 

trabajo se centró también en evaluar la respuesta inflamatoria de los McJ>-GM y McJ>-M en 

respuesta a oxLDL. La parte inicial de este enfoque consistió en analizar la captación de 

oxLDL (10 µg/mL) en los McJ>-GM y McJ>-M mediante la tinción con Oil Red O (Fig. 22). 

Para todos los ensayos utilizamos LDL (10 µg/ml) como control. Los resultados sugieren 

que la población de McJ>-M presenta una mayor capacidad para internalizar lípidos tras 24 

h de estimulación. 
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Figura 22. Los M<l>-M tienen una mayor capacidad de captación de lípidos que los M<l>-GM. 
Los M<.t>-GM (M 1) y M<.t>-M (M2) fueron estimulados con LDL y oxLDL (1 O µg/mL) por 24 h. Una vez 
transcurrido este tiempo, los M<.t> fueron teñidos con Oil Red O. A) Imágenes representativas de la 
tinción con Oil Red O en los M<.t>-GM (M1, paneles izquierdos) y en los M<.t>-M (M2, paneles 
derechos). B) Cuantificación de la incorporación de Oil Red O en los M<.t> M 1 y M2, realizado 
mediante el software de análisis de imágenes FijL Magnificación 40X. * p<0.05. 
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Adicionalmente, pudimos comprobar que la expresión de Nur77 se incrementó en los Mct>- 

GM tras su cultivo con oxLDL, mientras que no se apreciaron grandes variaciones en los 

Mct>-M (Fig. 23A). Sin embargo, el incremento en la expresión de Nur77 no condujo a una 

mayor acumulación de este factor en el núcleo de los Mct>-GM, y sólo se detectó un ligero 

incremento de Nur77 en el núcleo de los Mct>-M en presencia de LDL (Fig. 238). 
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Figura 23. La expresión de Nur77 se induce en presencia de lípidos en los M<t>-GM. A) 
Expresión de Nur77 en M<t> sin estimular (Control) y en los M<t>-GM (M 1) y· M<t>-M (M2) estimulados 
con LDL (10 µ.g/mL) o con oxLDL (10 µg/mL) durante 24 h. La evaluación se realizó mediante 
microscopía confocal. Se muestra la expresión de Nur77 (verde) y su co-localización con DAPI 
{rojo). Los resultados mostrados son representativos de un donante de tres evaluados. 
Magnificación 40X. B) Porcentaje de células Nur77+ que presentan Nur77 en el núcleo en 
presencia de LDL u oxLDL. El total de las células Nur77+ se consideró como el 100%. Los 
resultados se expresan como la media ± SO de dos donantes independientes. 

Una vez comprobado que los Mct>-GM y Mct>-M eran capaces de captar LDL y oxLDL 

decidimos evaluar mediante citometrla de flujo si existía una modificación en los perfiles 

de expresión del receptor scavenger CD36 (principal receptor de oxLDL) y de moléculas 
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características del fenotipo M2 (CD163, FR-J3) tras el estímulo con estos lípidos durante 

24 h (Fig. 24 y 25). 

La expresión de CD36 se vio disminuida en los M<t> M 1 y M2 sólo en presencia de oxLDL, 

lo que probablemente se deba a la internalización de los receptores CD36 presentes en la 

membrana tras interactuar con su ligando oxLDL. Esta disminución fue ligeramente más 

intensa en los M<t> M2, lo cual se corresponde con la mayor captación de lípidos de esta 

subpoblación celular (Fig. 24). 
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Figura 24. La expresión de CD36 disminuye tras el estímulo con oxLDL. Los Mcf>-GM (M1) y 
M<f>-M (M2) fueron tratados con LDL u oxLDL (10 µg/mL) por 24 h y se evaluó la expresión de 
CD36 mediante. citometría de flujo. Los histogramas grises corresponden a la tinción con un Ab 
control de isotipo, mientras que los histogramas vacíos corresponden a la expresión de CD36. En 
la parte superior de cada histograma se muestra el porcentaje de células positivas y la MFI de 
CD36. En los recuadros se encuentran los marcadores que mostraron variaciones con el 
tratamiento. 
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Con respecto a la expresión de marcadores de polarización, se detectó una disminución 

