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ABREVIATURAS

Ab — Anticuerpo

AhR — Receptor de aril hidrocarburos

AHRE - Elemento de respuesta a AhR

AhRR — Represor del receptor de aril hidrocarburos
ANF — a-naftoflavona

ARNT — Translocador nuclear del receptor de aril hidrocarburos
B(a)P — Benzo[a]pireno

BSA — Albumina sérica bovina

CD - Cluster de diferenciacion

ChIP — Inmunoprecipitaciéon de la cromatina

DC — Célula dendritica

DRE — Elemento de respuesta a dioxina

FICZ — 6-formil-indolo[3,2-b]carbazol

FITC — Isotiocianato de fluoresceina

GAPDH - Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GM-CSF - Factor estimulante de colonias de granulocitos/macrofagos
GM-Me — Macrofagos generados con GM-CSF
HAH — Hidrocarburo aromatico halogenado

HDAC — Desacetilasa de histonas

IDO — Indoleamina 2,3-dioxigenasa

IFN — Interferon

IL — Interleucina

KA — Acido quinurénico

LPS — Lipopolisacarido bacteriano



mADb — Anticuerpo monoclonal

M-CSF — Factor estimulante de colonias de macrofagos

M-M¢ — Macrofagos generados con M-CSF

MACS — Separacion celular por inmunomagnetismo

MAPK — Proteina cinasa activada por mitdgenos

Me — Macréfago

MO — Médula 6sea

MPS — Sistema mononuclear fagocitico

mRNA — Acido ribonucleico mensajero

MTT — Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio
NADPH — Fosfato de nicotinamida adenina dinucle6tido reducido
NF-kB — Factor nuclear kB

NQO1 — NADPH quinona oxidoreductasa 1

PAH — Hidrocarburo aromético policiclico

PBMC - Células mononucleares de sangre periférica

PE — Ficoeritrina

RNA — Acido ribonucleico

RNS - Intermediario reactivo de nitrégeno

ROS - Intermediario reactivo de oxigeno

RT-PCR — Transcripcion reversa-Reaccion en cadena de la polimerasa
SDS-PAGE - Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
siRNA — RNA pequeiio de interferencia

SN — Sobrenadante

STAT — Transductor de sefial y activador de transcripcion

TBS-T — Amortiguador salino Tris con polisorbato 20 (tween 20)



TCDD - Dioxina (2,3,7-tetraclorodibenzo-p-dioxina)
TGF — Factor de crecimiento transformante

Th — Linfocito T cooperador

TNF — Factor de necrosis tumoral

Tr1l — Linfocitos T reguladores de tipo 1

Treg — Linfocitos T reguladores

TSS — Sitio de inicio de la transcripcion

WB — Western Blot



RESUMEN EN ESPANOL

El receptor de aril hidrocarburos (AhR) es un factor de transcripcién activado por la
union con ligandos implicado en diversos procesos fisioldgicos. El AhR se expresa en
una gran variedad de linajes celulares, incluyendo linfocitos, células dendriticas y
macréfagos (M@). EI AhR ha sido involucrado directamente en la sintesis de algunas
citocinas pro- y anti-inflamatorias, aunque su accion es dependiente del tipo celular
evaluado. En el presente trabajo demostramos que el AhR se expresa en M@s pro- y
anti-inflamatorios generados mediante el cultivo de monocitos CD14* en presencia de
GM-CSF (GM-Mgs) y M-CSF (M-Megs), respectivamente. EI AhR se encontrd activo
de forma constitutiva en ambos tipos de Mgs, debido a que presenta una localizacion
preferente en el nucleo celular. La actividad del AhR en la funcionalidad de los M@s
fue analizada mediante la adicion del antagonista quimico a-naftoflavona (ANF)
durante el proceso de diferenciacién de los Mgs, asi como a través de la generacion
de Mgs deficientes de AhR, mediante el empleo de RNA pequefio de interferencia. De
forma general, el cultivo continuo de los M@s en presencia de ANF no afect6 de
manera significativa la expresion de marcadores de superficie asociados a los GM-
Meps y M-Mes o la capacidad fagocitica y citotoxica de cada una de las
subpoblaciones celulares. Sin embargo, el AhR actué de forma positiva en la
secrecion de IL-6 inducida por LPS sélo en los GM-Mgs, donde parece estar unido de
forma constitutiva al promotor de IL6 en condiciones basales. En este contexto, los
GM-Mgs deficientes de la expresion o actividad del AhR incrementaron la
transcripcion de IL6. Tras la estimulacion con LPS, el AhR no se encontré unido al
promotor de IL6, al menos en las regiones de DNA evaluadas, y la transcripcion de
este gen presentd los mismos niveles en los GM-Mgs deficientes de AhR y en los
GM-Megs control. Este receptor no parece modular de forma importante la secrecion
de IL-6 en los M-M@s en respuesta a LPS, si bien se detectd su union a distintos
fragmentos del promotor de IL6 en estas condiciones y su ausencia tendio a
incrementar el nivel de transcritos de IL6 en estas células. En conjunto, estos datos
sugieren que el AhR actia como un represor transcripcional de IL6 tanto en los GM-
como en lo M-Mgs, pero el contexto celular de cada subtipo de M@ modifica las
condiciones en las cuales realiza esta actividad, lo cual conduce a una secrecion

incrementada de esta citocina en los GM-Mgs dependiente del AhR.



RESUMEN EN INGLES

The aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a ligand-activated transcription factor
implicated in diverse physiological processes. It is expressed by several cell lineages,
including lymphocytes, dendritic cells and macrophages (M®). AhR has been directly
involved in the synthesis of a number of pro- and anti-inflammatory cytokines, although
its role is dependent on the cell type evaluated. Here, we show that AhR is expressed
in pro- and anti-inflammatory Mgs generated by culture of human CD14* monocytes
with GM-CSF (GM-Mgs) and M-CSF (M-Mgs), respectively. AhR was constitutively
active in both GM-M@s and M-Megs since it was located mainly in the cell nucleus. The
activity of AhR on Mg function was evaluated by adding the AhR antagonist -
naphthoflavone (ANF) and by knocking down the AHR gene during the Mg
differentiation process. Overall, the continuous culture of M@s with ANF did not
significantly affect the expression of GM- and M-CSF-associated markers or the
phagocytic and cytotoxic ability of GM- and M-Mgs. However, AhR was positively
involved in the production of LPS-induced IL-6 by GM-Mgs, where it seems
constitutively recruited at the IL6 promoter in the steady-state. In this context, AhR-
deficient GM-Mgs increased IL6 transcription compared with AhR-sufficient cells.
Upon LPS stimulation, AhR occupancy at the IL6 promoter decreased, at least at the
DNA sequences evaluated, and the transcription of this gene was analogous in AhR-
deficient and AhR-sufficient GM-Mgs. The regulation of LPS-induced IL-6 secretion by
AhR did not appear to be relevant in M-Mgs, although it was recruited to the IL6
promoter upon LPS stimulation, and AhR-deficient M-M@s tended to increase their
levels of IL6 mMRNA. Taken together, these data suggest that AhR acts as a
transcriptional repressor at the IL6 promoter in both GM- and M-Megs, but the cellular
context of each M@ subtype modifies the conditions in which AhR performs that

activity, leading to an AhR-dependent increase of IL-6 secretion in GM-Mgs.



INTRODUCCION

Sistema mononuclear fagocitico: Ontogenia y maduracion de los

macrofagos

Los macrofagos (M) son células de estirpe mieloide que forman parte del sistema
inmune innato y que se encuentran a lo largo de la escala filogenética de organismos
metazoarios. En mamiferos se encuentran presentes en todos los tejidos, donde se
organizan en localizaciones perfectamente delimitadas y despliegan diversas

funciones con la finalidad de mantener la homeostasis tisular.?

Los Mgs, ademas de los monocitos y las células dendriticas (DC), se clasifican dentro
del Sistema Mononuclear Fagocitico (MPS, Mononuclear Phagocyte System),
clasificacion basada en similitudes morfoldgicas, funcionales y un origen comun de
dichas células.2 La categorizacion de los M@s dentro del MPS plantea que la
ontogenia y diferenciacion siguen una linea estrictamente temporal, donde los
monocitos de sangre periférica, que han sido diferenciados a partir de progenitores
mieloides de médula ésea (MO), migran a traves de los vasos sanguineos hasta los
tejidos, donde finalmente maduran y se convierten en Mes tisulares residentes.1-4 Sin
embargo, dichos postulados han sido puestos en duda y actualmente diversos grupos
de investigacion han demostrado que la mayoria de los progenitores murinos que dan
origen a los Mes tisulares son diferentes de los precursores de la MO. Por ejemplo,
los Mgs del sistema nervioso (microglia), piel (células de Langerhans), higado (celulas
de Kuppfer), asi como los M@s alveolares y la mayoria de los M@s del bazo, provienen
de progenitores del saco vitelino.>7 Por lo tanto, se ha propuesto que el papel
principal de los monocitos de sangre periférica es vigilar la homeostasis capilar y
ademas, en condiciones inflamatorias, migrar a los tejidos para contribuir al desarrollo

de una respuesta inmune eficiente.

Los Mgs son reconocidos como las células del sistema inmune con mayor plasticidad.
En condiciones basales presentan una gran diversidad morfolégica, fenotipica y
funcional, que implica efectos en la evolucion, remodelacion y reparacion de los
tejidos.! Ademas, son células con una funcién critica en el desarrollo de la respuesta
inmunitaria. Actian como una primera barrera de defensa, al detectar y eliminar

diversos microorganismos, macromoléculas toxicas, asi como células propias
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dafiadas o muertas. Proveen proteccién al poner en marcha mecanismos inmunes
innatos mediante fagocitosis, secrecidbn de enzimas, citocinas, y diversos factores
inflamatorios y citotoxicos como los prostanoides, las especies reactivas de oxigeno
(ROS) vy las de nitrogeno (RNS).89 Las caracteristicas que desarrollan dependen

totalmente del microambiente que les rodea.

Plasticidad de los macrofagos y caracteristicas de los diversos estados de

activacion

La vasta heterogeneidad funcional de los Megs esta condicionada por el
microambiente extracelular, de tal forma que las subpoblaciones de Mes tisulares
deben adaptarse a los estimulos que reciben de las células que los rodean y, en
consecuencia, modificar su programa de expresion génica de acuerdo a las

necesidades especificas de cada tejido.1%12

La plasticidad de los Mgps ha quedado de manifiesto en el desarrollo de la respuesta
inmune inflamatoria, lo que ha permitido la identificacion de diferentes estados

funcionales que comprenden un amplio y continuo espectro de activacion.

Con la finalidad de simplificar esta variedad de fenotipos macrofagicos, se ha
establecido una dicotomia reconocida genéricamente como activacién clasica y
alternativa, caracterizadas por promover respuestas pro- Yy anti-inflamatorias,
respectivamente. Los M@s con propiedades pro-inflamatorias se denominan Mgs M1,
mientras que aquellos que promueven respuestas anti-inflamatorias son conocidos

como Mges M2.13

Actualmente existe evidencia que demuestra que estos estados de polarizacién se
presentan de forma rapida, plastica y reversible, lo que sugiere que la poblacion
macrofagica es capaz de resolver procesos de inflamacion (M@s M2) que previamente

han desencadenado (M@s M1).13-15

La polarizacion hacia el fenotipo M1 es inducida por exposicion a interferén (IFN)-y, y
ligandos de receptores tipo Toll (TLR), como el lipopolisacarido (LPS). Estos Megs

tienen la capacidad de detonar mecanismos efectores: muerte de microrganismos
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intracelulares, lisis de células tumorales, secrecion de citocinas inflamatorias
[interleucina (IL)-1B, IL-6 y TNF (factor de necrosis tumoral)] y polarizantes como IL-12
e IL-23, las cuales promueven la polarizacion de los linfocitos T cooperadores (Th)
hacia los fenotipos Thl y Th1l7, respectivamente, asi como secrecion de quimiocinas
inflamatorias como CCL3, CXCL9, CXCL10, y la produccion de ROS y RNS.

Por otro lado, los Mes M2 o alternativamente activados son una poblacion con una
gran heterogenidad, debido a que son inducidos por diferentes mediadores, como
citocinas del tipo Th2 (IL-4 e IL-13), factores inmunosupresores [IL-10, factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de crecimiento transformante
(TGF)-B, glucocorticoides] o combinaciones de inmunocomplejos y ligandos de TLRs.
Los distintos tipos de M@s que se generan tienen en comun su elevada secrecion de
IL-10. Sin embargo, dependiendo de los factores que los activen, adquieren
propiedades diversas: inducen repuestas Th2 y antagonizan la generacion de
respuestas Thl y Th17, inducen la diferenciacion de linfocitos T reguladores (Trl y
Treg), regulan la inflamacion, la remocién de debris celular y la regeneraciéon de los
tejidos.'3 Con el afan de generar una nomenclatura que defina los grupos de Mgs M2
se han establecido nombres especificos que se refieren a la via de induccién, de tal
forma que los Mgs activados por IL-4 e IL-13 se denominan M@s M2a, Mg M2b son
aquellos que han sido activados mediante inmunocomplejos y agonistas de TLRs,
mientras aquellos que han sido activados por accion de factores inmunosupresores se

definen como Mgs M2c.1416

Diversos estudios han demostrado que los M@s generados in vitro a partir de
monocitos purificados de sangre periférica en presencia del factor estimulante de
colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF) o de M-CSF adquieren caracteristicas
diferenciales que se asemejan parcialmente a las de los Mps M1 y Mg@s M2a,

respectivamente.l’
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Diferenciacion de los monocitos humanos con GM-CSF y M-CSF

En conjunto con la IL-3, el GM-CSF y el M-CSF son las principales citocinas que
determinan el linaje macrofagico, regulando su supervivencia, diferenciacién y

quimiotaxis.

El M-CSF es sintetizado por numerosos tipos celulares (células endoteliales,
fibroblastos, células estromales de medula Osea, mioblastos, células timicas
epiteliales, queratinocitos, astrocitos, osteoblastos). Se encuentra en el suero en
concentraciones de 3-8 ng/ml, y su produccion puede ser inducida con GM-CSF, TNF,
IL-1 e IFN-y. La produccion del M-CSF se regula de una manera especifica de tejido.
Por ejemplo, sus niveles se incrementan dramaticamente en el sistema reproductor
femenino durante el embarazo en respuesta a esteroides, pero la concentracion en
sangre permanece relativamente estable durante el mismo periodo. En general, el M-
CSF se produce en cantidades elevadas en estados de inmunosupresion, como el
embarazo o neoplasias, y juega un papel importante en la tolerancia materna hacia el
feto.t’

El GM-CSF es producido también por una gran variedad de tipos celulares, dentro de
los que se incluyen linfocitos T y B, Megs, células polimorfonucleares, células
estromales, queratinocitos, astrocitos, osteoblastos, células endoteliales y fibroblastos.
Su produccion requiere normalmente de activacion/estimulacion de estas células, pero
puede ser detectado en suero bajo condiciones homeostaticas (20-100 pg/ml).
Aunque su produccién es local, tiene efectos importantes sobre la actividad de
diversos leucocitos circulantes, y puede actuar de manera paracrina reclutando
neutrofilos, monocitos y linfocitos, incrementando sus funciones en la defensa del
hospedero. Por lo tanto, ademas de ser un factor hematopoyético, presenta
caracteristicas de regulador inmunoldgico. EIl GM-CSF y el M-CSF modulan de forma
cruzada sus respectivas actividades funcionales: M-CSF y bajos niveles de GM-CSF
promueven la generacion de Mg@s, mientras que concentraciones mas elevadas de
GM-CSF inducen una inhibicion del crecimiento de los Mgs mediado por M-CSF, un
efecto que puede ser explicado por la accion inhibidora de GM-CSF sobre la
expresion del receptor de M-CSF (CD115, c-fms).18-20
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El papel critico del M-CSF en el desarrollo mieloide se comprueba en los ratones
deficientes de esta citocina, los cuales carecen practicamente de monocitos, ciertos
Meos tisulares y de osteoclastos, mientras que los ratones deficientes de GM-CSF no
exhiben grandes defectos en el linaje macrofagico.® El sistema hematopoyético de
éstos es normal, y los cambios mas significativos residen en el desarrollo de una
proteinosis alveolar debida a que los M@s alveolares tienen propiedades surfactantes
deficientes. A partir de algunos estudios en ratones se ha postulado que el GM-CSF
regula el fenotipo y funciéon de estos M@s. En contraste, el M-CSF regula el desarrollo
de otro tipo de Mgs, como los residentes en el peritoneo, M@s metaléfilos de la zona
marginal del bazo, y M@s subcapsulares de los senos en los nddulos linfaticos. Por lo
tanto, los monocitos reclutados a sitios donde predomine alguno de estos CSFs
podrian diferenciarse hacia distintos fenotipos de Mgs, y a pesar de que el GM-CSF y
el M-CSF han sido utilizados in vitro de manera intercambiable para diferenciar
monocitos humanos, parece que ambos factores ejercen distintos efectos sobre los
monocitos y generan diferentes tipos de Mgs. De acuerdo con esta afirmacion, existen
trabajos que indican la generacién de dos tipos diferentes de M@s en respuesta al M-
CSF (M-Mes) o al GM-CSF (GM-Mes), y que el fenotipo de los GM-Mg@s se asemeja
al de los Mgs “clasicamente activados” o M1, mientras que los M-Mg@s comparten

muchas caracteristicas de los Mgs “alternativamente activados” o M2 (Tabla 1).18-20

Tabla 1. Caracteristicas generales de los macréfagos humanos generados a partir de
monocitos sanguineos CD14* con GM-CSF (GM-Mgs) o M-CSF (M-Mgs).

