CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Unidad Zacatenco

Departamento de Biomedicina Molecular

“Evaluacion de la funcidn del receptor nuclear Nur77 en
la respuesta inflamatoria de macrofagos humanos”

TESIS

Que presenta:

M.C. Eduardo Patino Martinez

Para obtener el grado de Doctor en Ciencias
en la especialidad de Biomedicina Molecular

Directora de la tesis:
Dra. Maria Carmen Sanchez Torres

Ciudad de México Diciembre, 2019



CINVESTAV

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de la Dra. Ma. Carmen Sanchez
Torres, en el departamento de Biomedicina Molecular del Centro de Investigacion y

de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.

COMITE TUTORIAL

Directora de tesis:
Dra. Ma. Carmen Sanchez Torres

Asesores:

Dra. Ma. Teresa Estrada Garcia
Departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV

Dr. Nicolas Villegas Sepulveda
Departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV

Dr. Vianey Ortiz Navarrete
Departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV

Dr. Emilio Joaquin Cordova Alarcon
Instituto Nacional de Medicina Gendmica, INMEGEN

El M.C. Eduardo Patifio Martinez realiz6 esta tesis de doctorado con una beca
otorgada por CONACYT (No. 299431)

| 1



CINVESTAV

AGRADECIMIENTOS

* Al CONACYT por el apoyo econémico facilitado a través de la beca No. 299431 para el

desarrollo de estudios de doctorado.

» Al CINVESTAV por la permitirme formar parte de esta institucion y realizar mis estudios

de doctorado.

» Al Banco de Sangre del centro Médico Nacional “La Raza” y al Centro Nacional de
Transfusion sanguinea por las facilidades para la adquisicibn de los concentrados

leucocitarios utilizados en el desarrollo de este trabajo.

* Ala Dra. Maria Carmen Sanchez por ser parte fundamental en esta etapa de mi formacion

con sus ensefianzas, consejos y paciencia.

* A mis asesores: por todas las observaciones y sugerencias compartidas para mejorar este

proyecto.

* A Maria de Jesus Maqueda, Ninfa Arreola y Julio Ramirez por su apoyo y excelente
trabajo.

* A mis padres Gloria Martinez Gaytan y Sergio Patifio Martinez, mi motivacién y ejemplo a
seguir. Gracias por el apoyo, pero sobre todo por el carifio y la entrega que nos brindan dia

a dia para hacer de mi y mis hermanos mejores personas.
* A mis hermanos Sergio, Omar y Andrea a los cuales les brindo mi admiracién y respeto.

* A mis companeros de laboratorio Angélica, Adrian, Pepe, Gustavo, Eduardo, Erika, Miguel

y Ramén por su amistad y aportes al presente trabajo.

* A los Doctores y compafieros del Departamento de Biomedicina por la disponibilidad para

el uso de sus instalaciones e instrumentacion.