en la expresión de CD163 y del FRí3 sólo en los M<t>-M en presencia tanto de oxLDL como 

de LDL (Fig. 25). La disminución de la expresión de CD163 fue más acentuada en 

presencia de oxLDL con respecto a LDL, mientras que se detectó el efecto contrario con 

el FRí3. La expresión de estos marcadores no se modificó en presencia de lípidos en los 

M<t>-GM (Fig. 25). Estos resultados sugieren que LDL y su forma modificada oxLDL 

inducen una transición fenotípica en los M<t>-M desde un perfil anti-inflamatorio hacia un 

perfil pro-inflamatorio, similar a lo encontrado para el tratamiento con Csn-8. 
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Figura 25. Los lípidos disminuyen la expresión de marcadores M2 en los Mct,-M. Los M<t>-GM 
(M1) y M<l>-M (M2) fueron tratados con LDL u oxLDL (10 µg/mL) durante 24 h y se evaluó la 
expresión de CD163 y del FRP mediante citometría de flujo. Los histogramas grises corresponden 
a la tinción con Ab controles de isotipo, mientras que los histogramas vacíos corresponden a la 
expresión de CD163 o FRp. En la parte superior de cada histograma se muestra el porcentaje de 
células positivas y la MFI de cada marcador. En los recuadros se encuentran los marcadores que 
mostraron variaciones con el tratamiento. 
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Finalmente se evaluó la secreción de las citocinas TNF e IL-1 O en los M<t> tras el estímulo 

con LDL u oxLDL (Fig. 26). Los niveles de TNF se incrementaron una media de tres veces 

cuando los M<t> fueron cultivados con LDL, mientras que no se modificaron en presencia 

de oxLDL. La producción de IL-10 no se alteró significativamente en ninguna condición. 

o M1 •M2 DM1 •M2 
4 5 

cñ cñ 
o � 4 > :.¡:¡ 3 :.¡:¡ 
ns ns 
ai � 3 L. 

VJ 2 
VJ 

(1) Q,) 
L. L. o ..2 2 
ñi ! .::.. 
LL o 1 z ...... 
t- ...J 

o o 
DMSO LDL oxLDL DMSO LDL oxLDL 

Figura 26. LDL modifica la producción de TNF en los MCl>-GM y MCl>-M. Los Mct>-GM (M1) y Mct>- 
M (M2) fueron cultivados durante 24 h con 1 O µg/mL de LDL u oxLDL, o dejados sin estimular 
(DMSO). Los sobrenadantes de cultivo fueron evaluados por ELISA para detectar la producción de 
TNF (panel izquierdo) e IL-10 (panel derecho). Los datos se representan relativos a la producción 
de las citocinas en los Mct> tratados con vehículo, y son la media ± SD de dos experimentos 
independientes. 

8.5. Generación de M<l> deficientes en la expresión de Nur77 

Una vez que las posibles funciones de Nur77 fueron evidenciadas mediante la 

estimulación con el agonista de Nur77 Csn-8, nuestro siguiente objetivo fue realizar el 

knockdown de Nur77 en las poblaciones de M<t>-GM y M<t>-M a través de la transfección 

de una mezcla de siRNA dirigidos contra el mRNA de Nur77. Antes de realizar las 

transfeccciones evaluamos la expresión del mensajero y proteína de Nur77 durante la 

diferenciación de monocitos hacia M<t>-GM y M<t>-M (Fig. 27). En ambas poblaciones 

celulares no se detectó expresión a nivel de proteína en el día uno de diferenciación, 

mientras que sí se observó la expresión del mRNA. En el tercer día de diferenciación los 

niveles de proteína comenzaron a elevarse en ambas poblaciones de M<t>, y en el quinto 