Propiedades inflamatorias  Pro-inflamatorios Anti-inflamatorios,
Propiedades funcionales Alta capacidad citotdxica Alta capacidad fagocitica
Morfologia Redonda Elongada, en forma de huso
Citocinas caracteristicas IL-1B, IL-6, TNF, IL-8, IL-12, IL-23  IL-10

CD1a, CD71, CD86, HLA-II, CD14, CD16, CD163, CD209,

Marcadores caracteristicos CCR7, IL-18R, PU.1 c-maf, MAFB

14
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Figura 1. Inductores y propiedades funcionales de diferentes poblaciones polarizadas de los Mes.
Modificada de Mantovani et al.13

Los M@s humanos derivados in vitro a partir de monocitos diferenciados en presencia
de GM-CSF o M-CSF dan lugar a poblaciones funcionalmente diferentes. Asi, en
presencia de GM-CSF se generan M@s que producen citocinas pro-inflamatorias y
polarizantes (IL-23, IL-12, IL-1B, IL-6, TNF), ROS y RNS, y promueven inmunidad de
tipo Thl. Por el contrario, los M-Mgs presentan un perfil anti-inflamatorio, secretan IL-
10 en respuesta a ligandos de TLRs, inhiben las respuestas Thl, y se han implicado
en la induccién de tolerancia (Fig. 1). Los M-Mgs actian como moduladores de la
autoinmunidad, ya que inducen células T reguladoras (Treg, Trl) e inhiben la
diferenciacion de linfocitos Thl y Thl7. Por todo ello, los GM-M@s y M-Mgs jugarian

papeles opuestos durante la respuesta inmunitaria.21.22

Ademas de presentar estas divergencias en la expresion de citocinas y moléculas
citotoxicas, los GM-Mgs y M-M@s poseen diferencias fenotipicas plenamente
identificadas y reportadas por diversos autores. Los M-M@s desarrollan una

morfologia elongada y se caracterizan por expresar altos niveles de CD14, CD36,
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CD163, CD209, asi como los factores de transcripcion c-maf y MAFB (familia bZip) y
la enzima hemo-oxigenasa 1 (HO-1), mientras que los GM-Mgs expresan en mayor
proporcion moléculas como CD1a, HLA de clase Il, CD71, CD86, CCR7, y el factor
transcripcion PU.1 (familia Ets); en cuanto a su morfologia, son més redondeados y
semejan un “huevo estrellado”. Por otro lado se ha descrito que ambas
subpoblaciones expresan niveles similares de CD33, CD40, CD54, CD64 vy
CD80_1,8,23,24

La clasificacion de los Mgs dentro del modelo M1 y M2 resulta una herramienta
sumamente Util para establecer un marco de referencia e intentar comprender las
posibles funciones de los M@s humanos y su papel en el desarrollo de patologias. La
imposibilidad de establecer marcadores fenotipicos absolutos para cada subpoblacién
dificulta el desarrollo del conocimiento de los mecanismos que rigen la polarizacion y
versatilidad de los M@s. Recientemente, en un trabajo publicado por el grupo de la
Dra. Sanchez Torres, se han descrito con éxito dos marcadores fenotipicos que
permiten discriminar entre una subpoblacion de Mgs residentes con caracteristicas
M2, presentes mayoritariamente en biopsias de tejidos humanos sanos (el receptor
scavenger CD163L1) y M@s con caracteristicas M1 presentes en biopsias de tejidos
inflamados, como el intestino en la enfermedad de Crohn (la lectina CLEC5A).%526 |In
vitro, CLEC5A se expresa preferentemente en los GM-Megs, mientras que CD163L1 lo
hace Gnicamente en los los M-Mgs.?®

Estos descubrimientos son importantes en el camino para comprender los procesos
moleculares que conllevan a la polarizacion de los Mgs, los cuales no estan
totalmente dilucidados, y resulta imperioso continuar la busqueda de nuevos
marcadores de superficie o factores de transcripcion involucrados en procesos de

diferenciacion y funcionalidad de los M@s en sus diferentes estados de polarizacion.

En nuestro laboratorio se ha identificado la expresion diferencial de genes en los GM-
Mes y M-Mgs diferenciados in vitro mediante ensayos de microarreglos, como el
factor de transcripcion AHR (receptor de aril hidrocarburos) y algunos de sus genes
blanco, AHRR (proteina represora de AhR), IL8, PTGS2, HES1, CXCL12, HMOX1 y

BLVRB, los cuales se observaron expresados preferencialmente en los Mes M2 (Fig.
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2). Asi mismo, los genes que codifican para los receptores del factor de crecimiento
de endotelios vasculares 1 -FLT1- y de transferrina -TFRC-, los cuales parecen ser
reprimidos por el AhR, se encontraron disminuidos en los M@s M2 en relacién a los
M1 (Fig. 2).
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Expresién génica (unidades arbitrarias)

Figura 2. Expresion diferencial del AHR y algunos de sus genes blanco en los Mgs M1 (derivados
a partir de monocitos con GM-CSF, GM-Mgs) y M2 (derivados con M-CSF, M-Mgs), evaluada por
ensayos de microarreglos. AHR: receptor de aril hidrocarburos; AHRR: proteina represora de AhR;
IL8: interleucina 8; PTGS2: ciclooxigenasa 2; HES1.: factor de transcripciéon Hairy and Enhancer of
Split homolog-1; CXCL12: quimiocina CXCL12; FLT1: receptor 1 del factor de crecimiento de
endotelios vasculares -VEGF-; CYP1ALl: citocromo P450 1Al; HMOX1: hemo-oxigenasa 1;
BLVRB: biliverdina reductasa B; TFRC: receptor de transferrina. La expresion de cada gen esta
representada en unidades arbitrarias. Los M@s fueron generados a partir de monocitos CD14*,
cultivados durante 7 dias en presencia de GM-CSF (1000 U/ml) o M-CSF (10 ng/ml). En el dia 7°
de cultivo las células se recolectaron y se extrajo su RNA para los ensayos de microarreglos.Cada
barra representa la media + SD de 3 donantes independientes. Andlisis estadistico: * p < 0.05.

Con estos resultados, en nuestro laboratorio comenzamos un trabajo basado en la
caracterizacion del papel del AhR en la diferenciacion y funcionalidad de los GM-Megs
y M-Mgs, lo cual ha representado la parte central del presente trabajo. En estudios
previos hemos demostrado que el AhR, a nivel de proteina, se expresa en ambos

tipos de Mgs de manera similar (Fig. 3).
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Figura 3. Expresiéon del AhR en los GM-M@s y M-M@s generados in vitro. Los GM-Mgs y M-
Megs se obtuvieron a partir del cultivo de monocitos humanos con GM-CSF (M1) o M-CSF (M2).
Tras 6 dias de diferenciacion, los Mgs fueron lisados y se evalud la expresion de diferentes
moléculas por Western blot: AhR, el marcador asociado a los M-M¢gs MAFB, y el marcador
asociado a GM-Mgs PU.1. B-actina se utilizé6 como control de carga.

El receptor de aril hidrocarburos

El AhR es un factor de transcripcion activado por union a ligando que se expresa en
un gran numero de tejidos y organismos. Inicialmente se pensaba que este factor de
transcripcion tenia como efecto Unico la respuesta a contaminantes exdgenos, ya que
regula la expresion de una numerosa bateria de genes involucrados en procesos de
detoxificacién. Entre éstos se incluyen genes de la familia del citocromo P450,
responsables del metabolismo de xenobidticos de fase | (CIP1A1, CIP1A2, CIP1Bly
CIP2S1), asi como enzimas de fase Il (UDP-glucuronosil transferasa -UGT1A6-,
quinona oxidoreductasa 1 NADPH-dependiente -NQO1-, aldehido deshidrogenasas -
ALD3H1- y varias glutation-S-transferasas), las cuales forman parte de las vias de
eliminacién de sustancias téxicas.?” Sin embargo, gracias al estudio de los efectos
provocados por la deficiencia de AhR en ratones, actualmente es claro que el AhR
juega un papel importante en la fisiologia de los organismos, y se le ha implicado en
procesos tales como la proliferacion y diferenciacion celular, en la homeostasis del
higado y del sistema inmunitario, asi como en el desarrollo de tumores.?2° Estos
ratones presentan una baja tasa de supervivencia y retraso en su crecimiento,

problemas de fertilidad, patologias hepaticas, hipertrofia cardiaca, y un potencial
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metastético disminuido (debido a una disminucién en la proliferacién y motilidad

celular y en la capacidad angiogénica).

Por otro lado, el AhR interacciona y modula directamente la actividad de diversas
proteinas que median diferentes vias de sefalizacion, como los receptores de
estrogenos y andrégenos, los factores de transcripcion NF-xB, c-maf, STAT
(transductor de sefal y activador de la transcripcion) 1 y STAT3, retinoblastoma,
E2F1, y proteinas involucradas en la respuesta a hipoxia.?®34 Se considera que las
funciones del AhR son muy pleiotrépicas por regular las funciones de una gran

variedad de proteinas.30-3%

El AhR es activado tras su union con varios ligandos exdgenos, tales como los
hidrocarburos aromaticos halogenados y policiclicos (HAH, Halogenated Aromatic
Hydrocarbons; PAH, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons), los benzoimidazoles y los
flavonoides, los cuales tienen propiedades quimicas y fisicas muy similares entre si.
Los diversos ligandos unen AhR con distintas afinidades. Entre estos ligandos se han
identificado los contaminantes medioambientales dioxina (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina o TCDD) y benzo[a]pireno [B(a)P].3¢

Los PAHs y HAHs son compuestos altamente toxicos que se originan a través de la
combustiébn de materia organica, en procesos industriales como la fabricacion de
pasta de papel y la produccion de plasticos como el policloruro de vinilo. También
forman parte de algunos plaguicidas, refrigerantes industriales y disolventes, y
algunos estan presentes en el humo del tabaco. Debido a su gran estabilidad quimica
son contaminantes medioambientales persistentes, y debido a su caracter lipofilico
tienden a acumularse en el tejido adiposo de los animales.?® TCDD es el miembro
prototipico de los HAHs (Fig. 4); es una de las sustancias cancerigenas mas potentes
que se han utilizado en animales de experimentacién, y se ha demostrado que la
dioxina tiene un amplio espectro de efectos negativos sobre la salud. Un aumento en
la incidencia de distintos tipos de cancer (hepatico, tiroides y fibrosarcomas) y de

malformaciones genéticas ha sido asociados con la exposicidon a dioxina.

En animales, los efectos toxicos relacionados con la exposicion a TCDD o B(a)P
resultan en un amplio espectro de alteraciones toxicologicas y patolégicas, incluyendo

hepatotoxicidad, teratogénesis, carcinogénesis o caquexia. EIl TCDD es un potente
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agente teratogénico que, cuando es administrado a hembras de raton hacia la mitad
del periodo de gestacion, causa el “sindrome del paladar hendido” e hidronefrosis.?° El
TCDD también induce la expresion génica de enzimas detoxificadoras al activar al
AhR; sin embargo, al contrario que los PAHs como B(a)P, no tiene efectos
genotodxicos, ya que su metabolismo no origina derivados epoxicos capaces de unirse
covalentemente al DNA. Sin embargo, la sensibilidad hacia estos compuestos parece
ser especifica de especie. Ademas, dentro de determinadas especies como rata y
raton, se han descrito distintos alelos del AhR que confieren diferente sensibilidad a la
accion de TCDD, la cual esta mediada por la distinta afinidad de cada proteina
resultante a TCDD.

(=] Li g r. @O
IIO: nﬁi - Q Oe
2,3._T,S-tetl'a(‘lorodibenzo-b-(lioxina benzo[a]pireno
(TCDD) (B

Figura 4. Estructura de dos ligandos del AhR, dioxina (TCDD) y benzo(a)pireno (BP). Modificado
de www.pubchem.nchbi.nlm.nih.gov.

Activacion transcripcional del AhR mediada por unién aligando

El AhR pertenece a la familia de factores de transcripcion con dominios bHLH/PAS
(basic Helix-Loop-Helix/Period[PER]-Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator[ARNT]-Single Minded[SIM]). Esta familia de factores de transcripcién
posee papeles fundamentales en la activacion de diversos procesos celulares, tales
como el compromiso y diferenciacion celular, progresion del ciclo celular,
embriogénesis y mecanismos de respuesta a estrés. Algunos miembros adicionales
de esta familia son los factores inducidos por hipoxia (HIF): HIF-1a, HIF-2a y HIF-

3G_28—38

El AhR posee un dominio bHLH localizado en el extremo N-terminal de la proteina. La

region basica de este dominio media la union al DNA, mientras que el dominio HLH es
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necesario para la dimerizacion con otras proteinas (Fig. 5). Hacia el extremo C-
terminal presentan un segmento denominado PAS, que también se encuentra en dos
proteinas reguladoras de Drosophila melanogaster, PER (Period, una proteina de
ritmo circadiano) y SIM (Single-minded, participa en el desarrollo del sistema nervioso
central). EI dominio PAS presenta dos copias de una repeticion degenerada de unos
110 aminoacidos denominadas PAS-A y PAS-B, separadas entre si por unos 50
aminoacidos. La region PAS-B contiene parte del dominio de unién al ligando y un
dominio necesario para la interacciéon del AhR con la proteina de choque térmico
Hsp90. Estudios recientes de modelacion proteica sugieren que el ligando se une
preferencialmente al dominio PAS-B, de manera especifica con los residuos Leu347 y
Ala375. Los extremos C-terminal del AhR, del ARNT (Ary-hidrocarbon Receptor
Nuclear Translocator) y de SIM (Single Minded) contienen una regién rica en
glutamina (Q, Fig. 5), similar a los dominios de transactivacion presentes en otros

factores de transcripcién.383°

PAS
bHLH A B Q-rich

s N —

Figura 5. Representacion esquemaética de la estructura de la proteina AhR. Hacia el extremo
amino terminal se puede observar la regién basica, seguida de la estructura HLH; que en conjunto
conforman el dominio de unién al DNA. Se representa ademas la ubicacion de la region de
homologia PAS (PER, ARNT, SIM) con los dominios conservados entre los miembros de la familia
(A y B). En la region carboxilo-terminal se representa la region rica en glutamina (Q), similar a los
dominios de transactivacion presentes en otros factores de transcripcion. Tomado de Stockinger et
al.*0

En ausencia de ligando, el AhR se encuentra formando parte de un complejo proteico
citosdlico compuesto por dos moléculas de la proteina chaperona Hsp90, la proteina
de interaccion con Hsp90 p23, y la proteina homodloga a las inmunofilinas XAP2
(también conocida como AIP o ARA9). Tras la unién con su ligando, el complejo se

transloca al nicleo, donde el AhR se disocia de las proteinas chaperonas y dimeriza
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con el ARNT. El heterodimero AhR-ARNT es capaz de unirse a secuencias consenso
de diferentes promotores de sus genes blanco denominadas elementos de respuesta
al AhR (AHRE, Aryl Hidrocarbon Response Elements, también conocidas como
elementos de respuesta a xenobioticos -XRE- y elementos de respuesta a dioxina -
DRE-). Ademas, es capaz de interactuar con varias acetil transferasas de histonas y
otros factores remodeladores de la cromatina y, por un mecanismo aun no elucidado
totalmente, facilitar el reclutamiento de la RNA polimerasa Il para iniciar la

transcripcion.37-3°

La sefalizacién a través del AhR esté regulada negativamente por dos procesos: 1) el
AhR activado es rapidamente exportado al citoplasma, donde es degradado por la via
ubiquitin-proteosoma, y 2) la sefalizacion es bloqueada por un mecanismo de
retroalimentacion negativa mediado por el represor de AhR (AhRR). Este gen es
transcrito en respuesta a la dioxina y su expresion se incrementa con la activacion del
AhR. El AhRR es estructuralmente similar a AhR, y compite por la union con el ARNT
(Fig. 6).38:39

Metabolismo de Xenobibticos

Toxicidad de Dioxina —
Desarrollo Vascular
7= ; ) —_\
' ( \ AN
- APl negativa)
Degradacién por la a FRTA L i,
via Ubiquitin- e bmataletonaiatats N RN 5
- =* AHRR
Proteosoma

..... -+ Enzimas
Metabolicas

Nocleo

. J

Citoplasma  \_ J

Modificado de E. A. Stevens et Al . 2009 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 127, 299-311

Figura 6. Esquema de la regulacién de la actividad transcripcional del AhR mediada por su unién a
ligandos. HSP: proteina de choque térmico; DRE: elementos de respuesta a dioxina; ARNT:
translocador nuclear de AhR; AHRR: epresor del AhR. Modificado de Stevens et al.*!
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El AhR es activado por ligandos enddgenos

Las investigaciones realizadas para evaluar la funcionalidad del AhR han estado
encaminadas principalmente a describir su papel en detoxificacion y en el
metabolismo de xenobidticos. Sin embargo, mas recientemente y gracias al estudio de
los ratones deficientes de AhR, ha sido posible establecer nuevas funciones

fisioldgicas controladas por este factor de transcripcion.