CINVESTAV

CONTENIDO
ABREVIATURAS ...ttt s h et b e s he et bt et e st e s bt et e sbeeat e besaeentesbeenteneas 4
RESUMEN EN ESPARNOL .....ctvuuiimieierieeiseessesssessssessesssssssesssessssesssses s ssssessssessssessssessssnnes 5
RESUMEN EN INGLES ..ottt see s s st anassanssnsssnanes 6
.- ANTECEDENTES. ... oottt ettt sttt ettt e s ae e saae st e s be e be e bt e sbeesateeneeenteens 7
L2 INFIAMEACTON ettt bbbttt 7
1.2 Macrofagos en inflamacCiOn ..o 7
1.3 Polarizacion de 10S MacCrOfagos ..o 9
1.4 Diferenciacion de los monocitos humanos con GM-CSFy M-CSF..................... 11
1.5 El reCeptor NUCIEAI NUITT7.....ociiiiiieieeeeteee sttt 13
1.6 Nur77 en larespuesta inflamatoria........ccceecieieiecicieciceeeseeee e 15
H.-JUSTIFICACION ..ottt sa sttt s s s asnaesansenes 21
HEHIPOTESIS ...ttt sttt st e sans s e s aensssaneenes 21
[V.-OBJETIVO GENERAL.... .ottt sttt ettt st st s beesbeenaees 21
V.-OBJETIVOS PARTICULARES.........o oottt ettt st st st e 21
VIL-MATERIALES Y METODOS .....oooviiieeeeeeeeeeeeveeteee st sae s sesas s sssss s s sassessssassnanes 22
6.1 Aislamiento d€ MONOCITOS ..ottt 22
6.2 Generacion de macrofagos GM Y M ... s 22
6.3 ENSAY0S A€ WESTEIN DIOL. ..ottt s 22
6.4 Determinacion de citocinas en los sobrenadantes de macrdéfagos GMy M..... 23
6.5 EXIracCion 0@ ARN ..ot 23
VIL-RESULTADOS ...ttt sttt sttt ettt et b st sbe et s bt et e bt sae et e sbeeabesbesbeenbens 25
7.1 Macréfagos pro y anti —inflamatorios expresan NUr77 ........cccceoeveeneneccneneneene 25
7.2 Nur77 es inducido en respuesta a la activacion de TLR.......cccccocevvvvivevecieicnene, 26

7.3 Csn-B induce la actividad transcripcional de Nur77 en macrofagos pro y
ANTHNTIAMAIOTTIOS ..ttt st b et e e e neeneene 29

7.4 Nur77 suprime larespuesta inflamatoria inducida tras la activacion del TLR-4

....................................................................................................................................................... 30
VIL-DISCUSION ..o seesssss s esssssssssssssssssesasss s sssssssssssssssssssesssessssessnssens 32
IX.-CONCLUSIONES........ooouiveeeeteceeseeeeseesseees s sees s s sssse s sasssses s ssssessans 39
X.-PERSPECTIVAS ... s 40
XIL-BIBLIOGRAFIA. ...ttt ettt 41



CINVESTAV

ABREVIATURAS
Ab: anticuerpo

COX: ciclooxigenasa

CRP: proteina C reactiva

Csn-B: cytosporone B

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos
IFN: interferén

IxB: inhibidor de kB

IL: interleucina

LPS: lipopolisacarido bacteriano

MACS: Magnetic Cell Sorting

MAPK: proteinas cinasas activadas por mitégenos
MCP: proteina quimioatractante de monocitos
M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos
Mé: macréfago

M¢-GM: macréfagos generados con GM-CSF

M¢-M: macréfagos generados con M-CSF

NBRE: nerve-growth-factor inducible gene B -NGFI-B- responsive element
NF-kB: factor nuclear kB

NOS: sintasa de 6xido nitrico

NUrRE: elemento de respuesta a Nurr

oxLDL: lipoproteina de baja densidad oxidada

PAMP: patron molecular asociado a patégenos

PGN: peptidoglicano

Poli (I:C): &cido poliinosinico-policitidilico

PBS: Buffer salino de fosfatos

gRT-PCR: PCR cuantitativa

siRNA: RNA pequefios de interferencia

SFB: suero fetal bovino

SR-A: receptor scavenger A

SRC-1y SRC-2: co-activadores del receptor de esteroides
TLR: receptor tipo Toll

TNF: factor de necrosis tumoral

NR4AL1 7 : NR4A1 Knock out mice
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RESUMEN EN ESPANOL