día la expresión proteica de Nur77 se elevó considerablemente, alcanzando su máxima 

de expresión en los dos tipos de M<t>. El mRNA de Nur77 alcanzó su pico de expresión al 

tercer día de diferenciación en los M<t>;_GM, mientras que en los Mc:t:>-M continuó 
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incrementando hasta el último día evaluado. Con base en estos resultados decidimos 

realizar las transfecciones del siRNA en el cuarto día de diferenciación, antes del 

momento en el que encontramos el mayor incremento en los niveles de expresión proteica 

de Nur77. 
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Figura 27. Expresión de Nur77 durante la diferenciación de M<l>-GM y M<l>-M. Los Mct> fueron 
diferenciados durante cinco días, y en los días (D) 1, 3 y 5 se extrajeron el RNA y la proteína. A) 
Evaluación del mRNA de Nur77 mediante PCR de punto final. GAPDH se utilizó como control de la 
integridad del RNA. B) Expresión proteica de Nur77 evaluada mediante Western blot. C) 
Evaluación del mRNA de Nur77 mediante RT-qPCR. Los datos se expresan relativos a los valores 
del día 1 de diferenciación en cada población celular. (A) y (B) representan los resultados de un 
mismo donante y (C) los resultados de un donante adicional. 

Los resultados del knockdown de Nur77 en M<l>-GM y M<l>-M se muestran en la Fig. 28, 

donde podemos observar - que el mRNA de Nur77 disminuyó su expresión 

aproximadamente en un 50 % con respecto a la condición de transfección con el siRNA 

control (Fig. 28A). Además, de manera interesante, ambas poblaciones de M<l> 

transfectadas con el siRNA específico de Nur77 presentaron una mayor expresión basal 

del mRNA de TNF con respecto a las poblaciones transfectadas con el siRNA control (Fig. 

288). Adicionalmente, el abatimiento de la expresión de Nur77 permaneció en los M<l>-GM 



tras el estímulo con LPS, contrario a lo que ocurre en los M<t>-M (Fig. 28C). Finalmente, a 

pesar del incremento en el mRNA de Nur77 en los M<t>-M tratados con el siRNA de Nur77 

y estimulados con LPS, la producción de TNF en respuesta a este PAMP se incrementó 

notablemente con respecto a lo obtenido con el siRNA control, lo que sugiere que los 

niveles de proteína de Nur77 podrían no haberse recuperado tras 12 h de estimulación 

con LPS (Fig. 280). Por el contrario, los niveles disminuidos del mRNA de Nur77 en los 

M<t>-GM tras el estímulo con LPS (Fig. 3C) no tienen un reflejo importante en la 

producción de TNF (Fig. 280). En conjunto, estos datos sugieren que Nur77 tendría un 

papel fundamental en la inhibición de la producción de TNF en respuesta a LPS sólo en 

los M<t>-M. 
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Figura 28. La disminución de la expresión de Nur77 induce un incremento en los niveles de 
expresión del mRNA de TNF. Los M<l>-GM y M<l>-M fueron transfectados en el cuarto día de 
diferenciación con un siRNA específico de Nur77 (siNur77) o un siRNA control (siCtrl) a una · 
concentración de 50 nM. El análisis de silenciamiento se realizó 48 h después de la transfección. 
Expresión basal de Nur77 A) y de TNF B) en los M<l>-GM (M1) y M<l>-M (M2). C) Expresión de 
Nur77 en M<l>-GM y M<l>-M transfectados con siNur77 o siCtrl tras la estimulación con LPS (100 
ng/mL) por 2 o 12 h. D) Expresión de TNF en los M<J>..;GM y M<l>-M transfectados con siNur77 o 
siCtrl tras la estimulación con LPS (100 ng/mL) por 2 y 12 h. Todos los ensayos se realizaron 
mediante RT-qPCR y los datos se muestran relativos a los obtenidos con siCtrl. Se muestran los 
resultados de un donante representativo de dos analizados. · 
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IX.- DISCUSIÓN 

El estudio de la respuesta inflamatoria ha permitido la identificación de las citocinas, 

factores de crecimiento y tipos celulares que promueven y participan en la inflamación. 