Existen reportes que refuerzan la idea de que el AhR posee un papel fisiolégico
independiente de sus efectos sobre el metabolismo de xenobioticos, ya que los
ratones knock out (K.O.) para AhR presentan hipertrofia cardiaca, patologias
hepéaticas, baja fertilidad y déficit de crecimiento. Reportes en la literatura sefialan que
el AhR juega un papel importante en el desarrollo de las células progenitoras
hematopoyéticas, ya que estos ratones presentan cantidades elevadas de éstas en la
MO,#? y funciones en la regulacién de la proliferacién, adhesion y migracion celular.*?
Estas evidencias demuestran que la funcionalidad del AhR como factor de
transcripcion no solamente esta mediada por la accién de ligandos exdgenos, sino

gue existen factores endégenos capaces de activarlo.

Actualmente se han identificado algunos ligandos endégenos que se unen al AhR con
distintas afinidades, principalmente algunos derivados del triptéfano (6-formil-indol[3,2-
blcarbazole [FICZ], 2-(1'H-indol-3’-carbonil)-tiazol-4-acido carboxilico metil éster
[ITE]), e intermediarios catabdlicos como el &cido quinurénico (KA), que se obtiene a
partir de procesos enzimaticos que conducen finalmente a la obtencion de serotonina
y vitamina B3 en el metabolismo del triptéfano.#344 Otros ligandos reportados son la
lipoxina A4, lipoproteinas de baja densidad oxidadas, moléculas que actian como
segundos mensajeros (CAMP, Ca?*), farmacos sintéticos (50367, VAF347), sustancias
encontradas en la dieta (quercetina, resveratrol), y componentes aln no determinados

del suero y de los medios de cultivo celulares.36:37
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El AhR es activado directamente por intermediarios metabdlicos del

triptéfano

El triptofano es un aminoacido esencial a partir del cual se sintetizan moléculas de
gran importancia para el sistema nervioso, por medio de reacciones enzimaticas de
las cuales se obtienen sustancias intermediarias como la quinurenina, el KA, y

finalmente neurotransmisores como la serotonina.

La enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) es responsable de iniciar la via
metabdlica de sintesis de acido quinurénico a partir del triptéfano. La IDO cataliza la
degradaciéon oxidativa del triptéfano al romper la unién del doble enlace en posicion
2,3 en el anillo inddlico, dando lugar a N-formil-quinurenina, que es rapidamente
metabolizada a quinurenina (Fig. 7). La IDO se expresa practicamente de forma
ubicua en el ser humano y ha sido asociada con la generacién de tolerancia
inmunoldgica, rechazo de aloinjertos, y se ha observado una alta concentracion de la

enzima en algunas condiciones patofisiolégicas, como en el desarrollo tumoral.*>-47

Tryptophan

Indoleamine 2,3-dioxygenase |

N-Formylkynurenine

Kynurenine

3-Hydroxykynurenine | Anthranilic acid

| 3-Hydroxyanthranilic acid |

Quinolinic acid NAD'

Figura 7. Degradacion del triptéfano a través de la via de la quinurenina. Tomado de Bauer et al.*’

Como se mencion6 anteriormente, durante la degradacion del triptéfano se generan

metabolitos capaces de activar al AhR. Uno de estos metabolitos es el KA. De forma
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muy interesante, DiNatale et al. reportaron que la activacion del AhR con KA
desencadena procesos de sefializacion diferentes dependiendo del microambiente o
de los co-factores involucrados en la activacion del AhR en células humanas de

cancer de mama MCF-7.48

El AhR en el sistema inmunitario

El AhR se expresa en una gran cantidad de linajes celulares, y las células del sistema
inmune no representan una excepcion; por el contrario, se han resaltado algunas de
ellas como blancos sensibles de la actividad transcripcional mediada por esta

molécula.

Existe evidencia considerable que sugiere que la sefializacién del AhR juega un papel
importante en el funcionamiento e incluso en la generacion de algunos fenotipos
funcionales del sistema inmunitario; sin embargo, su participacién en estos procesos
no esta del todo clara,*®% ya que se han observado efectos discordantes e incluso
contrarios al activar al AhR con diferentes ligandos y en distintos tipos celulares. Por
ejemplo, la activacion del AhR parece tener un papel protector o patogénico en
modelos de enfermedades autoinmunes, como la encefalitis autoinmune experimental,
dependiendo de los ligandos utilizados para su activacion (TCDD vs FICZ,

respectivamente).*?

La activacion del AhR con TCDD incrementa la inflamacién en modelos animales de
artritis reumatoide, y la activacion con ligandos endogenos induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias por parte de linfocitos Th17. Ambos tipos de ligandos son,
de hecho, capaces de regular la generacion de linajes linfoides con actividades tan
opuestas como las células T reguladoras Foxp3* (Treg) y Foxp3IL-10* (Trl) y las

células inflamatorias Th17.49-52

La exposicibn a HAHs o PAHs puede disminuir las respuestas proliferativas de los
linfocitos T y B, inducir apoptosis en timocitos, inhibir la actividad de las células NK,
modular la produccion de citocinas, y disminuir la actividad citotoxica de los linfocitos

T CD8*. Ademas, la activacion del AhR puede disminuir las respuestas inflamatorias
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alérgicas y prolongar la aceptacion de aloinjertos, probablemente a través de la
induccion de linfocitos Treg. Sin embargo, también se ha involucrado con la aparicién
y desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, y esclerosis
multiple, por su papel clave en la generacion de los linfocitos Th17. Con respecto a las
neoplasias, ratones deficientes de AhR desarrollan menores masas tumorales y
metastasis que los ratones silvestres, mientras que el TCDD promueve
carcinogénesis. Estos resultados contradictorios sugieren que los efectos
inmunolégicos de la activacion del AhR in vivo son especificos de tejido, de ligando, o
de ambos. Por lo tanto, aunque se desconocen las bases moleculares que controlan
las vias de diferenciacion T mediadas por distintos ligandos del AhR, se postula que
estos ligandos dirigen la naturaleza de las sefales del AhR. Asi, un estudio realizado
en una linea celular de hepatocarcinoma murino nativa y en una linea derivada de la
misma que carece del AhR ha demostrado que este receptor se une a mas de 750
promotores distintos en ausencia de ligando. Estos promotores no contienen
necesariamente elementos AHRE, y esto podria ser debido a que el AhR es capaz de
dimerizar con varios factores de transcripcion, como miembros de las familias NF-xB y
maf. Ademas, este perfil de promotores varia en presencia de TCDD o B(a)P. Tras la
activacion del AhR con estos ligandos, se demostré su unidén tanto a promotores

especificos de ligando como a promotores comunes.®3

Asi mismo, se han descrito numerosos defectos hematopoyéticos en ratones
deficientes de AhR, incluyendo alteracion en el nimero de linfocitos en bazo,
hematopoyesis extramedular en el higado, esplenomegalia, atrofia timica e

inmunosupresién.*3

Con respecto al sistema inmune innato, se han identificado un gran numero de genes
involucrados en la respuesta de estas células que poseen posibles secuencias AHRE,
como los genes que codifican para 9 TLRs murinos.®*% La influencia del AhR
mediada por la activacion con TCDD en las respuestas inflamatorias ha sido
estudiada durante varios afos, y se ha descrito principalmente la promocién de
respuestas inflamatorias por células del sistema inmune innato. En ratones tratados
con TCDD, ademas de observarse un incremento en la sensibilidad a LPS, también se
observa un incremento en la cantidad de neutrofilos en sangre periférica y en la

cavidad peritoneal de ratones.56:57 asi como la promocién de la actividad citotoxica y
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liberacion de ROS por estas células. En DCs murinas se ha reportado que la
activacion del AhR con TCDD incrementa la expresion de moléculas como las del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase Il, CD24, CD40, CD54 y la
produccion de IL-12. A pesar de estas modificaciones fenotipicas, no se altera la

capacidad fagocitica de las DCs ni sus capacidades de presentacion antigénica.>8

Los M@s expresan altos niveles del AhR, e igual que en otros tipos celulares, se han
reportado efectos disimiles segun el modelo utilizado. Asi, se ha descrito la induccion
de moléculas pro-inflamatorias en los M@s dependiente del AhR, como IL-1B, TNF, IL-
8, CCL1, ciclooxigenasa (COX)-2.59-61 Sin embargo, otros estudios indican el efecto
contrario, como en el caso de los ratones K.O. para AhR, en los que se ha
demostrado de forma clara el papel anti-inflamatorio de esta proteina. La ausencia del
AhR conlleva a una produccion desmedida de citocinas pro-inflamatorias y a un
abatimiento de la produccion de IL-10 en Mgs peritoneales expuestos a LPS. De
hecho, estos ratones perecen rapidamente debido al choque séptico inducido por
LPS_62,63

Se han reportado trabajos en los que se describe que el AhR impide de forma
selectiva la diferenciacién de precursores monociticos a células de Langerhans®* y a
Mes.%° Estos fenébmenos estan completamente ligados a la inhibicion de la sintesis de
PU.1, un factor de transcripcion imprescindible para la diferenciaciéon de los
monocitos.%667 En estos trabajos se propone que la activacion del AhR no afecta a la
maduracién de los monocitos. Un solo trabajo describe que la activacion del AhR con
B(a)P altera negativamente la generacion de Megs adherentes diferenciados en
presencia de GM-CSF, asi como su funcionalidad (endocitosis y fagocitosis) y la
expresion de algunos marcadores fenotipicos como CD1la, CD71, CD80, CD86 o
CD64. Ademés, se describe una clara inhibicion de la secrecion de TNF el estimular

las células tratadas con B(a)P con LPS.65

En presencia de un microambiente pro-inflamatorio, la activacion del AhR con el
ligando endogeno KA promueve la expresion del mRNA de IL6 en las células MCF-
7.48 La citocina pro-inflamatoria IL-1B es capaz de inducir la expresion de IL6 a través
de un efecto sinérgico con el AhR (Fig. 8). Cuando se evalu6 si la activacion con KA
era capaz de inducir la expresion de un gen prototipo inducido por AhR, CYP1A1l, se

obtuvieron resultados similares a los observados con IL6, es decir, la expresion del
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MRNA de CYP1Al es dependiente de la dosis de KA; sin embargo, en presencia de
IL-1B, los niveles de transcripcion del gen CYP1A1 fueron mucho menores, tanto en
presencia de TCDD como de KA (Fig. 8).
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Figura 8. KA e IL-1f3 inducen de forma sinérgica la expresion de IL-6 y requieren la activacion del
AhR. A y B) Células MCF-7 tratadas con dosis crecientes de KA por 2 h en presencia y ausencia
de IL-1B. EI mRNA de CYP1ALl e IL6 fue cuantificado mediante gRT-PCR. C y D) Células MCF-7
fueron electroporadas con RNA pequefio de interferencia (siRNA) contra AhR. Las células fueron
tratadas con IL-1B en presencia y ausencia de KA, y se evalud la expresion del mRNA de IL6 y
CYP1Al1l mediante gRT-PCR tras 2h de tratamiento con KA. En el inserto se demuestra la
disminucién de la expresion del AhR 48 h posteriores al tratamiento de las células con el siRNA
contra AhR. Tomado de DiNatale et al.*®

El efecto sinérgico en la expresion de IL6 depende de la presencia del AhR. En la Fig.
8C se puede observar que en las células MCF-7 deficientes de AhR se abate la
expresion de IL6 aun en presencia de altas concentraciones de KA, lo que demuestra
que la induccion de IL6 mediada por IL-18 y KA requiere de la activacion del AhR. Por
otro lado, en la Fig. 8D se puede observar que en ausencia de la IL-13 la expresion

del gen blanco de AhR CYP1A1 est4 mediada directamente por el AhR.

El KA ha sido detectado en el colon de cerdos y ratas a una concentracion de 1.5-16

MM, mientras que en humanos se ha detectado en concentraciones de 0.8 UM en la
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bilis. En humanos sanos la concentracion sérica de KA es de 30 nM, mientras que se
incrementa hasta alrededor de 50 nM en pacientes con patologias renales. Estas
observaciones, en conjunto con los resultados previos, sugieren que el AhR podria ser
activado por KA en algunos tejidos o quiza de forma sistémica en pacientes con

afecciones renales.

Los descubrimientos de DiNatale et al.*® en cuanto a la implicacién del AhR en la
induccién de IL6 en células tumorales amplia el panorama de estudio de este factor de
transcripcion y su posible papel en la regulacion de la respuesta inmune, la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias, y la generacién de la respuesta inmune contra los tumores.
Por otro lado, queda de manifiesto que la accion del AhR depende de mudltiples
factores como el tipo celular, la naturaleza de los ligandos con los que es activado, y
de forma muy importante, del microambiente y de los posibles co-factores con los que

puede interactuar para activar diversas vias de sefializacion.

El AhR regula la expresion de IL-6 en diferentes tipos celulares

La IL-6 es el miembro prototipico de la familia de citocinas de su mismo nombre, que
comprende ademas IL-11, LIF (leukemia inhibitory factor), OSM (oncostatin M), CNTF
(ciliary neurotrophic factor), CT-1 (cardiotrofina-1) y CLC (citocina tipo cardiotrofina).
Estas citocinas activan genes blanco involucrados en diferenciacion, supervivencia,
apoptosis, proliferacion, y poseen propiedades tanto anti- como pro-inflamatorias. La
IL-6 es una proteina de fase aguda en la respuesta inflamatoria. Las citocinas del tipo
IL-6 se unen a complejos receptores de membrana plasmatica, conformados por la
glicoproteina gp130 y por una cadena especifica. Tras la union de estos receptores
con sus ligandos se inicia la transduccion de sefiales a través de proteinas de la
familia JAK (cinasas Janus), promoviendo la activacion de factores de transcripcion de
la familia STAT (principalmente STAT3). Otra via de sefalizacion activada por las
citocinas de la familia de IL-6 es la cascada de las MAPK (proteinas cinasas activadas

por mitbgenos, Fig. 9).68
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gene expression

Figura 9. Representacion de las dos principales vias de sefializacion activadas por la IL-6. Tomado
de Heinrich et al.58

Existen diversos reportes en la literatura que relacionan la activacion del AhR con la
expresion de IL-6 en diversos tipos celulares. Estos reportes muestran efectos

discordantes, dependiendo de la linea celular en la que son evaluados.

Como se menciond anteriormente, en 2010 DiNatale et al. reportaron el papel positivo
del AhR en la expresion de IL6 al ser activado con el ligando enddgeno KA en la linea
celular de cancer de mama MCF-7 en presencia de un microambiente pro-
inflamatorio.*® Previamente, Hollingshead et al. reportaron un efecto similar en esta
misma linea celular, donde es posible observar un efecto sinérgico en la modulacion
de la expresion de IL6 entre el AhR activado con un ligando exégeno (TCDD) y
factores pro-inflamatorios (IL-18 y PMA, Fig. 10).%% La activacion con ligandos
exogenos del AhR induce la expresion de CYP1Al y promueve de forma sinérgica la

expresion de IL6 en presencia de un microambiente pro-inflamatorio (Fig. 10).
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Figura 10. Regulacion transcripcional de IL6 y CYP1A1 mediada por el AhR en un microambiente
pro-inflamatorio. El mRNA de IL6 y CYP1A1 se cuantific6 mediante gRT-PCR. A) Las células MCF-
7 fueron tratadas durante 2 h con concentraciones crecientes de TCDD en presencia y ausencia de
PMA (81 nmol/l). B) Las células MCF-7 fueron tratadas con DMSO (vehiculo), PMA (81 nmol/l),
B(@)P (5 nmol/l), o con PMA y B[a]P por 2 h. C) Las células MCF-7 fueron tratadas con el
antagonista de AhR a-naftoflavona (a-NF) o DMSO por 10 min; posteriormente se adicion6 DMSO,
PMA (10 nmol/l), o IL-18 (10 ng/ml) sola o en combinacién con TCDD (1 nmol/l) por 2 h. D) Las
células MCF-7 fueron tratadas con DMSO, IL-1B (10 ng/ml), TCDD (1 nmol/l), o con TCDD e IL-1B
por 2 h. Tomado de Hollinsghead et al.%®

Adicionalmente, DiNatale et al.”® demostraron que el AhR, tras ser activado con TCDD
en la linea celular MCF-7, es capaz de unirse a regiones AHRE no consenso
localizadas rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de la IL6. Tal union
parece favorecer a su vez la union de componentes de NF-kB a secuencias consenso
en el mismo promotor, mediada por la accién de IL-1B. Se ha demostrado que el
incremento de la expresion de IL6 dependiente del AhR involucra procesos de

reorganizacion de complejos represores, ejemplificados por la presencia de las
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desacetilasas de histonas HDAC-1 y HDAC-3 (Fig. 11). Ademas, el reclutamiento del
AhR al promotor de IL6 en presencia de TCDD e IL-1B esta acompafiado por un
incremento en el reclutamiento de la RNA polimerasa Il. Por lo tanto, se propone que
AhR juega un papel importante en revertir la represion constitutiva del gen de IL6
mediada por HDAC-1y -3 en la linea celular MCF-7.70
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Figura 11. La union del AhR al promotor de IL6 se relaciona con la disminucién de la
presencia de co-represores y el aumento de la presencia de co-activadores. Ensayos de
inmunoprecipitacién de la cromatina del promotor de IL6 (regién -500/-1) en células MCF-7 tras el
tratamiento por 2 h con vehiculo, IL-18 (10 ng/ml), TCDD (1 nM) o TCDD + IL-1B. Se realizaron
inmunoprecipitaciones para las proteinas especificadas y el DNA fue amplificado por RT-PCR
convencional (A, C, E) o gqRT-PCR (B, D). Tomado de DiNatale et al.”™

Ademas de lo anterior, Chen et al.”? demostraron que el AhR, en asociacion con el
miembro de la familia NF-xB RelA, promueve la expresién de IL6 en las lineas
celulares de cancer pulmonar H1355 y BEAS-2B (Fig. 12).
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Figura 12. El complejo AhR/RelA es capaz de unirse a elementos kB en el promotor de IL6.
Células H1355 fueron tratadas con TCDD (1 nM) por 6 h o sometidas a transfeccién transitoria con
un vector de expresiébn para AhR por 48h, tras lo cual se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacién de la cromatina. Los resultados representan el grado de reclutamiento del AhR
y de los miembros de la familia NF-xB RelA y p50 al promotor de IL6. Tomado de Chen et al.”™*

Otros trabajos han sugerido que el AhR actiia como un represor de la sintesis de IL-6.
Takanaga et al. reportaron que el AhR inhibe la produccién de IL-6 a través de un
mecanismo que involucra la inactivacion de STAT3 en las células de glioma C6.72
Kimura et al.®? demostraron un papel anti-inflamatorio para el AhR en Mgs
peritoneales de ratones deficientes de esta proteina, en los cuales la sintesis de IL-6
estaba incrementada en presencia de LPS comparada con los Mgs silvestres. Estos
autores propusieron un modelo en el cual la transcripcion de IL6 es regulada por la
interaccion entre el AhR y STAT1 en el promotor del gen, complejo que evita la
actividad transcripcional de NF-kB necesaria para la sintesis de IL6. Por su parte,
Masuda el al.”® demostraron que el AhR es capaz de unirse a al factor de
transcripcion Spl y evitar su fosforilacion, impidiendo su union al promotor de la
histamina descarboxilasa y disminuyendo asi la secrecion de histamina, afectando

indirectamente de manera negativa la produccién de IL-6.

Por lo tanto, si bien los resultados de los distintos estudios sobre el efecto del AhR en
la sintesis de IL-6 impiden establecer un mecanismo de accién general, proveen
evidencias que sugieren que los efectos del AhR dependen del tipo celular y del

microambiente en el que se desarrollan estos procesos.
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JUSTIFICACION

Existen diversos tipos de Mgs cuya funcionalidad depende en gran medida de la
integracion de las sefales del microambiente en el que se encuentran. In vitro, se
pueden generar M@s a partir de monocitos humanos con funciones pro- (M1) y anti-
inflamatorias (M2). Ambos tipos de M@s expresan el factor de transcripcion AhR, pero
su activacion podria modular algunas funciones en estos tipos celulares de forma
diferencial. Por lo tanto, nuestro trabajo se enfocdé en ampliar la descripcion de las
funciones celulares de los Mgs en las que el AhR esta implicado, asi como en
describir algunos de los mecanismos por los que el AhR podria modular la

funcionalidad de los Mgs de tipo M1y M2.

HIPOTESIS

La activacion del AhR modula de forma diferencial la funcionalidad de los macrofagos
de tipo M1 y M2 mediante la activacion de cascadas de sefializacidon Unicas para cada
subpoblacion, dependientes del microambiente y de los cofactores con los que tiene la

capacidad de interactuar.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel del receptor de aril hidrocarburos en la generacion y la funcionalidad

de los macrofagos de tipo M1y M2.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la cinética de expresion del AhR en los M@gs M1 y M2 durante su

proceso de diferenciacion, asi como su localizacién subcelular.

2. Evaluar la modificaciéon en la expresion de marcadores caracteristicos de los M@s

M1y M2 tras la supresién de la actividad del AhR.
2.1. Fenotipificacion de las células.

2.2. Expresion de genes asociados con los fenotipos M1y M2.

3. Analizar la funcionalidad de los M@ps M1 y M2 tras la supresiéon de la actividad del
AhR.

3.1. Produccién de citocinas tras el estimulo con LPS.
3.2. Capacidad de fagocitosis.

3.3. Capacidad citotoxica sobre células tumorales.

4. Determinar la union del AhR a distintas secuencias del promotor de la citocina IL-6,

en presencia o ausencia de LPS.
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METODOLOGIA

Medios y reactivos de cultivo

Los monocitos CD14* se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, HyClone), L-glutamina 2 mM y antibiéticos 1%. La
linea cellular KM12c humana de cancer colorectal se mantuvo en medio DMEM
(Gibco) suplementado con SFB 10%. Se utilizaron los siguientes reactivos: GM-CSF
(1000 U/ml, Probiomed); M-CSF (10 ng/ml, R&D Systems); anticuerpo monoclonal
(mAb) de raton neutralizante anti-M-CSF (2 pg/ml) y su apropiado mAb control de
isotipo (R&D Systems); a-naftoflavona (ANF, 5 uM, Sigma-Aldrich); lipoxina A4 (100
nM, Sigma-Aldrich); TCDD (10 nM, Sigma-Aldrich); LPS (E. coli 0111:B4, 100 ng/ml,
Sigma-Aldrich).

Aislamiento y purificacion de monocitos

El concentrado leucocitario de donantes voluntarios sanos se obtuvo del Banco de
Sangre del Hospital CMN “La Raza” del IMSS. Las células se sometieron a un
gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (densidad 1.077 g/l), se centrifugaron a
2,000 rpm durante 30 min a temperatura ambiente y se aislaron las células
mononucleares (PBMC) de la interfase entre el Ficoll y el plasma. La poblacién de
monocitos CD14* se purific6 a partir de 400 x 10® PBMCs por seleccion positiva
mediante MACS (Magnetic Cell Sorting) utilizando un anticuerpo (Ab) anti-CD14

conjugado con microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec).

Generacion de macrofagos de tipo M1y M2

Los monocitos CD14* se cultivaron a una densidad de 0.7 x 108 células/ml en medio
de cultivo suplementado con GM-CSF o con M-CSF para inducir la diferenciacion de
los monocitos hacia GM-Mgs (M1) o M-Mgs (M2), respectivamente. Las citocinas se
adicionaron cada 2 dias. El cultivo se realizd durante 6 dias, tras los cuales se

obtuvieron M@s maduros.
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Ocasionalmente, se afadio a los cultivos el antagonista quimico de AhR ANF en los
dias 0, 2 y 4 de diferenciacion. Como control, otras células se cultivaron sélo con
vehiculo (DMSO, 0.1% v/v). Tras 6 dias de cultivo en presencia o ausencia de ANF,
las células fueron estimuladas con LPS por 1 h para realizar los ensayos de EMSA
(ensayos de retardamiento electroforético), 2 h para los ensayos de ChIP
(inmunoprecipitacion de la cromatina), o 18 h para la evaluar la expresion de citocinas

por el método de ELISA, los cuales seran descritos a continuacion.

Ensayos de Western blot

Para realizar los ensayos de Western blot (WB), los monocitos CD14* o los Mgs
generados in vitro se resuspendieron en 50 ul de solucién de lisis [tampén Tris 20
mM, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%, EDTA 5 mM e inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Halt™, Thermo Scientific)] y fueron incubados durante 30 min a 4°C. Las
muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min a 4°C para recuperar los
lisados de proteinas totales, los cuales fueron almacenados a -80°C hasta su analisis.
Para separar las fracciones nucleares y citoplasmicas, los M@s se resuspendieron en
buffer EB (Hepes 10 mM pH 7.9, KCI 40 mM, MgCl> 3 mM, NP40 0.5% y glicerol 5%)
que contenia inhibidores de proteasas (Pierce) y se incubaron 10 min a 4°C.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 4°C durante 20 min a 14,000
rpm. El sobrenadante (SN, fraccidn citoplasmica) se recolectd y el pellet restante fue
resuspendido en buffer de extraccién C (Hepes 20 mM pH 7.9, NaCl 400 mM, EDTA 1
mM pH 8 y EGTA 1 mM pH 8) con inhibidores de proteasas (Pierce). La mezcla se
mantuvo en agitacion 15 min a 4°C y las muestras fueron centrifugadas a 4°C durante
20 min a 14,000 rpm. El SN (proteinas nucleares) se almacené a -80°C hasta su

posterior analisis.

Los lisados de proteinas totales o las fracciones nucleares y citoplasmicas fueron
resueltos en geles de SDS-PAGE al 10% bajo condiciones reductoras. Los geles
fueron equilibrados en buffer de transferencia (tampon Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%) y transferidos a membranas de polifluoruro de vinilideno (Immobilon,
Millipore). Las membranas fueron blogueadas con TBS-T (TBS-Tween 20 0.1%) y

leche en polvo al 5%, lavadas con TBS-T, e incubadas con los mAbs anti-AhR
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(Thermo scientific), anti-B-actina (amablemente proporcionado por el Dr. Manuel
Hernandez, @ CINVESTAV-IPN), anti-lamin B, anti-gliceraldehido  3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), o con los Abs policlonales anti-PU.1 (Santa Cruz Biotech.)
o anti-MAFB, todos de Santa Cruz Biotechnologies, diluidos en TBS-T con leche en
polvo al 1% durante 1 h. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS-T e
incubadas con los correspondientes Abs secundarios conjugados a peroxidasa
(Dako), diluidos en TBS-T con leche en polvo al 1%, durante 1 h a temperatura
ambiente. La reaccidn se revel6 mediante el sistema de quimioluminiscencia Immun-

Star™ (BioRad Laboratories).

Ensayos de citometria de flujo

Las células se recolectaron y se lavaron con PBS. Posteriormente se realizé el
bloqueo de receptores Fc mediante la adicion de inmunoglobulinas humanas a una
concentracion de 10 pg/ml durante 30 min. A continuacion las muestras se incubaron
con los siguientes mAbs primarios: anti-CDla, -CD14, -CD163, -CD206 y sus
correspondientes Abs controles de isotipo (BD Biosciences) diluidos en tampdn FACS
(PBS, albumina sérica bovina -BSA- 0.1%, azida sodica 0.01%) por 30 min.
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron dos veces con tampon FACS para
posteriormente adicionar un anticuerpo policlonal anti-lgs de ratdn [fraccion F(ab’)z,
Dako] conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), diluido en tampén FACS,
durante 30 min a 4°C. Transcurrido este tiempo se procedié nuevamente a lavar las
células con tampodn FACS. Las células se fijaron con PBS-paraformaldehido 1% y se

analizaron en un citdbmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson).

Deteccidn de citocinas en los sobrenadantes de cultivo de los macrofagos

Los M@s M1 y M2 cultivados en presencia o ausencia de ANF durante 6 dias, fueron
estimulados con LPS durante 18 h. Una vez transcurrido el tiempo de estimulacion, se
colectaron los SNs y fueron centrifugados a 4°C durante 10 min a 5,000 rpm, con la
finalidad de eliminar posibles restos celulares. Los SNs se almacenaron a -80°C hasta
su analisis. En estos SNs se evalué la presencia de las citocinas TNF, IL-6, IL-8, IL-10

y activina A mediante kits de ELISA comerciales (BD Biosciences y R&D Systems).
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Ensayos de fagocitosis

La capacidad fagocitica de los Mgs se evalu6 a través de cinéticas de internalizacion
de particulas de zimosén acopladas a FITC (FITC-zym). Los Mgs diferenciados fueron
incubados a una densidad de 1 x 10° células con FITC-zym (0.125 mg/ml) durante 30,
60, 120 o 240 min a 37°C. Como control de internalizacién los Mgs fueron incubados
en las mismas condiciones a 4°C. Una vez transcurridos los tiempos mencionados, la
internalizacion se detuvo mediante la incubacion de las células con tampdn FACS frio
y sucesivos lavados con esta solucién. Finalmente, las células fueron resuspendidas
en tampodn fijador de FACS. Se determiné el grado de internalizacion de las particulas

mediante citometria de flujo en un citbmetro FACSCalibur (Becton Dickinson).

Ensayos de inhibicién del crecimiento tumoral

Los experimentos se realizaron empleando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) para determinar la viabilidad de células derivadas de cancer
colorectal KM12c. Se obtuvo medio condicionado de Mgs M1 y M2 diferenciados en
presencia o ausencia de ANF en el 6° dia de cultivo. Las células tumorales KM12c se
sembraron por quintuplicado y se incubaron con el medio de los Mgs durante 72 h.
MTT se afiadié en la Ultima hora de cultivo y se evalué el porcentaje de células viables

por analisis de absorbancia (570 nm).

Analisis computacional de la region promotora del gen de IL6 y amplificacion

de fragmentos del promotor

Con la finalidad de determinar los sitios funcionales de unién de AhR al promotor de
IL6 se realiz6 un analisis de la secuencia de la region promotora de este gen, obtenida
de University of California, Santa Cruz Genome Browser (genome.ucsc.edu). El
programa Matlnspector V2.2 Professional (www.genomatix.de)’® se utiliz6 para
predecir sitios de unién a diferentes factores de transcripcién en la regién —3307 a +68
del promotor de IL6. Todas las posiciones del promotor se refieren a la del principal

TSS (+1) del gen.”® Las secuencias con un score de al menos 0.8 fueron
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consideradas para mapear los sitios de unién de diferentes factores de transcripcion

en el promotor (Fig. 13).

Promotor proximal

-330V-326 -286/-274 -129/-98 -TS61
-531/-47
AhR AP-1 spl KB 0-25
TS5
T =318-231 T T =188/-2 TATA T
Fragmento 2, Fragmento 1
188 bp 187 bp
Promotordistal
-3069/-3065
-328,-3112 3024{ 3010 -2793/-2788
Spl AhR
T 315?.-" 2978 T -2861/-2747
Fragmento 4 Fragmento 3
190 bp 115 bp

Figura 13. Esquema de algunos factores de transcripciébn que se unen al promotor de IL6, de
acuerdo con los resultados predichos por el programa Matinspector. Las posiciones sefaladas
estan ubicadas en relacion al sitio de inicio de la transcripcion (TSS, +1). Se muestra la posicién de
los 4 fragmentos amplificados, asi como su tamafio. TATA: caja TATA.

Para realizar los ensayos de EMSA se clonaron 3 fragmentos del promotor que
incluian sitios de unién a AhR predichos por el programa Matlnspector (2-4), los
cuales fueron usados como sondas. Se emplearon los siguientes pares de
oligonucledtidos: 1) sense 5'-tctagcctgttaatctggtcactg-3' 'y antisense  5'-
agaagcagaaccactcttccttta-3’ para la region -418/-231 (188 pb), 2) sense 5'-
aacagagcaagactccttctcaag-3’ y antisense 5’-cacaatgatagcttccttcctttg-3’ para la region
-2861/-2747 (115 pb), y 3) sense 5’-ctccattttgctatgacctaaagc-3’ y antisense 5'-
acgcccagctactttttgtatttt-3’ para la region —3167/-2978 (190 pb) (Fig. 13).
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Los 4 fragmentos fueron amplificados a partir de 50 ng de DNA gendmico, por medio
de la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) de punto final, utilizando
los oligonucledtidos mencionados anteriormente a una concentracion final de 1 pmol,
MgCl, 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, buffer d PCR 1x y 2 U de Taq DNA polimerasa
(Invitrogen). La amplificacion de los fragmentos del promotor se llevé a cabo bajo las
siguientes condiciones: 3 min a 94°C, 30 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C y 3
min a 72°C, y finalmente 3 min a 72°C. El producto de la reaccion se almaceno a -
20°C hasta el analisis de los fragmentos obtenidos mediante electroforesis en geles
de agarosa al 2%. La reaccion se realizé en el termociclador Veriti modelo 9902

(Applied Biosystems).

Clonacion de fragmentos del promotor de IL6

Los productos de PCR obtenidos como se mencioné en el apartado anterior se
clonaron en el vector pGEM-T Easy (Promega). Para la reaccion de ligacion se
mezclaron 50 ng de vector de clonacién (1 ul), 150 ng de los productos de PCR, buffer
de ligacién 2x (5 ul), 3 U de T4 DNA ligasa (1 ul) y H2O desionizada estéril, en un
volumen final de 10 ul. La mezcla se incubd durante 1 h a temperatura ambiente.
Bacterias E. coli DH5a competentes fueron transformadas con 2 pl de la mezcla de
ligacion, incubando a 4°C durante 30 min. La mezcla de ligacion/bacterias
competentes se sometié a un choque térmico por 2 min a 42°C. Las bacterias fueron
resuspendidas en medio LB (Life Technologies) e incubadas 1 h a 37°C en agitacion.
Las bacterias transformadas fueron incubadas 14-16 h a 37°C en cajas Petri con
Bacto Agar (Becton Dickinson)-ampicilina (50 pg/ml).

El escrutinio de las colonias que habian incorporado el vector-inserto se realizo
utilizando el sistema de PCR de colonia. Las colonias seleccionadas fueron recogidas
y resembradas en placas con Bacto Agar. El remanente de la colonia se disolvié en
una mezcla de reaccion para PCR en un volumen final de 25 pl, que contenia
oligonucledtidos especificos para cada fragmento clonado. Los productos amplificados
de cada colonia se resolvieron en un gel de agarosa al 2%. Por otro lado, las cajas en
donde se realizaron las réplicas se incubaron a 37°C durante 14-16 h para permitir el

crecimiento de nuevas colonias. Finalmente, las colonias que contenian el plasmido
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con el inserto de interés se crecieron en medio LB suplementado con ampicilina para
purificar el DNA plasmidico utilizando el kit QIAprep Miniprep-kit (Qiagen). Todos los

fragmentos contenidos en los vectores fueron secuenciados.