Sin embargo, se encuentran sólo parcialmente descritos los mediadores de la 

transcripción que son activados en respuesta a las señales pro-inflamatorias y que 

además conllevan a la resolución de la inflamación. En este contexto, se ha atribuído a 

Nur77 un papel anti-inflamatorio, esto basado en los reportes donde la sobre-expresión de 

Nur77 en células THP-1 logra disminuir los niveles de expresión de las citocinas pro- 

inflamatorias IL-6, IL-1 í3 e IL-8 tras el estímulo con LPS o TNF, mientras que mediante el 

knockdown de Nur77 este efecto se ve revertido (31 ). In vivo, la deficiencia de Nur77 ha 

evidenciado las funciones anti-inflamatorias y ateroprotectoras de Nur77, dado que los 

ratones deficientes de Nur77 inyectados intraperitonealmente con LPS presentan una 

mayor sensibilidad a desarrollar sepsis (57), y que ratones ApoE -/- Nur77 -/- alimentados 

con una dieta alta en grasas presentan un incremento en las lesiones ateroscleróticas 

(49). 

Los resultados encontrados hasta el momento en este trabajo sustentan la teoría de 

Nur77 como un factor anti-inflamatorio. En primer lugar, nuestro grupo de investigación ha 
-o 

encontrado que los M<.t>-M anti-inflamatorios presentan una mayor expresión de Nur77 

(transcrito y proteína) con respecto a la población de M<.t>-GM pro-inflamatorios (Fig. 15 y 

16). Existen reportes que proponen a Nur77 como un factor maestro de diferenciación y 

supervivencia de los monocitos murinos Ly6c-, una población celular denominada 

"monocitos patrulleros" y la cual se cree que tiende a polarizar hacia M<.t> de tipo M2 (58). 

El mismo grupo reporta que los monocitos humanos (clasificados en tres grupos con base 

en la expresión de CD14 y CD16), presentan una expresión diferencial de Nur77, 

encontrando que los monocitos CD14+CD1 S- con características pro-inflamatorias y una 

alta respuesta a LPS tienen una menor expresión del mRNA de Nur77, mientras que la 

población de cora=cors'. análoga a los monocitos Ly6c- "patrulleros", presentan una 

mayorexpresión de Nur77 (49). 

Nuestras observaciones nos han permitido detectar que todos los M<.t>�M sin estimular 

expresan Nur77 (Fig. 17), en contraste con los M<.t>-GM donde sólo una subpoblación 

expresa este factor. Debido a que GM-CSF induce la producción de M-CSF, proponemos 

que la expresión de Nur77 en los M<.t>-GM podría ser el resultado del micro-ambiente 

presente en el medio de cultivo, y por lo tanto las células que expresan Nur77 
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pertenezcan a la población de M<t>-M. Estos resultados aportan una evidencia más en 

cuanto un probable rol de Nur77 durante la diferenciación de monocitos y M<t> con un perfil 

anti-inflamatorio. Con base en ello, también encontramos que los monocitos humanos 

CD14+ obtenidos de periferia no expresan Nur77, al menos a nivel proteico (Fig. 27). Sin 

embargo, el hecho de que Nur77 sea inducido tras los estímulos polarizantes de GM-CSF 

y M-CSF durante la diferenciación de monocitos a M<t>-GM y M<t>-M sugiere que Nur77 

pudiera jugar un rol importante durante la diferenciación y generación de los perfiles pro- y 

anti-inflamatorios. Así lo demuestran los resultados de citometría obtenidos tras el 

estímulo con Csn-B (Fig. 21), donde disminuyen los marcadores de fenotipo M<t>-M CD163 

y FRí3, así como CD36, que se ha reportado disminuye su expresión cuando Nur77 es 

sobre-expresado (31). Estos datos sugieren que efectivamente Csn-B induce las 

actividades transcripcionales de Nur77. 