Ensayos de retardamiento electroforético (EMSA)

Se utilizaron extractos nucleares procedentes de GM-Mgs y M-Mgs diferenciados
durante 6 dias y estimulados con LPS durante 1 h, o extractos de células sin estimular
como control. Los ensayos de retardamiento se realizaron utilizando las regiones
-418/-231, —-2861/-2747 y -3167/-2978 del promotor de IL-6 como sondas. Estas
construcciones, clonadas en el vector pGEM-T Easy, fueron utilizadas como DNA
molde durante el marcaje radiactivo por PCR. Para realizar dicho marcaje se utilizaron
50 ng de DNA plasmidico purificado y los oligonucleotidos especificos para cada
fragmento. En cada reaccion de PCR se utilizaron las concentraciones de MgClz, Taq
polimerasa y buffer de PCR previamente descritas y una mezcla de 3 dNTPs (dCTP,
dGTP y dTTP) a la que posteriormente se afiadio 1 ul de [a-3?P] dATP (10 uCi). Los
amplificados obtenidos fueron precipitados con acetato de sodio 3.2 M pH 5.2 y etanol

absoluto durante toda la noche a -20°C. EI DNA precipitado se lavé con etanol 70%.

Las reacciones para formar los complejos DNA-proteina se llevaron a cabo incubando
5,000-10,000 cpm de cada sonda con 5 ug de extractos nucleares en 2 ul de buffer de
union 10x (Hepes 20 mM, NaCl 10 mM, DTT 1 mM, glicerol 5%, BSA 0.25 mg/ml y poli
dl:dC 2 ug), durante 30 min a temperatura ambiente. Los complejos DNA-proteina
fueron resueltos en geles de poliacrilamida al 5% no desnaturalizantes, y visualizados
por exposicion de los geles deshidratados a peliculas de rayos X durante 24, 48 y 72
h a -80°C.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de super-retardamiento con la finalidad de
demostrar la presencia de AhR en los complejos DNA-proteina observados. Para ello,
los extractos nucleares se incubaron con 1 pug del mAb anti-AhR (Thermo Scientific)
15 min previos a la incubacién con las sondas marcadas radiactivamente. Los
complejos se resolvieron en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes y se

revelaron en placas radiograficas a diferentes tiempos de exposicion.
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Eliminacidn transitoria de la expresion del AhR

Los GM-Mg@s y M-Mgs diferenciados durante 6 dias fueron transfectados con un
siRNA contra AhR previamente validado (siAhR, J004990-07, Ambion Life
Technologies), asi como con un siRNA control (siCtrl, D001810-0X, Ambion Life
Technologies). Para realizar los ensayos de transfeccion, el SN de los pozos de
cultivo fue retirado y reemplazado con 200 pl de medio RPMI 1640 fresco
suplementado con SFB 10%. Las células se incubaron a 37°C mientras se preparo la
mezcla de siRNA en el siguiente orden: 200 pyl de RPMI 1640 sin SFB, 6 pl de siRNA
(concentraciéon final 50 nM) y 12 ul del reactivo HiperFect® transfection reagent
(Qiagen). Esta mezcla se homogeneizé cuidadosamente durante 10 seg y se incubd
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, los 200 pl de la mezcla se afiadieron
a las células lentamente. Los M@s se incubaron durante 6 h a 37°C en incubadora con
atmosfera con 5% de CO.. Una vez transcurridas las 6 h de incubacion, se afadieron
800 pl de medio RPMI 1640 suplementado con SFB 10% y las células se incubaron
durante 48 h adicionales, momento en el cual fueron colectadas para realizar los

ensayos correspondientes.

Extraccion de RNA a partir de macrofagos M1y M2

El RNA se extrajo a partir de los M@s diferenciados en presencia o ausencia de ANF,
asi como en presencia del siAhR o siCtrl con el kit NucleoSpin® RNA/Protein
(Macherey-Nagel). Las células fueron lisadas con buffer de lisis RP1 con B-
mercaptoetanol 1% y la suspension se transfirié a una columna de filtracién, la cual se
centrifugd durante 1 min a 11,000 rpm. Posteriormente se afiadié un volumen igual de
etanol 70% al liquido filtrado, la mezcla fue transferida a una columna de afinidad para
RNA, y se centrifugd 1 min a 11,000 rpm. Las proteinas totales contenidas en el
liquido filtrado se purificaron con el buffer PP (Protein Precipitator) para su posterior
analisis mediante WB. En paralelo a la precipitacion de proteinas, a la columna de
union para 4cidos nucleicos se le afiadieron 350 yl de MDB (Membrane Desalting
Buffer) y se centrifugd 1 min a 11,000 rpm. Posteriormente se realizaron 3 lavados, el
primero con buffer de lavado RA2 y dos mas con buffer de lavado RA3,

centrifugandose a 11,000 rpm durante 1 min. La columna se transfirié a un tubo nuevo

43


http://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBsQFjAAahUKEwigvvL7sobJAhWBlogKHRdGA98&url=http%3A%2F%2Fwww.mn-net.com%2FProductsBioanalysis%2FDNAandRNApurification%2FRNA%2FNucleoSpinRNAProtein%2Ftabid%2F1467%2Flanguage%2Fen-US%2FDefault.aspx&usg=AFQjCNGfyFVbNbhn6GkDCJ82ZVp55eAKeA
http://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBsQFjAAahUKEwigvvL7sobJAhWBlogKHRdGA98&url=http%3A%2F%2Fwww.mn-net.com%2FProductsBioanalysis%2FDNAandRNApurification%2FRNA%2FNucleoSpinRNAProtein%2Ftabid%2F1467%2Flanguage%2Fen-US%2FDefault.aspx&usg=AFQjCNGfyFVbNbhn6GkDCJ82ZVp55eAKeA

y el RNA fue eluido con HO estéril libre de RNAsas. La concentracion y pureza del
RNA se determin6 mediante espectrofotometria en un Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific).

Reaccion de retrotranscripcion

La reaccion de retrotranscripcion se llevo a cabo con 1 ug de RNA durante 1 h a 37°C
en un volumen de 50 pl bajo las siguientes condiciones: 10 pl del buffer de reaccién
de la RT (5x), 5 yl de DTT (0.1 M), 1 yl de dNTPs (25 mM), 5 U de inhibidor de
RNasas, 0.5 yg de oligo dT y 200 U de la transcriptasa reversa Superscript (Gibco
BRL). La reaccion se realizd6 en el termociclador Veriti modelo 9902 (Applied
Biosystems).

Ensayos de PCR en tiempo real

A partir del cDNA obtenido de la reaccién de retrotranscripcion, se cuantificé la
expresion del mMRNA de los genes AHR, AHRR, CYP1B1 e IL6 utilizando las sondas y
oligonucledtidos predisefiados de Applied Biosystems (TagMan® Gene Expression
Assays). Las reacciones se llevaron a cabo conforme a las especificaciones
establecidas por el fabricante, utilizando 25 ng de cDNA, TagMan Gene Expression
Assay buffer 1x, TagMan Gene Expression Master Mix 1x y H>O libre de RNAsas, en
un volumen final de 20 pl. Se utilizaron sondas TagMan comerciales validadas
marcadas con el fluor6foro FAM (6-carboxyfluoresceina) y los ensayos se realizaron
por triplicado. Adicionalmente, se evalu6é la expresion de genes asociados con el
fenotipo M1 (SERPINEL, IDO1, FCER1A, CFS1, EGLN3, MMP12, ALDH1A2, IL1A,
IL1B, IL6, TNF, IL12A, IL12B, IL23A, INHBA, CCL1, CCL17, CXCL10 y CCR2) y con
el fenotipo M2 (CD163, IL10, FOLR2, MAFB, IGF1, SERPINB2, STAB1, ETS2, CD36,
EMR1, CMKLR1, SLC40A1, SLC46A1, FCGR1A, HMOX1, HAMP, CCL2 y CCL8).76-78
Los oligonucledtidos para estos genes se disefiaron de acuerdo al software de Roche
Diagnostics y los cDNAs fueron cuantificados con sondas especificas marcadas con

FAM (Universal Human Probe Roche library, Roche Diagnostics).
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Las condiciones de PCR fueron: 10 min a 95°C, y 40 ciclos de 10 seg a 95°C y 30 seg
a 60°C.Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en el termociclador System
Thermal Cycler 7500 (Applied Biosystems). Los valores de ACt (cycle threshold) se
obtuvieron relativizando cada valor de Ct del gen problema al valor de Ct del gen de
referencia TBP (TATA binding protein). Para comparar los niveles de transcritos entre
dos condiciones problema se empleé la formula QR = 2(24¢) donde la AACt entre dos
condiciones se calculd con la siguiente formula: AACt (condicion 1 — condicion 2) = (ACtgen-

TBP)condicién 1- (ACtgen-TBP)condicién 2.

Ensayos de inmunoprecipitacién de la cromatina

Los ensayos de ChIP se realizaron de acuerdo a las condiciones establecidas por el
fabricante del kit Magna ChIP G (Millipore). Las células empleadas fueron M@s M1y
M2 estimulados con LPS por 2 h o células sin estimular como control. Los Mgs fueron
recolectados vy fijados en suspension a una densidad de 1 x 10% células/ml en medio
RPMI 1640. El “crosslinking” se realiz6 con formaldehido 37% (Sigma-Aldrich,
concentracion final 1%) durante 10 min y se detuvo mediante la adicion de glicina. Los
M@s se mantuvieron en hielo por 5 min y posteriormente se realizaron 2 lavados con
PBS estéril. La pastilla resultante se deshidratd, se resuspendié en buffer de lisis
(Magna ChIP kit, 300 pul), y se incubd 15 min a 4°C. Las células se centrifugaron a
5,000 rpm por 5 min a 4°C y la pastilla resultante se resuspendié en 600 ul de buffer
de lisis nuclear con inhibidores de proteasas (Magna ChIP kit, protease inhibitor
coktail 11). El volumen total se separd en 3 tubos eppendorf estériles. Las células se
sonicaron con el sonicador Bioruptor (Diagenode) por 6 ciclos a potencia maxima
(High); cada ciclo corresponde a 1 fase de 30 seg On/1 fase 30 seg Off. Las muestras
fueron entonces centrifugadas a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C y se recupero el
SN. Se tomé 1/10 del volumen total de las muestras para extraer el DNA mediante la
técnica de fenol-cloroformo y se resolvidé en un gel de agarosa al 2% con la finalidad
de corroborar que los fragmentos de cromatina poseen un tamafio adecuado para una
correcta inmunoprecipitacion (200-1000 pb). Una vez corroborado el tamafio correcto
de los fragmentos de cromatina, se agregaron 450 ul de buffer de dilucion y 1 ug de

un mAb anti-AhR grado ChIP (Abcam) o 1 yg de un mAb control de isotipo. A esta
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mezcla se afiadieron 20 pyl de proteina G acoplada a perlas magnéticas (Magna ChlP
kit) y las muestras fueron incubadas a 4°C en agitacion constante. Tras 12 h de
incubacion, los complejos proteina G-Ab-cromatina fueron resuspendidos e incubados
por 5 min con 500 ul de cada uno de los tampones enlistados a continuacion: 1. Low
Salt Immune Complex Wash Buffer, 1 lavado. 2. High Salt Immune Complex Wash
Buffer, 1 lavado. 3. LiCl Immune Complex Wash Buffer, 2 lavados. 4. Buffer TE, 1

lavado.

Después de la incubacion con cada uno de los tampones, las muestras se colocaron
en un rack magnético (Magna Grip Rack, 8 well) y se extrajo el SN. Las muestras
fueron resuspendidas en 100 ul de buffer de elucién para ChIP + 1 ul de proteinasa K
e incubadas por 2 h a 62°C. Pasado este tiempo, las muestras se incubaron durante
10 min a 95°C y posteriormente a temperatura ambiente. Las muestras se colocan
nuevamente en el rack magnético para eliminar las perlas magnéticas y recuperar el
SN, a partir de los cuales se procedié a purificar el DNA. Se afiadieron 100 ul de
reactivo de union A y la mezcla se transfiri6 a una columna de filtrado (spin filter,
Magna Kit ChIP) y se centrifugé a 10,000 rpm durante 30 seg. El SN fue desechado y
se anadieron 500 ul de buffer de lavado B a la columna, se centrifugd por 30 seg a
10,000 rpm y se desecho el filtrado. La columna fue centrifugada nuevamente por 30
seg 10,0000 rpm para eliminar los restos de buffer y posteriormente se coloc6 dentro
de un tubo de recoleccion estéril nuevo. Se afiadieron 50 pl de buffer de elucion C y
se centrifugé por 1 min a 10,000 rpm. ElI SN se almacené a -20°C hasta su analisis
por PCR con los oligonucleétidos especificos para las regiones del promotor de IL-6
descritos previamente. Adicionalmente se evaluo la regibn mas proximal al TSS del
gen con los oligonucledtidos sense 5’-acacagaagaactcagatgactgg-3’ y antisense 5'-

cagtgaccagattaacaggctaga-3’, los cuales amplifican la region -188/-2 (187 pb).

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando los paquetes Excel y GraphPad Prism 5. Se
utilizé el test paramétrico t de Student para comparar los grupos de datos. Los valores
se expresaron como la media + SD de distintos experimentos. Un valor de p<0.05 se

considero estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Los macroéfagos pro-y anti-inflamatorios expresan el AhR

En nuestro laboratorio se evalué previamente el perfil genético asociado al linaje y
polarizacién macrofagicos mediante ensayos de microarreglos de expresion con GM-
Mops y M-Mg@s (GEO, no. acceso GSE68061; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), vy
detectamos que la expresion del factor de transcripcion AHR y de su gen blanco
AHRR era mucho mayor en M-Mgs derivados de monocitos CD14*CD16™ que en los
GM-Mgs. En este trabajo confirmamos estos datos mediante qRT-PCR en varios
donantes (Fig. 14A). Sin embargo, a nivel de proteina, los GM-Mgps y M-Mgs
completamente diferenciados expresaron cantidades similares del AhR (Fig. 14B).
Como se esperaba, TCDD indujo la degradacion del AhR dependiente de ligando,
pero esto no se observo en presencia de otro ligando de AhR reportado, la lipoxina
A4.7 (Fig. 14B). Ademas, detectamos frecuentemente que la mayoria del AhR se
localizaba en el nucleo de ambas poblaciones celulares en condiciones basales (Fig.
14C) aunque en algunos donantes se observo incrementado en la fraccién
citoplasmica (datos no mostrados). La expresion del AhR no se detectdé en monocitos
recién aislados, pero si se observo una vez que los monocitos habian iniciado el
proceso de diferenciacion hacia Mgs (Fig. 14D). De manera interesante, los niveles
del AhR se encontraron incrementados en los monocitos cultivados en ausencia de
las citocinas hematopoyéticas durante los primeros dias de cultivo comparado con los
detectados en los GM-Mg@s y M-Mgs, pero sus niveles disminuyeron tras 3-4 dias de
cultivo a la vez que incrementaron progresivamente en los M@s cultivados con GM-
CSF o M-CSF (Fig. 14D). La expresion del AhR es dependiente de M-CSF en los M-
Mgs, pero el bloqueo de esta citocina sélo disminuy6 ligeramente los niveles del AhR
en los GM-M¢s (Fig. 14E). En conjunto, estos datos indican que los GM-M@s y M-M@s
expresan AhR y que este factor esta constitutivamente activado en ambos tipos
celulares. Ademas, M-CSF induce la expresion del AhR, aunque moléculas

adicionales parecen contribuir a su expresion en los GM-Me@s.
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Figura 14. Expresion y activacion del AhR en M-M@s y GM-M@s. Expresion del AhR in Mos
cultivados con M-CSF (M-M¢ o M) o GM-CSF (GM-M¢ o GM). A) Niveles de expresion de AHR y
AHRR en M¢s diferenciados durante 6 dias. Se muestra la media + SD de 5 donantes
independientes. B) M@s diferenciados por 6 dias fueron tratados durante 24 h adicionales con
vehiculo (C), lipoxina A4 (L) o TCDD (T). La expresion de AhR se valué en lisados totales de M-
Meos y GM-Mg@s. C) Localizacién del AhR en las fracciones nucleares (N) o citoplasmicas (C) de M-
Mes y GM-Mes diferenciados durante 6 dias. Lamin B y GAPDH se usaron como controles de
carga para las fracciones nucleares y citoplasmicas, respectivamente. D) Cinética de expresion de
AhR en monocitos recién aislados (Mon), cultivados en ausencia de citocinas (-), en presencia de
GM-CSF (GM) o de M-CSF (M) durante 1-4 dias. p-tubulina se empleé como control de carga en B)
y C). E) Efecto del M-CSF sobre la induccién del AhR. Monocitos recién aislados fueron cultivados
durante 2 dias con GM-CSF (GM-Mgs) o M-CSF (M-Mgs), en presencia de un mAb neutralizante
anti-M-CSF (o-M-CSF) o un mAb irrelevante control de isotipo (Ctrl). a-actina se empleé como
control de carga. Se muestra el resultado de un experimento representativo de 3 (B, E), 5 (C) 0 2
(D) realizados. Estadistica: *p<0.05.

Influencia de la inhibicién del AhR sobre la expresion de marcadores

asociados alos fenotipos polarizados

La activacion constitutiva del AhR en ambas subpoblaciones de Mgs podria modular
las caracteristicas de los diferentes fenotipos obtenidos en presencia de las citocinas
polarizantes, tal como sucede con otros linajes del sistema inmune como los linfocitos
Th17 y Treg* al estimular al AhR con diferentes ligandos. Por tal motivo, decidimos
evaluar si la presencia del antagonista quimico del AhR ANF durante el proceso de

diferenciacion de los Mgs modificaba la expresiébn de marcadores de superficie



asociados con las subpoblaciones de GM-Mgs (CDla) y M-Mgs (CD14, CD206,
CD163). Mediante la técnica de citometria de flujo (Fig. 15), se determind que la
inhibicion del AhR con ANF no modificaba de manera significativa la expresion de los
marcadores evaluados. El resultado de estos experimentos sugiere que el AhR no
influye de manera importante en la obtencion de los fenotipos pro- y anti-inflamatorios

mediada por la accion de las citocinas hematopoyéticas GM-CSF y M-CSF,

respectivamente.
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Figura 15. Evaluacién de la expresidon de marcadores de superficie en GM-M@s y M-M@s. Los
GM-Meos y M-Mes fueron diferenciados en presencia (histogramas rojos) o ausencia (histogramas
negros, DMSO) de ANF durante 6 dias, transcurridos los cuales se evalud la expresion de los
marcadores indicados en la parte superior de cada histograma. Como control de isotipo se utilizd

un mAb irrelevante (histogramas grises).
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Adicionalmente, se evalud la expresion de 19 genes asociados al fenotipo M1 y 18
relacionados con el fenotipo M276-78 en dos donantes independientes. De ellos, 17
genes M1 (89%) y 14 genes M2 (78%) mostraron la misma variacion en los dos
donantes en presencia de ANF, los cuales estan representados en la Fig. 16. En los
GM-Mgs, la inhibicion de la actividad del AhR con ANF a lo largo del proceso de
diferenciacion incidio especificamente en genes asociados con el fenotipo M2,
disminuyendo la expresion de 10 de los mismos (71%) sin inducir la expresion de
ninguno. Adicionalmente se detectaron variaciones en genes relacionados con el
fenotipo M1 con un patrén poco claro, incrementando 5 y disminuyendo 8 de ellos. En
los M-Mgs, la inhibicion de la actividad del AhR mostré un perfil de activacién o
inhibicion de la expresién génica irregular, modulando la expresion de 6 genes M2 (3
inducidos y 3 suprimidos) y de 13 genes M1 (7 inducidos y 6 suprimidos). En conjunto,
estos datos sugieren que la actividad del AhR, en términos de marcadores génicos
asociados con la polarizacion de los Mgs, incide especificamente en el perfil de los
GM-Mgs, induciendo la expresion de marcadores asociados al fenotipo M2.
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Figura 16. Expresion relativa del mRNA de diferentes genes asociados con los fenotipos M1
y M2 en los GM-Me@s y M-M@s. La expresion de los genes indicados en las distintas gréficas fue
evaluada mediante gRT-PCR en los GM-Mgs y M-Mgs diferenciados durante 6 dias en presencia o
ausencia de ANF. Se muestran los valores relativos de la expresion de cada gen en las células
tratadas con ANF frente a las células tratadas con el vehiculo DMSO en valores logaritmicos
(Log2). De esta forma, los genes cuya expresién se encuentra suprimida por la acciéon de la ANF
presentan valores negativos, mientras que los inducidos por el antagonista de AhR se expresan
con valores positivos. A) Genes asociados con los fenotipos M1 y M2 que son regulados de la
misma forma por ANF en los GM- y M-M@s. B) Genes regulados exclusivamente en los GM-M@s o
M-Mg@s. C) Genes regulados de manera inversa en los GM-Mgs y M-M@s.

Efecto de la inhibicion del AhR sobre la capacidad fagocitica de los

macrofagos

Con el fin de determinar si la accion del AhR estaba ligada a la funcionalidad de los
Mos se evaluaron diferentes actividades asociadas a estas células: capacidad de
fagocitosis, capacidad citotoxica y secrecion de citocinas en respuesta a LPS. Los

Meos fueron diferenciados en todos los casos en presencia o ausencia de ANF. Para
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evaluar la capacidad fagocitica de los Mgs, éstos fueron incubados en presencia de
zimosan acoplado a FITC y se evaluo la incorporacion de las particulas fluorescentes
en una cinética de 0 hasta 4 h (Fig. 17). Como se esperaba, los M-M@s presentaron
un nivel incrementado en el porcentaje de células que internalizaron zimoséan con
respecto a los GM-Mgs. Sin embargo, la presencia de ANF no modificé los resultados
obtenidos en las condiciones control (Fig. 17), por lo que concluimos que AhR no esta
involucrado en la funcion fagocitica de los Mgs, al menos en lo que respecta a la

internalizacion de particulas de levadura.
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Figura 17. Cinética de fagocitosis de particulas de zimosan. Los GM-Mgs y M-Mgs generados
en ausencia (vehiculo, DMSO) o presencia de ANF fueron colectados en el dia 6 de cultivo y se
realizaron los ensayos de fagocitosis de FITC-zym. Las células se evaluaron alas 0, 0.5,1,2y4h
tras su exposicion a FITC-zym mediante ensayos de citometria de flujo. Se muestra el porcentaje
de células fluorescentes en cada tiempo evaluado, que se obtuvo de la substraccién entre el
porcentaje obtenido en las células incubadas a 37°C y las incubadas a 4°C. Los resultados
representan la media + SD de 3 donantes independientes. Estadistica: *p<0.05.

Inhibicion del crecimiento tumoral

La capacidad citotoxica/citostatica de los Megs, una funcibn que se encuentra
favorecida en los GM-Mgs,’® se evalu6 sobre la linea celular de cancer colorectal
KM12c. Los experimentos se realizaron obteniendo el medio de cultivo condicionado

de los GM-Mgs y M-Mgs generados en presencia o ausencia de ANF e incubando
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este medio con las células KM12c durante 72 h, para posteriormente evaluar el
porcentaje de células viables por analisis con MTT. De manera esperada, los SNs de
los GM-Mg@s mostraron efectos citotoxicos superiores a los SNs de los M-Mgs (Fig.
18A). La adicién de ANF a lo largo del cultivo tendié a disminuir la actividad citotdxica
de ambos SNs, pero las diferencias no fueron significativas. En paralelo, los niveles
de activina A secretados por los GM-Mges y M-M@s a lo largo del proceso de
diferenciacion, una citocina que media parcialmente la actividad citotdxica de los GM-
Mes,’® no variaron en presencia de ANF (Fig. 18B). Estos datos, conjuntamente con
los resultados anteriores, sugieren que la actividad del AhR no esta involucrada en
funciones relacionadas con la polarizaciéon de los Mgs como la fagocitosis (M2) o la
citoxicidad (M1).
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Figura 18. Evaluacion de la capacidad citotoxica de los M@s. Los Mgs fueron diferenciados en
presencia de ANF o con vehiculo (DMSO). A) Los SNs de los GM-Mgs (M1) y M-Mgs (M2) fueron
colectados en el dia 6° de cultivo y se incubaron durante 72 h con la linea celular KM12c. Como
control negativo, las células KM12c se incubaron con el medio fresco empleado para el cultivo de
los Mgs (barra negra). Se muestra el porcentaje de células KM12c viables tras su incubacion con
los SNs de los GM-Mgs (barras grises claras) o de los M-Mgs (barras grises oscuras). B) Niveles
de activina A en los SNs de los GM-Mgs (M1) y M-Mgs (M2) generados durante 6 dias de
diferenciacion, cultivados en ausencia (Ctrl) o presencia de ANF, evaluados mediante ELISA. Los

resultados de A) y B) representan la media + SD de 3 donantes independientes. Estadistica:
*
p<0.05.
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La presencia de ANF modifica de forma diferencial la secrecion de IL-6 en los

macroéfagos polarizados

La implicacion de la actividad del AhR en la produccion de varias citocinas pro- y anti-
inflamatorias ha sido ampliamente reportado.628 Por lo tanto, en este trabajo
analizamos si los GM-Mg@s o M-Mgs alteraban su produccion de citocinas en
presencia de ANF. Observamos que la produccién de TNF e IL-8 inducida tras la
estimulacion de las células con LPS no se modificé cuando la actividad del AhR fue
bloqueada a lo largo del proceso de diferenciacion de los Mgs (Fig. 19A). Sin
embargo, la inhibicién de la actividad del AhR disminuy6 la produccion de IL-6 (sélo
en los GM-Mgs) e IL-10 (en los GM-M@s y M-Mos) (Fig. 19A).

De manera subsecuente, enfocamos nuestro estudio en la evaluacion de la
produccion de IL-6, ya que el papel positivo del AhR sobre la transcripcién de IL-10 ha
sido ampliamente demostrado en varios sistemas celulares,>28! pero su contribucién a
la sintesis de IL-6 parece ser dependiente del tipo celular analizado.8-82 Exploramos
entonces los niveles basales de transcritos de IL6 en los dos subtipos de Mgs, asi
como tras 2 h de estimulacion de las células con LPS (Fig. 19B). En los M-Mgs no se
detectaron transcritos de IL6 en condiciones basales comparado con los GM-Mgs,
pero las diferencias con estos ultimos disminuyeron tras la estimulacion con LPS (Fig.
19B, panel izquierdo). Como era de esperar, los M-M@s mostraron un incremento de
los trancritos de IL10 con respecto a los GM-Mgs tanto en condiciones basales como
tras el tratamiento con LPS (Fig. 19B, panel derecho). Estos datos indican que el
locus de IL6 permanece transcripcionalmente poco activo o inactivo en los M-Mgs
comparado con los GM-M@s en condiciones basales, y que el LPS proporciona una
sefal de activacion para la transcripcion de este gen.

Posteriormente evaluamos la influencia de ANF sobre la transcripcion basal de IL6,
asi como la inducida por LPS. En estos experimentos ANF fue afiadida a los Mgs
completamente diferenciados 2 h antes de la adicion de LPS. A tiempos tempranos
tras la adicion de ANF (4-6 h), los GM-M@s no estimulados con LPS incrementaron
sus niveles de transcritos de IL6, un efecto que no se detect6 a tiempos tardios (14 h)
(Fig. 19C). Sin embargo, ANF no varié de manera importante el nivel de transcritos de
IL6 inducidos por LPS (Fig. 19C). De igual manera, los M-Mgs expuestos a ANF no

modificaron e incluso incrementaron las cantidades de mRNA de IL6 tras la
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estimulacion con LPS comparado con las células no tratadas con el antagonista (Fig.
19C). Los M-Mgs no estimulados con LPS disminuyeron a tiempos tempranos (4 h) o
mantuvieron (6-14 h) sus niveles de transcritos de IL6. Por lo tanto, el AhR parece
ejercer un efecto diferencial sobre la sintesis de IL6 en los GM-Mgs y M-Mgs sélo en
condiciones basales, y su actividad positiva en la sintesis de IL-6 en los GM-Mgs tras
el estimulo con LPS podria llevarse a cabo a niveles distintos de su accion

transcripcional.
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Figura 19. El AhR regula diferencialmente la sintesis de IL-6 en los GM-M@s y M-M@s. A)
Efecto del antagonista de AhR ANF sobre la secrecion de citocinas en los GM-Mgs (M1) y M-Mgs
(M2). Los Mes fueron diferenciados en presencia del vehiculo (DMSO) o ANF. En el dia 5 de
cultivo las células fueron estimuladas con LPS y los SNs de cultivo fueron recolectados 18 h
después. Como control se emplearon células cultivadas en ausencia de LPS. La cantidad de TNF,
IL-6, IL-8 e IL-10 se evalu6 mediante la técnica de ELISA. Los resultados representan la media +
SD de 3-5 donantes independientes. Estadistica: *p<0.05. B) Expresion relativa del mMRNA de IL6 e
IL10 en GM-M@s (M1) y M-M@s (M2) sin estimular (control) o estimulados con LPS por 2 h,
determinada por qRT-PCR en un donante representativo de 2 evaluados. En las gréaficas se
representa el nivel de dichos transcritos en los M@s M2 relativo al detectado en los Mgs M1. C)
Expresion relativa del mRNA de IL6 en GM-M@s y M-Mg@s determinada por gRT-PCR en un
donante representativo de 2 evaluados. Los GM-M@s (panel izquierdo) y los M-Mg@s (panel
derecho) fueron diferenciados durante 6 dias, y tratados con vehiculo (DMSO) o ANF 2 h antes de
la adicion de LPS. Las células cultivadas en ausencia de LPS fueron utilizadas como control. Dos,
4 0 12 h tras la adicién de LPS las células se colectaron, se aislo su RNA, y se evalud la cantidad
de transcritos de IL6. En las graficas se representa el nivel de dichos transcritos relativo al
detectado en los Mgs tratados con DMSO.

La supresion de la expresiéon del AhR disminuye la secrecion de IL-6 en los
GM-M¢s estimulados con LPS

Para confirmar los datos anteriores, generamos Mgs deficientes de AhR mediante el
empleo de un siRNA contra el mMRNA de AHR (siAhR) después de los 6 dias de
diferenciacion. El siAhR disminuyé la expresion del mRNA de AHR 62 + 4% en los
GM-Mos y 75 + 16% en los M-Mg@s con respecto a los M@s transfectados con un
siRNA control (siCtrl) (Fig. 20A). La disminucién de la expression del mRNA de AHR
estuvo acompafiada de un decremento en los niveles de transcripcion de su gen
blanco AHRR, pero los niveles de transcritos de CYP1B1, un gen blanco de AhR en
respuesta a TCDD, permanecieron inalterados (Fig. 20A). Cuarenta y ocho h después
de la transfeccion con los siRNAs, el AhR fue indetectable en los GM-M@s y sus
niveles disminuyeron de manera significativa en los M-M@s a nivel de proteina (Fig.
19B). De acuerdo con los datos obtenidos con ANF (Fig. 19A), los GM-Mgs
deficientes de AhR mostraron una disminucion en la produccién de IL-6 12 h después
de su exposicion a LPS con respecto a los GM-Me@s tratados con el siCtrl, mientras
gue los niveles de IL-6 en los M-M@s en respuesta a LPS fueron bajos y no cambiaron
significativamente en ausencia de AhR (Fig. 20C). De manera notable, cuando
analizamos la cantidad de transcritos de IL6 en los GM-Mgs, detectamos un

incremento significativo de los mismos en las células control deficientes de AhR,
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mientras que tras la estimulacion con LPS no se observaron diferencias importantes
entre los GM-Mgs tratados con siCtrl o siAhR (Fig. 20D). Estos datos corroboran los
representados en la Fig. 19B en los GM-Mgs tratados con ANF. En relacion a los M-
M@s, en las células estimuladas con LPS a distintos tiempos se detectd una tendencia
a incrementar los niveles de transcritos de IL6 en ausencia del AhR con respecto a las
células tratadas con el siCtrl (Fig. 20D), pero las diferencias no fueron significativas.
Estos datos indican que el AhR controla negativamente la expresion del mRNA de IL6
en los GM-M@s en condiciones control, mientras que tras la estimulacion con LPS el
AhR no parece tener un efecto en la transcripcion de IL6 en los GM-Mgs.
Adicionalmente, los datos sugieren que el AhR podria tener un efecto negativo sobre

la transcripcion de IL6 en los M-Megs tratados con LPS.
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Figura 20. La expression deficiente de AhR modifica diferencialmente la produccion de IL-6
en los GM-M@s y M-M@s. Los GM-Mgs (M1) y M-Mes (M2) fueron tratados durante 48 h con un
siRNA dirigido contra AhR (siAhR) o con un siRNA control (siCtrl). A) Los Mgs fueron colectados
tras 48 h de transfeccion y se evalu6 la expresiéon de los mMRNAs de AHR, AHRR and CYP1B1
mediante qRT-PCR. Los resultados se muestran como la expresioén de cada gen relativa a la del
gen TBP. B) Niveles de AhR en GM-M@s y M- Mgs tras 48 h de transfeccion con siCtrl o siAhR,
evaluados por WB. Como control de carga se utilizd un mAb anti-GAPDH. Se muestra el resultado
de un experimento representativo de 4 realizados. C) Produccién of IL-6 en los Mgs M1 and M2
transfectados con siCtrl or siAhR, y estimulados con LPS durante 12 h. D) Detecciéon del mRNA de
IL6 en los Mes M1 y M2 transfectados con siCtrl o siAhR sin estimular (Control, panel izquierdo), o
estimulados durante 2 h (panel central) o 12 h (panel derecho) con LPS. Se muestra la expresién
de IL6 en los Mgs transfectados con siAhR con respecto a los transfectados con siCtrl, y los
resultados representan la media + SD of 6 (Control), 5 (LPS 2 h) o 4 (LPS 12 h) donantes
independientes.
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El AhR se une al promotor del gen de IL6 en los macrofagos polarizados

Existen reportes en la literatura que demuestran que el AhR posee la capacidad de
unirse directamente al promotor de IL6 y de esta forma regula su expresion en
respuesta a ciertos estimulos.*7 Por tal motivo, decidimos evaluar si la regulacion
diferencial de esta citocina en los Mgs polarizados con GM-CSF y M-CSF se llevaba a
cabo a través de la unién diferencial del AhR al promotor de IL6 mediante ensayos de
ChiP.