Hasta el momento se desconocen los mecanismos por los cuales Nur77 ejerce sus 

efectos anti-inflamatorios. Una opción es directamente a través de su actividad 

transcripcional regulando la expresión de genes anti-inflamatorios o pro-inflamatorios. En 
l 

este aspecto, los esfuerzos orientados a responder esta pregunta se han basado en la 

utilización del agonista de Nur77 Csn-8, el cual se sabe que induce las actividades 

transcripcionales de Nur77, además de incrementar la propia expresión de Nur77 debido 

a los elementos de respuesta a Nur (NBRE) presentes en su promotor (55). Los reportes 

que se tienen evidencian el posible papel de Nur77 regulando la expresión de ciertos 

genes, ya sea incrementando o disminuyendo su expresión. Al respecto, Hu et al. (56) 

reportaron que la estimulación de células THP-1 con oxLDL en presencia de Csn-B 

resulta en la disminución de la expresión de genes inflamatorios como IL-1 í3, IL-6, IL-12, 

TNF, proteína C reactiva (CRP), ICAM-1, VCAM-1 y NF-KB, mientras que favorece el 

aumento de TGF-í3 y CD40 (56). Estos resultados sugieren un probable papel de Nur77 

como activador o represor de estos genes. Por otro lado, Peí et al. (59) reportaron que un 

gen blanco de Nur77 es la cinasa inducible IKKi/lKKe, la cual tiene como función fosforilar 

al factor de respuesta a interferones (IRF)-3 y mediar así la respuesta antiviral (59)., lo 

que le atribuiría a Nur77 un papel activador de respuestas pro-inflamatorias. Nuestros 

resultados utilizando Csn-B como agonista de Nur77 tras la activación con LPS han 

evidenciado una drástica disminución en la expresión de TNF tras el estímulo con el 

ligando del TLR:-4 LPS, el ligando de TLR-2 PGN y el ligando de TLR-3 Poli (l:C) (Fig. 20). 

Una posible explicación de este resultado sería a través de la activación de los dominios 

de transactivación de Nur77 resultando en un efecto represor sobre la expresión de TNE 
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Sin embargo, no existen reportes hasta el momento que sugieran la presencia de NBRE o 

NurRE sobre el promotor de TNF que puedan ser reconocidos por Nur77 y ejercer así un 

efecto de represión. Por lo tanto, sería interesante el estudio del promotor de TNF con el 

objetivo de identificar estos elementos. Cabe recordar que el Csn-8, al incrementar las 

actividades transcripcionales de Nur77, incrementa su propia expresión, es decir que los 

efectos observados no son sólo debidos a la actividad transcripcional de Nur77 sino 

también a un incremento en su expresión. Este incremento, en conjunto con lo observado 

en los ensayos de localización subcelular de Nur77 (Fig. 17-19), donde la presencia de 

Nur77 en M<t>-GM y M<t>-M es preferentemente en el citoplasma aún después de los 

estímulos con LPS, oxLDL y Csn-8, nos hacen pensar que pudieran existir funciones de 

Nur77 que se estarían llevando a cabo en el citoplasma. Existen ya reportes en células 

Jurkat que sugieren una interacción de Nur77 con las subunidades de NF-KB p65 y c-Rel; 

las interacciones de Nur77 con p65 impiden su unión a los elementos de respuesta a NF- 

KB presentes en los promotores de citocinas como IL-2 e IL-8, que se ha demostrado 

unen preferentemente homodímeros p65 o c-Rel, o heterodímeros p65-c-Rel (60). 
1 

Además, recientemente se ha demostrado que la interacción entre Nur77 y p65 disminuye 

la expresión de TNF, IL-6, IL-1 (3 y óxido nítrico (57). La localización subcelular de Nur77 

encontrada en nuestros resultados mantiene abierta esta posibilidad debido a que es 

probable que Nur77 se encuentre regulando la expresión de TNF a través de la inhibición 

directa sobre NF-KB, por lo que una disminución en la expresión de otras moléculas 

blanco de NF-KB (IL-6, IL-1 (3) sugeriría fuertemente que la vía que conlleva a la 

producción de moléculas pro-inflamatorias se ve afectada a este nivel por Nur77. 