Inicialmente realizamos un andlisis computacional de la region -3303/+68 del
promotor de IL6 con el fin de delimitar posibles sitios de union al AhR. La evaluacién
de los datos con el programa Matlnspector indicé que existian dos sitios AHRE
putativos localizados en las regiones —-2793/-2789 (3’ tggatttttcgCGTGgagagctcat,
AhR/ARNT, score: 0.93) y -3069/-3065 (5 aggccgaggcgCGTGgatcacctga,
NFX/ARNT, score: 0.91). Disefiamos 4 pares de oligonucle6tidos para amplificar: 1)
una region de DNA cercana al TSS principal, la cual incluye las dos cajas TATA y
sitios de unidén a kB and Spl, 2) una regidon que contiene un elemento AHRE
-330/-326 (5’ cTTCGTGCaTG) descrito por DiNatale et al.,’ el cual tiene un nivel
basal de ocupacion en la linea celular humana de cancer de mama MCF-7, y que
incluye también una secuencia consenso para AP-1, 3) una region de DNA con el
primer elemento AHRE probable, y 4) una region con el segundo sitio AHRE probable

rodeado por elementos de union a Sply kB (Fig. 13y 21A).

Una vez realizado el andlisis computacional del promotor de IL6, realizamos ensayos
de ChIP con un mAb anti-AhR en los GM-Mgs y M-M@s en ausencia de estimulo o
estimulados durante 2 h con LPS, y amplificamos las 4 regiones del promotor
mencionadas. EI AhR se encontré unido a todas las regiones evaluadas en los GM-
M@s en condiciones control, pero esta union se vid disminuida cuando las células
fueron estimuladas con LPS (Fig. 21B, panel izquierdo). Notablemente, el AhR fue
inmunoprecipitado en el fragmento 1, el cual no contiene sitios AHRE. Sin embargo, el
comportamiento del AhR fue similar en este fragmento con respecto a las regiones
qgue contenian sitios AHRE putativos, tanto en los GM-Mgs como en los M-Mgs. De
manera contraria, AhR no se detectd unido a ninguna de las regiones evaluadas en

los M-M@s no estimulados (sélo se detectd ligeramente en el fragmento 4), pero se
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observd un enriquecimiento del receptor en las 4 regiones tras la estimulacién con
LPS (Fig. 21B, panel derecho).

Posteriormente realizamos ensayos de retardamiento y de super-retardamiento con
un mAb anti-AhR, utilizando los 3 fragmentos que contenian sitios AHRE putativos (2,
3y 4) como sondas (Fig. 21C y 22). Los extractos nucleares de los GM-M@s y M-M@s
formaron complejos con el fragmento 2 en condiciones control y en condiciones de
estimulacion con LPS. Sin embargo, estos complejos DNA-proteina incluyeron el AhR
sélo en los GM-Mgs control (Fig. 21C, lineas 3 and 4) y en los M-Mgs estimulados
con LPS (Fig. 21C, lineas 11 and 12). Un patrén de union similar se detectd con los
fragmentos 3 y 4, con excepcion del fragmento 3 incubado con los extractos nucleares
de los M-Mgs estimulados con LPS en el cual no se detect6 un claro super-
retardamiento del complejo (Fig. 22).

Colectivamente, estos datos indican que hay una ocupacion basal (en ausencia de
estimulo) del AhR del promotor de IL6 en los GM-Mgs, la cual se pierde tras la

estimulacion con LPS, mientras que la situacion contraria se detecta en los M-Mgs.
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Figura 21. Reclutamiento diferencial del AhR al promotor de IL6 en los GM-M¢s y M-M¢s. A)
Andlisis of algunos de los sitios de unidn de distintos factores de transcripcidon en el promotor de
IL6 humano, de acuerdo con los resultados obtenidos a partir del software Matlinspector. B)
Ensayos de ChIP sobre el promotor de IL6 en los GM-Mgs y M-Mgs control (Ctrl) y en células
estimuladas durante 2h con LPS. ElI AhR fue inmunoprecipitado con un mAb, y las 4 regiones del
DNA especificadas en A) fueron amplificadas. Como control negativo de la inmunoprecipitacion se
utilizé un mAb irrelevante del mismo isotipo que el mAb anti-AhR (IgG). Se muestra el resultado de
un experimento representativo de 3 realizados. C) El fragmento 2 del promotor de IL6 se marcé
radiactivamente y se utiliz6 en experimentos de EMSA con extractos nucleares de GM-Mgs (lineas
1-6) y M-Mgs (lineas 7-12), los cuales fueron obtenidos a partir de células no estimuladas (lineas 1,
3,4,7,9y 10) o estimuladas con LPS durante 1 h (lineas 2, 5, 6, 8, 11 y 12). Las reacciones de
unién DNA-proteina se llevaron a cabo en presencia de un mAb anti-AhR (a-AhR, lineas 4, 7, 10 y
12) o de un mAb control de isotipo (IgG, lineas 3, 5, 9 y 11). Se indica también la posicion de la
sonda libre.
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Figura 22. El AhR forma complejos con el promotor de IL6 en los GM-M@s y en los M-Mes en
diferentes condiciones. Los fragmentos 3 y 4 del promotor de IL6 se marcaron radiactivamente y
se utilizaron en experimentos de EMSA con extractos nucleares de GM-M@s y M-Mgs obtenidos a
partir de células no estimuladas (lineas 1, 3, y 4) o estimuladas con LPS durante 2 h (lineas 2 y 5).
Las reacciones de union DNA-proteina se llevaron a cabo en presencia de un mAb anti-AhR (a-
AhR, lineas 4 y 5) o de un mAb control de isotipo (IgG, linea 3). Se indica la posicién de los
complejos detectados en condiciones control y de estimulaciéon con LPS, asi como la posicion de
los complejos obtenidos en presencia del mAb anti-AhR (sUper-retardamiento) y de la sonda libre.



Debido al comportamiento similar que detectamos con respecto a la unién del AhR a
los distintos fragmentos del promotor de IL6 evaluados, incluido al fragmento 1 que no
contiene secuencias AHRE, quisimos comprobar la especificidad del mAb utilizado en
los ensayos de ChIP. Para ello, realizamos estos mismos ensayos empleando los
GM-Me@s en condiciones control. Estos M@s fueron tratados con ANF 3 h antes de
realizar los ensayos de ChlIP, con la hipétesis de que el antagonista del AhR podria
prevenir el reclutamiento del receptor al nucleo y, por lo tanto, a los distintos
fragmentos del promotor. Como se muestra en la Fig. 23, el AhR se detect6 en los 4
fragmentos del promotor de IL6 en ausencia de ANF, mientras que su reclutamiento

disminuyd total o parcialmente en presencia del antagonista de AhR.
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Figura 23. La unién del AhR al promotor de IL6 es inhibida tras el tratamiento de los GM-M@s
con ANF. Ensayos de ChIP sobre el promotor de IL6 en los GM-M@s no estimulados, en ausencia
(Ctrl) o presencia de ANF afiadida 3 h antes de la recoleccion de las células. EI AhR fue
inmunoprecipitado con un mAb, y las 4 regiones del DNA especificadas en la Fig. 20A fueron
amplificadas. Como control negativo de la inmunoprecipitacion se utilizd un mAb irrelevante del
mismo isotipo que el mAb anti-AhR (IgG). Se muestra el resultado de un experimento
representativo de 2 realizados.

Finalmente, quisimos comprobar si la union diferencial del AhR al promotor de IL6 en
los GM-Mgps y M-Mg@s estaba relacionada con alteraciones en su localizacion
subcelular. Datos preliminares realizados con dos donantes independientes reflejaron

que tras 2 h de activacion con LPS el AhR disminuye sus niveles en el citoplasma de

63



ambos tipos celulares. Sin embargo, la presencia del AhR en el nucleo celular
disminuy6 sélo en los GM-Mgs, mientras que se mantuvo en los M-Mgs (Fig. 24). Por
lo tanto, es posible que los niveles diferenciales del AhR en el nacleo de los GM-Mgs
y M-Me@s sean responsables del distinto comportamiento observado en los ensayos de
ChIP en estos tipos celulares en presencia de LPS. Sin embargo, son necesarios
experimentos de cinética de expresion del AhR tras la estimulacion con LPS mas

largos para comprobar si los niveles de este receptor se recuperan en los GM-M@s.

Citoplasma Nucleo

M1 M2 M1 M2

SIS
s - P S F

AhR , 4

Figura 24. El LPS modifica diferencialmente la expresion del AhR en los GM-M@s y en los M-
Mes. Cinética de expresion del AhR en el citoplasma (paneles izquierdos) y en el nlcleo (paneles
derechos) en condiciones basales (-) y tras 30 0 120 min de estimulaciéon con LPS en los GM-Mgs
(M1) y M-Me@s (M2), evaluada mediante ensayos de WB. GAPDH y lamin B se utilizaron como
controles de carga de las fracciones citoplasmicas y nucleares, respectivamente. Los resultados
mostrados corresponden a los de un donante representativo de 2 evaluados.
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DISCUSION

Desde su descubrimiento, hace mas de tres décadas, el estudio del AhR habia estado
restringido casi de manera exclusiva a los campos de la Toxicologia y la
Farmacologia,®® debido al papel de esta proteina en la respuesta a contaminantes
ambientales. La relevancia del AhR en procesos fisiologicos diferentes de los
involucrados en el metabolismo de agentes xenobidticos no habia sido considerada
en estudios sistematicos hasta la observacion de las diversas anomalias
desarrolladas por los ratones deficientes de este factor de transcripcion y el
descubrimiento de ligandos endégenos.8* Actualmente existe evidencia creciente que
sugiere que el AhR regula de forma importante la respuesta inmune inflamatoria,
modulando multiples vias de sefializacion y la expresion de genes regulados por estas
vias,**52 lo que conlleva a la adquisicion de diferentes fenotipos por parte de las
células del sistema inmune. En el presente trabajo hemos explorado la participacion
del AhR en algunas funciones relacionadas con la polarizacion de los Mgs humanos,
describiendo en profundidad su actividad en la expresion diferencial de la citocina

inflamatoria IL-6 por parte de los M@s pro- (GM-Mes) y anti-inflamatorios (M-M@s).

Expresion y localizacion subcelular del AhR en los macréfagos

En primer lugar evaluamos la cinética de expresion del AhR a lo largo del proceso de
diferenciacion de estos M@s, asi como su localizacién subcelular. EI AhR sélo se
detect6 en los monocitos sanguineos una vez que iniciaron el proceso de
diferenciacion hacia Mgs, tanto en presencia de GM-CSF como de M-CSF. Por lo
tanto, la expresion del receptor a nivel proteico no esta asociada con el perfil
inflamatorio de los Mgs. M-CSF es un inductor importante de la expresion del AhR,
pero nuestros datos indican que existen factores adicionales en los cultivos con GM-
CSF que contribuyen a la induccion de su expresion, factores que no han sido
identificados hasta el momento. También detectamos una induccién transitoria del
AhR en los monocitos cultivados en ausencia de las citocinas hematopoyéticas. Es
posible que esta induccion sea debida a los procesos de adherencia de los monocitos
a las placas de cultivo, ya que se ha demostrado que ésta es una sefial suficiente

para inducir la sintesis de M-CSF, al menos a nivel de mRNA,8% y el consumo de esta
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citocina a lo largo del cultivo sin una produccion adicional por parte de las células
podria prevenir la estabilizacién de la expresion del AhR. La influencia del M-CSF en
la expresion del AhR podria llevarse a cabo a nivel de transcripcion, ya que la
cantidad de transcritos de AHR es significativamente mayor en los M-M@s que en lo
GM-Mgs. Sin embargo, modificaciones post-transcripcionales conducirian a la
expresion de cantidades analogas del AhR a nivel proteico en ambos subtipos de
Maos.

La degracion por parte del proteasoma tras su activacion forma parte del ciclo
biologico del AhR.* Nosotros encontramos que el AhR presenta una localizacion
preferentemente nuclear, tanto en los GM-Mgs como en los M-Mgs.
Consecuentemente, parece que este factor de transcripcion esta constitutivamente
activo en ambos tipos celulares, por lo que es posible que su nivel de degradacion sea
importante y que su recambio sea rapido. Su presencia en el ndcleo sugiere que el
AhR podria ser activado independientemente de ligando.*® Alternativamente, podrian
existir ligandos enddgenos producidos por el propio metabolismo de los Mgs,*8 u
obtenidos a partir de los medios de cultivo,®® que podrian promover la actividad
transcripcional del AhR. Asi, se ha descrito que el AhR induce la expresion de IDO en
DCs,®” una enzima inmunosupresora que cataboliza la degradacién del tript6fano
generando metabolitos como KA, el cual es un ligando enddégeno del AhR. Aunado a
esto, recientemente se reportd que la sobre-expresion de IDO en la linea celular
leucémica pro-monocitica THP-1 promueve la expresion de genes asociados al
fenotipo M2 (IL-10 y CXCR4).88 De esta forma, en los M-Mg@s se podria generar un
efecto de retro-alimentacion positiva por parte de AhR, promoviendo la sintesis de
IDO la cual a su vez generaria ligandos para AhR®* que sustentarian parcialmente el

fenotipo M2.

Influencia del AhR en el fenotipo y funcionalidad de los macrofagos

A pesar de que los GM-Mgs y los M-M@s expresan niveles similares del AhR a nivel

proteico, nosotros habiamos postulado que su accién en ambos tipos celulares podria
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ser diferente, ya que varios estudios publicados han implicado a este receptor
principalmente con procesos anti-inflamatorios en DCs y M@s. Asi, se ha demostrado
que la activacion del AhR inhibe la secrecion de IL-1B, IL-6, TNF e IL-23 e induce la
de IL-10 en DCs humanas.®® Adicionalmente, se ha implicado a AhR en el
mantenimiento de estas células en un estadio inmaduro que impide una correcta
activacion de las respuestas de linfocitos T.°° En los M@s se ha descrito la
participacion del AhR tanto en funciones inflamatorias como anti-inflamatorias,>%-62
ademés de jugar un posible papel en la diferenciacion de los Mg@s a partir de
monocitos sanguineos humanos.%® Los diferentes resultados publicados dependen en
parte de los distintos tipos de M@s utilizados (primarios, obtenidos a partir de lineas
celulares, etc), asi como de las especies en las que se ha evaluado. Cabe sefialar que
la mayoria de los grupos que han reportado trabajos con Mes utilizan ligandos
exdgenos como TCDD y B(a)P, y que actualmente no existe ningun reporte que
examine el papel de AhR en la generacion de diferentes subpoblaciones de Mgs.
Nosotros quisimos evaluar la implicacion del AhR en fenotipos y funciones asociados
con los Megs inflamatorios (expresién de marcadores asociados con el fenotipo M1,
capacidad citotoxica y secrecion de las citocinas TNF, IL-6 e IL-8) y con los Mgs anti-
inflamatorios (expresion de marcadores asociados con el fenotipo M2, capacidad de
fagocitosis y secrecion de IL-10). Los resultados mostraron que el AhR afecto
positivamente la secrecion de IL-6 Unicamente en los GM-Mgs y promovié la sintesis
de IL-10 en ambas subpoblaciones de M@s tras la estimulacién de TLR4, aunque no
afecté de manera importante su fenotipo, sus capacidades fagociticas y citotéxicas, o
la sintesis de TNF e IL-8.

Fenotipo de los macréfagos

En relacibn a los marcadores de superficie evaluados (CDla, CD14, CD163 y
CD206), en este trabajo no encontramos diferencias en su expresion cuando los Mgs
fueron diferenciados en presencia o ausencia de ANF. A este respecto, solo la
expresion de CD14 ha sido analizada en relacion a la actividad del AhR en un estudio
donde se diferenciaron GM-M@s en presencia o ausencia del ligando exdgeno
B(a)P.%% En este trabajo se demostré que CD14 no varié sus niveles tras la activacion

del AhR, lo que concuerda con los datos encontrados en nuestro estudio utilizando el
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antagonista ANF. En este mismo trabajo se reportd que la presencia de B(a)P durante
el proceso de diferenciacion de los GM-M@s disminuy6 los niveles de CD11a, CD1l1c,
CD29, CD49e, CD49f, CD64, CD71, CD80, CD86 y HLA de clase I, mientras que no
varié la expresion de CD11b, CD36, CD40, y HLA de clase Il. De manera sorpredente,
el AhR parece inducir la expresion génica de 10 marcadores de tipo M2 en los GM-
Megs. Sin embargo, de los 3 genes que pudimos evaluar a nivel de proteina, sélo los
datos de IL-10 se mostraron consistentes, mientras que la expresion de CD163 (este
trabajo) y MAFB (Flores Sevilla JL, Tesis de Maestria) no varié en presencia de ANF.
Desconocemos si los resultados del resto de los marcadores evaluados a nivel génico
concuerdan con los niveles de proteina. Sin embargo, es obvio que los GM-Mgs
expresan marcadores M2 a muy bajo nivel y, por lo tanto, el efecto del AhR sobre los
mismos no tendria una gran relevancia ya que otras moléculas del sistema de

diferenciacion predominarian en la generacion de los Mgs M1.

Capacidad fagocitica de los macrofagos

Datos previos indicaban que el AhR afectaba negativamente la funcién fagocitica de
los M@s. Estos experimentos se realizaron con los GM-Mgs diferenciados en
presencia de B(a)P® y puestos en contacto con microesferas de latex. Sin embargo,
nuestros datos indican que el AhR no esta involucrado en la internalizacion de
particulas de zimosan. Reforzando estos resultados, ANF no tuvo efecto en la
expresion de los tres principales receptores de zimosan, CD206 (receptor de manosa,
este trabajo), la integrina CD11b y la lectina dectin-1°! (datos no mostrados). Las
discrepancias de los resultados reportados en la literatura con B(a)P con respecto a
los obtenidos en este trabajo pueden ser debidas a los diferentes modelos empleados,
ya que en nuestro caso los M@s se diferenciaron en presencia de un antagonista en
lugar de un agonista de AhR, y el bloqueo frente a la activacién permanente de AhR a
lo largo de un proceso de diferenciacidbn constituyen sistemas experimentales
opuestos que pueden dar lugar a fendmenos contradictorios. Por lo tanto, son
necesarias estrategias experimentales adicionales para dilucidar estas divergencias.
Sin embargo, no seria sorprendente que AhR pudiera modular la capacidad de

fagocitosis de los M@s, ya que su actividad regula ciertas GTPasas pequeiias de la
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familia Ras como RhoA,%? las cuales a su vez estan involucradas en procesos de

fagocitosis mediante su accion en la remodelacién del citoesqueleto.®?

Capacidad citotéxica de los macrofagos

Una de las caracteristicas funcionales propias de los M@s pro-inflamatorios es la
capacidad de inhibir el crecimiento tumoral, a partir de la sintesis de agentes
citotoxicos como las ROS?2-24 o proteinas como la activina A,’¢ la cual ha sido descrita
como una citocina con capacidades anti-tumorales y que se expresa preferentemente
en los GM-Mgs.”¢78 Si bien el papel del AhR en la funcion citotoxica de los M@s no
habia sido previamente evaluado, su papel en las respuestas anti-inflamatorias nos
condujo a analizar esta funcion en los Megs diferenciados con ANF. Nuestros
resultados sugieren que tanto los GM-M@s como los M-M@s disminuyeron su
capacidad de sintetizar sustancias solubles citotdxicas, aunque las diferencias con
respecto a las células cultivadas en ausencia de ANF no fueron estadisticamente
significativas. Sin embargo, la tendencia a disminuir las capacidades citotdxicas de los
Mgs en ausencia de la actividad del AhR fue consistente en los diferentes donantes
evaluados. Esta tendencia no coincidi6 con una modulacién de la expresion de
activina A por parte del AhR, por lo que descartamos esta molécula como responsable
de los efectos observados. Los resultados de estos ensayos son relevantes, ya que
varios estudios sugieren que el AhR tiene un papel importante en la progresion
tumoral. Por ejemplo, la expresion del AhR es mayor en tumores invasivos que en no
invasivos.®*% y su nivel de expresion correlaciona con el grado de malignidad en
tumores de pulmoén.®® La inhibicion de la actividad del AhR en células de
adenocarcinoma pulmonar disminuye su proliferacién in vitro% y, por el contrario, altos
niveles del AhR en tumores uroteliales humanos estan asociados con un incremento
de sus capacidades invasivas y con un mal pronéstico.®” Por lo tanto, la modulacién
de la actividad de AhR podria constituir una nueva herramienta para impedir el

desarrollo de neoplasias.
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Secrecion de citocinas por los macrofagos en respuesta a LPS

La mayoria de los reportes realizados en humanos indican un papel del AhR en la
promocion del fenotipo pro-inflamatorio de los M@s, ya que al ser activados con TCDD
0 B(a)P se observa un incremento en la expresion de citocinas como IL-6 o IL-1[3.4861
Por otro lado, los trabajos realizados en células murinas reportan un papel anti-
inflamatorio del AhR, ya que los Mgs procedentes de ratones deficientes de AhR
sobre-expresan TNF, IL-6 e IL-12 en respuesta a LPS, mientras que la sintesis de IL-
10 se ve abatida completamente. Como consecuencia de esta expresion desmedida
de citocinas pro-inflamatorias los ratones sucumben rapidamente al choque
endotdxico.5? En nuestro laboratorio demostramos que el AhR regula de forma
diferencial la expresion de citocinas en los M@s humanos polarizados in vitro. Tras la
estimulacion con LPS de Mgs que fueron diferenciados en presencia de la ANF se
observé que el AhR regula de forma positiva la sintesis de IL-10 en los GM-Mgs y M-
Mgs, ya que su expresion se vio drasticamente disminuida en presencia del
antagonista. De forma interesante, pudimos determinar que el AhR regula la sintesis
de IL-6 Unicamente en los GM-Mgs, ya que en presencia de ANF dichas células
expresaron menores cantidades de esta citocina en respuesta a LPS. Por otro lado,
no observamos cambios en la expresion de IL-6 en los M-M@s o de otras citocinas
relacionadas con procesos inflamatorios como TNF e IL-8 en ninguna de las dos
poblaciones de Mgs. Por lo tanto, el AhR no tendria un claro papel pro- o anti-
inflamatorio en los GM-Mgs, y si favoreceria las propiedades anti-inflamatorias de los
M-Meos.

Posibles mecanismos de regulacion de IL-6 por el AhR

Con la finalidad de esclarecer los mecanismos por los cuales el AhR regula
especificamente la sintesis de IL-6 en los GM-Mgs, y con base en la capacidad del
AhR de unirse al promotor de IL6 y de regular su sintesis,*8%2 realizamos un analisis
de la secuencia del promotor del gen de IL6 humano con el fin de detectar potenciales
sitios AHRE. Encontramos 2 posibles elementos AHRE distales del TSS no descritos

hasta el momento. Subsecuentemente, analizamos la unibn de AhR a estas
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secuencias, a otro elemento AHRE descrito por DiNatale et al.*® cercano al TSS, asi

como a las secuencias més proximas al TSS que no contenian motivos AHRE.

En los GM-Mgs detectamos la presencia constitutiva del AhR en todos los fragmentos
de DNA evaluados, incluido el que no contiene elementos AHRE, mediante ensayos
de ChIP y de EMSA (estos ultimos sélo para los fragmentos 2, 3 y 4). Este fragmento
incluye secuencias consenso para Spl y kB, factores de transcripcion con los cuales
el AhR puede formar complejos.2°313462.73 Por |o tanto, es posible que el AhR se
encuentre en el fragmento mas proximo al TSS formando complejos con estos
factores de transcripcion sin que necesariamente se encuentre unido a sitios AHRE, o
bien que estos complejos se formen a partir del AhR unido a sitios AHRE mediante
plegamiento del DNA.83 EI AhR parece funcionar en estas condiciones como un
represor transcripcional, ya que en los GM-Mgs deficientes del receptor (obtenidos
mediante ensayos de siRNA) los niveles de transcritos de IL6 se incrementaron
significativamente. En M@s peritoneales murinos la inhibicién de la transcripcion de
IL6 por parte del AhR se produce mediante la formacion de complejos con STATL,
que evitan el reclutamiento de miembros de la familia NF-xB al promotor.62 Ademas,
se ha determinado que el AhR es capaz de secuestrar al factor de transcripcion Spl
en el citoplasma de los Mgs, evitando de manera indirecta la sintesis de IL6.73
Finalmente, otras acciones negativas del AhR con respecto a este promotor y que no
estdn tan bien definidas se basan en la inactivacion del factor STAT3.72 A este
respecto, en nuestro laboratorio hemos observado una activacion diferencial de
STATL1 en presencia de TCDD en los GM-Mgs y M-Mgs (datos no mostrados). Asi,
TCDD en ausencia de otro estimulo es capaz de inducir la activacién de STAT1 en los
GM-Mgs, fendbmeno que no se detecta en los M-M@s. Si bien se trata de resultados
preliminares, podriamos hipotetizar que la activacion de STAT1 en ausencia de LPS y
en presencia de un AhR activado, lo cual ocurre en los Mg@s en condiciones basales,
podria provocar la formacion de complejos que impidieran, al igual que en raton, la
accion positiva de factores NF-xB en el promotor de IL-6. Con respecto a Spl, el cual
puede inducir la expresion basal de IL6,%8 en nuestro laboratorio hemos detectado su
presencia especificamente en los GM-M@s con respecto a los M-M@s. Aunque no

tenemos constancia de una interaccion del AhR con este factor de transcripcion en los
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Mes humanos, no descartamos que el secuestro de Spl por el AhR en el citoplasma

celular pudiera contribuir a la represion ejercida por AhR sobre la sintesis de IL6.

Cuando los GM-Mgs fueron tratados con LPS se produjo una pérdida del
reclutamiento del AhR al promotor de IL6 en todas las regiones de DNA evaluadas. En
paralelo, pudimos comprobar que en los GM-Mgs deficientes de AhR se transcriben
niveles similares de IL6 que en los GM-Mgs que expresan el AhR. En conjunto, estos
datos sugieren que la ausencia del AhR no maodifica la sintesis de IL6 en presencia de
LPS porque en estas condiciones el AhR deja de unirse al promotor y, por lo tanto, no
ejerce ninguna accion sobre la sintesis del gen de IL6. La razon por la cual el AhR no
se detecta en el promotor de IL6 en presencia de LPS no esta clara, pero podria
deberse a una disminucién de los niveles proteicos de este receptor observados tras 2
h de estimulacion de las células. EI LPS es capaz de generar ligandos endbgenos del
AhR (KA, algunos prostanoides)?-1% que podrian permitir su activacién, pero también
su rapida degradacién. Debido a que en los ensayos de ChIP s6lo hemos evaluado un
tiempo de 2 h tras la estimulacién con LPS, es posible que a tiempos posteriores se
modifique el comportamiento de AhR sobre el promotor de IL6, ya que existen
antecedentes del incremento del reclutamiento de AhR en la region del AHRE
proximal a tiempos tardios (6 h) tras el tratamiento de células MCF-7 con TCDD e IL-
1B.#8 Sin embargo, siendo posible que esto ocurra, los datos obtenidos con los GM-
Mes deficientes de AhR indican que 12 h después del tratamiento con LPS la sintesis
de IL6 no se madifica con respecto a los GM-Mgs que expresan el AhR. Por lo tanto,
podemos concluir que la induccion de la secrecion de IL-6 inducida por el AhR en los
GM-Mgs tras la estimulacion con LPS, evaluada en dos sistemas distintos (en
presencia de ANF y en los GM-Mgs deficientes de AhR), podria estar basada

fundamentalmente en mecanismos post-transcripcionales.

Con respecto a los M-Mgs, observamos que el AhR se encuentra ausente del
promotor de IL6 en condiciones basales, lo que coincide con los datos obtenidos en
las células deficientes de AhR donde se detecta un nivel de transcripcion de IL6
similar a la de los M-Mgs control. Al contrario que en los GM-Mgs, en los M-Mgs se
produce un reclutamiento del AhR tras el estimulo con LPS a todos los fragmentos del
promotor evaluados. En este caso, contrariamente a lo observado en los GM-Mgs, el

LPS no parece tener un efecto sobre los niveles proteicos del AhR, lo que podria
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deberse a una baja induccién de la expresion de enzimas que generan ligandos para
este receptor. Cuando analizamos el nivel de transcritos de IL6 en ausencia del AhR
(en los ensayos de siRNA) y en presencia de LPS, observamos una clara tendencia
hacia el incremento de estos transcritos con respecto a las condiciones en presencia
del AhR, aumento que también se detecta a tiempos tardios de estimulacion con LPS
en los M-Mgs tratados con ANF. En conjunto, estos datos indicarian que el
reclutamiento del AhR al promotor de IL6 tras el estimulo con LPS tendria un efecto
negativo sobre la transcripcion del gen, y que en esta situacion el AhR actuaria
también como un represor transcripcional. Esta represion no tendria efecto sobre los
niveles de la proteina secretada, lo que sugiere que eventualmente mecanismos post-
transcripcionales compensarian los efectos de esta represion, o bien que mecanismos

transcripcionales anularian estos efectos.

Los datos obtenidos sobre la actividad del AhR en el promotor de IL6 con respecto a
su actividad sobre la secrecion de la proteina sugieren que tanto en los GM-Mgs
como en los M-Mgs el AhR intervendria principalmente a nivel de mecanismos post-
trancripcionales. Se ha demostrado ampliamente que el AhR posee actividades
distintas de su actividad transcripcional, mediadas por su interaccién con diferentes
proteinas citoplasmicas involucradas en diversas vias de sefalizacion. Algunas de
ellas como STAT1 y la GTPasa pequefia RhoA ya han sido mencionadas
anteriomente. Adicionalmente, se ha descrito la activacion por parte del AhR del
receptor de crecimiento epidérmico (EGF) mediada por su unidén constitutiva a la
proteina cinasa src, de la cinasa dependiente de cAMP (PKA), de la proteina cinasa C
(PKC), de la fosfolipasa citoplasmica A2 (cPLA2) o de la MAPK ERK, todo ello en
respuesta a la accion de TCDD o B(a)P.60.61.101-103 Pgr |o tanto, es posible que algunas
de estas vias de sefializacion estén involucradas en la actividad diferencial del AhR
sobre la sintesis de IL-6 en los GM-Mgs y M-Mgs, y seria necesario que fueran

evaluadas en estudios posteriores.
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En suma, el AhR ha sido implicado en la regulacibn de diversos procesos
inmunoldgicos en animales y seres humanos, aunque muchos de los mecanismos
moleculares que subyacen a estos fendmenos funcionales son desconocidos. Resulta
imposible establecer un mecanismo de accion general para el AhR, ya que los efectos
resultantes de su activacion dependen del tipo y estadio celular, de la naturaleza y
tiempo de exposicion a los ligandos, asi como del organismo en el cual se estudia. El
esclarecimiento de los mecanismos implicados en la regulacion de los efectos
funcionales de los M@s humanos polarizados es necesario para poder disenar
estrategias terapeuticas encaminadas al control de las respuestas inflamatorias
excesivas por parte de dichas células, capaces de alterar la homeostasis del
organismo y que pueden conducir a la aparicibn de distintas patologias. El
descubrimiento de la regulacién diferencial de la sintesis de citocinas en los M@s pro-
y anti-inflamatorios por parte del AhR representa un paso importante en el
conocimiento de la funcion de estas células y, por lo tanto, en el disefio de estrategias

gue modulen esta funcion.
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CONCLUSIONES

1. Los GM-Mgs y M-Mgs expresan el AhR y este factor estd constitutivamente
activado en ambos tipos celulares, probablente debido a la presencia de ligandos

endogenos.

2. El AhR no regula de manera significativa la expresién de marcadores de superficie
relacionados con los fenotipos pro- (M1) y anti-inflamatorio (M2), aunque su actividad
en términos de expresion de marcadores génicos asociados con la polarizaciéon de los

M@s modula especificamente la expresién de moléculas M2 en los GM-Mgs.

3. La actividad del AhR no parece esté involucrada en funciones relacionadas con la
polarizacién de los M@s como la fagocitosis (M2) o la citoxicidad (M1). Sin embargo, el
AhR regula positivamente la secrecion inducida por LPS de la citocina inflamatoria IL-

6 en los M@s M1, mientras que no se detecta esta regulacién en los Mgs M2.

4. El AhR parece actuar como un represor transcripcional de IL6 en los GM-Mgs en
condiciones basales, ya que existe una ocupacion constitutiva de su promotor por el
AhR vy la supresion de la expresion de este receptor incrementa los niveles de
transcritos de IL6. Sin embargo, su ausencia en el promotor de este gen tras la
estimulacion de las células con LPS no parece estar relacionada con un incremento

en la transcripcién de IL6.

5. En los M-M@s no se detecta una ocupacion basal del promotor de IL6 por parte del
AhR, mientras que se observa la situacion contaria cuando las células son
estimuladas con LPS. En estas condiciones, la supresion de la expresion del AhR
tendié a incrementar los niveles de transcritos de IL6. Por lo tanto, es posible que el
AhR actue también como un represor transcripcional en los M-Mgs estimulados con
LPS.

6. En conjunto, estos datos sugieren que las principales acciones del AhR sobre la
sintesis de IL-6 en los GM-M@s y M-Mgs estimulados con LPS podria llevarse a cabo

a niveles distintos de su actividad transcripcional.
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PERSPECTIVAS

1. Realizar ensayos de ChIP en los GM-Mgs y M-Mgs deficientes de AhR y en células
control, en presencia y ausencia de estimulos inflamatorios (LPS), con la finalidad de
evaluar posibles modificaciones de marcas epigenéticas en el promotor de IL6 que
permitan explicar con mayor detalle el mecanismo de accion del AhR sobre el

promotor de IL6.

2. Realizar ensayos de ChIP con anticuerpos dirigidos contra ARNT, Spl y factores de
transcripcion de la familia NF-xB, con la finalidad de evaluar los posibles complejos

proteicos que pudieran estar regulando la expresion de IL6 en los GM-Mgs y M-Mes.

3. Determinar la interaccion del AhR con proteinas involucradas en vias de
sefalizacion intracelular que pudieran regular la produccion de IL-6, mediante
ensayos de inmunoprecipitacion de lisados de GM-Mgs y M-Mgs con anticuerpos anti-

AhR y analisis prote6micos.

4. Evaluar los efectos de ligandos enddgenos del AhR (FICZ, KA) en los GM-Mgs y
M-Mes sobre la expresion de citocinas pro- y anti-inflamatorias.

5. Evaluar la accion de antagonistas de AhR como ANF o resveratrol en modelos
murinos de enfermedades inflamatorias, debido a la capacidad del AhR para regular la

sintesis de citocinas involucradas en la patogénesis de dichas enfermedades.
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