Los resultados observados tras el knockdown de Nur77 (Fig. 28) reafirman los efectos 

vistos tras la adición del Csn-B, ya que al contrario de lo que sucede tras la adición de 

Csn-8, los niveles de expresión basales del mRNA de TNF tras el silenciamiento de 

Nur77 en M<t>-GM y M<t>-M se encuentran incrementados con respecto al control, lo que 

sugiere que de manera normal Nur77 mantiene la expresión de TNF disminuida. Es de 

resaltar que la expresión del mRNA de TNF se mantiene incrementada con respecto al 

control tras el estímulo con LPS a las 2 y 12 h de estimulación para la población de M<t>-M, 

y no así para la población de M<t>-GM, donde solo a las 12 h se observa un ligero 

incremento en la expresión de este gen. Sin embargo, es importante mencionar que la 

expresión del mRNA de Nur77 en los M<l>-GM se mantiene disminuida en el knockdown 

de Nur77 aún tras los estímulos con LPS, que recordemos es un inductor de la expresión 

de Nur77 y que induce su expresión, mientras que en los M<l>-M pareciera ser que la 
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concentración de siRNA [50 nM] no es suficiente para mantener los niveles de expresión 

de Nur77 disminuidos tras el estímulo con LPS. Esto sugiere que la población de M<l>-M 

parece tener una mayor disponibilidad de los elementos en trans necesarios para iniciar la 

transcripción de Nur77. Esto último se asocia con los resultados observados durante la 

evaluación de la expresión de Nur77 durante la diferenciación de los M<l> (Fig. 27). 

Comparando los niveles de expresión de mRNA con respecto a los de proteína en ambas 

poblaciones celulares podemos sugerir que en los M<l>-GM la regulación post- 

transcripcional de Nur77 resulta más importante para su expresión proteica, ya que no 

existen grandes cambios en la expresión del mRNA desde el día tres hasta el cinco de 

diferenciación y sí los hay en los niveles proteicos. Por el contrario, en los M<l>-M ambas 

regulaciones transcripcionales y post-transcripcionales parecen ser de importancia ya que 

tanto el mRNA como los niveles de proteína se elevan proporcionalmente durante la 

diferenciación. 

Como ya se ha mencionado, Nur77 ha sido propuesto como un factor ateroprotector y que 

además es inducido en respuesta a la oxLDL (25-31). En nuestro grupo de investigación 
1 

nos encontramos actualmente realizando la pruebas necesarias para la obtención de una 

oxLDL que sea capaz de inducir una respuesta inflamatoria en los M<l>, ya que el utilizado 

en este trabajo parecía tener un, nivel bajo de oxidación (datos no mostrados) y no fue 

capaz de inducir la síntesis de TNF en los M<l>. Sin embargo, sí pudimos observar un 

incremento en la expresión de Nur77 en estas células tras el tratamiento con oxLDL (Fig. 

23), en concordancia con otros reportes previos (29). Hasta el momento se ha evaluado la 

captación de oxLDL en ambas poblaciones de M<l> (Fig. 22), encontrando que los M<l>-M 

presentan una mayor captación tanto de LDL como de oxLDL con respecto a los M<l>-GM, 

esto muy probablemente debido a la mayor expresión de receptores scavenger como 

CD36 en la población de M<l>-M. Además encontramos que la oxLDL induce la 

disminución en la expresión de los marcadores de superficie CD163 y FRp en la población 

de M<l>-M, sugiriendo así un cambio hacia un perfil más pro-inflamatorio (Fig. 25). Este 

dato es muy sugerente, y nos indica que la función de Nur77 en los M<l> puede ser más 

compleja de lo que inicialmente estimamos. La continuación del presente trabajo 

incluyendo la evaluación de otros marcadores de M<l> M1 y M2, junto con el estudio de 

funciones adicionales de los M<l>, nos permitirán elucidar con mayor precisión las 

funciones que Nur77 en cada tipo de M<l>. Sin embargo, los datos obtenidos durante esta 

tesis nos permiten proponer a Nur77 como un factor relevante en el mantenimiento del 

fenotipo anti-inflamatorio de los M<l>-M, al menos a nivel funcional. 
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X.- CONCLUSIONES 

1. Los niveles proteicos de Nur77 se encuentran incrementados en los M<l>-M con 

respecto a los M<l>-GM, y se correlacionan con los niveles de expresión de sus transcritos. 

A nivel celular, sólo una población de M<l>-GM expresa Nur77 mientras que todos los M<l>- 

M lo presentan, lo que sugiere una fuerte asociación de este factor de transcripción con el 

fenotipo anti-inflamatorio. 

2. La localización de Nur77 en estado basal en ambas poblaciones de M<t> es 

principalmente citoplasmática, contrario a lo reportado en otros sistemas donde la 

localización de Nur77 es principalmente nuclear, lo que deja abierta la cuestión sobre un 

posible papel citoplásmico de Nur77 en nuestro sistema. 

3. La inducción de la expresión de Nur77 tras el estímulo con LPS sugiere una función de 

este factor en la respuesta inflamatoria. Esta función estaría asociada con la resolución de 

la inflamación en 19s M<l>-GM y M<l>-M, ya que la activación de Nur77 abate la producción 

de TNF en respuesta a distintos PAMPs. Sin embargo, los datos del knockdown de Nur77 

indican que esta función anti-inflamatoria sería predominante en los M<l>-M. 

4. Los lípidos LDL y oxLDL inducen un cambio en el perfil fenotípico de los M<l>-M hacia un 

perfil pro-inflamatorio, un efecto similar al producido por el agonista de Nur77 Csn-B. 

Estos resultados podrían relacionar la inducción de la síntesis de Nur77 reportada para 

oxLDL y la activación de este factor de transcripción inducida por Csn-B, de tal manera 

que Nur77 estaría mediando efectos pro-inflamatorios en los M<l> a nivel fenotípico. 
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XI.- PERSPECTIVAS 

1. Evaluar un número mayor de marcadores de polarización M 1 y M2 para confirmar los 

datos obtenidos en esta tesis tras estimular a los M<t> con Csn-B y lípidos. Esta 

evaluación se llevará a cabo no sólo en los M<t> diferenciados, sino también a lo largo 

de su diferenciación, con el fin de analizar si estas moléculas son capaces de alterar la 

polarización de los M<l> dictada por GM-CSF y M-CSF. 

2. Evaluar un mayor número de citocinas como IL-6, IL-1 í3, IFN-í3 (pro-inflamatorias) e IL- 

1 RA (anti-inflamatoria) en respuesta a los PAMPs utilizados en el presente trabajo, en 

presencia y ausencia de Csn-8. 

3. Evaluar posibles interacciones citoplasmáticas entre Nur77 y las subunidades de la 

familia de NF-KB [RelA (p65), RelB, c-Rel, y p50] en presencia y ausencia de Csn-8 

tras el estímulo con LPS, además de evaluar la localización subcelular de estas 

proteínas. 

4. Completar el análisis de los M<t> deficientes de Nur77 en respuesta a LPS, LDL y 

oxLDL mediante ensayos fenotípicos y funcionales (producción de citocinas, 

producción de especies reactivas de oxígeno, expresión de IKB, activación de las 

MAPK). 

5. Realizar ensayos de microarreglos de expresión comparando los transcriptomas de 

los M<l> deficientes de Nur77 con los M<l> silvestres. 
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