Nur77 también llamado NR4Al, pertenece a la subfamilia de receptores nucleares
huérfanos NR4A. Esta involucrado en diversos procesos como inflamacion, proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular. Los estimulos como el lipopolisacarido (LPS) y el
factor de necrosis tumoral (TNF) aumentan la expresion de Nur77 en macréfagos (M¢)
humanos y murinos, lo que sugiere que Nur77 tiene un papel en la respuesta inflamatoria.
Varios reportes han propuesto a Nur77 como un factor anti-inflamatorio. En ese contexto,
encontramos que los niveles basales de ARNm de Nur77 se encuentran incrementados en
los M¢ anti-inflamatorios (generados con M-CSF, M¢$-M), en comparaciéon con los M¢
proinflamatorios (generados con GM-CSF, M¢-GM), diferencia que se mantiene durante la
diferenciacién de monocito a macréfago. Sin embargo, a pesar de estas diferencias de
expresion, el ARNm de Nur77 tiene una mayor vida media en los M¢-GM (45.7 min) con
respecto a los M¢-M (19.0 min). En cuanto a su induccién por estimulos pro-inflamatorios
(PGN, Poly I:C y LPS), Nur77 es rapidamente inducido a nivel de ARNm en los M$-M (1h),
mientras que en los M¢-GM la induccién en mas tardia (4h), a pesar de la rapida caida en
los niveles de mMRNA, los niveles proteicos son rapidamente inducidos solo en la poblacion
de M¢-M (1h), a diferencia de los M$-GM con una induccion tardia (8h). A nivel de ARNm,
las vias de sefializacion que participan en esta induccién son principalmente las vias de las
Mitogen-activated Protein Kinase, (MAPK,especificamente p38) y la via de NF(Nuclear
Factor) - kB, mientras que la cinasa c-Jun N-terminal kinase (JNK) lo regulan
negativamente. Ademas, evaluamos el papel de Nur77 en ambas poblaciones de M¢,
encontrando que su funcién se asocia con la resolucion de la inflamacién, ya que la
activacion de Nur77 con su agonista (Cytosporone B, Csn-B) incrementa los niveles basales
de ARNm de Nur77 en ambas poblaciones, y tras el estimulo con LPS y Csn-B incrementa
los niveles de ARNm de IFNB solamente en M$-M, mientras que de manera importante
disminuye la produccion de TNF e IL-6 en M¢-GM . Lo que sugiere una fuerte asociacion

de este factor de transcripcién con el perfil anti-inflamatorio.
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RESUMEN EN INGLES

Nur77 also called NR4AL, belongs to the subfamily of orphan nuclear receptors NR4A. It is
involved in various processes such as inflammation, proliferation, differentiation and cell
survival. Stimuli such as lipopolysaccharide (LPS) and tumor necrosis factor (TNF) increase
Nur77 expression in human and murine macrophages (M¢), suggesting that Nur77 plays a
role in the inflammatory response. Several reports have proposed that Nur77 is an anti-
inflammatory factor. In this context, we found that the basal levels of Nur77 mRNA are
increased in differentiated anti-inflammatory M¢s (generated with Macrophage colony
stimulating factor, M¢-M) compared to the M¢ proinflammatory (generated with
granulocyte/monocytes colony stimulating factor, M$-GM), a difference that is maintained
during monocyte to macrophage differentiation. However, despite these differences in
expression, the Nur77 mRNA has a longer half-life in the M$-GM (45.7 min) compared to
the M¢-M (19.0 min). While induction by pro-inflammatory stimuli, Nur77 mRNA is rapidly
induced in response to different PAMPs (4h in M$-GM and 1h in M¢-M) at the mRNA level,
while protein levels are rapidly induced only in the population of M$-M (1h), unlike M$-GM
with a late induction (8h). The signaling pathways that participate on mRNA induction are
mainly the Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK, specifically p38) pathway and the NF
(Nuclear Factor) - kB pathway, while c-Jun N-terminal kinase (JNK) regulate it negatively.
In addition, we evaluate the role of Nur77 in both populations of M¢, finding that its function
is associated with the resolution of inflammation, since the activation of Nur77 with its
agonist (Cytosporone B, Csn-B) increases the basal mMRNA levels of Nur77 in both
populations, and after stimulation with LPS and Csn-B increases the levels of IFNB mRNA
only in M¢-M, while significantly decreases the production of TNF and IL-6 in M¢-GM. Which

suggests a strong association of this transcription factor with the anti-inflammatory profile.
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I.- ANTECEDENTES
1.1 Inflamacién

La inflamacion es una respuesta biolégica a la infeccion, dafio tisular o desordenes
autoinmunes, que termina con la restauracion de la homeostasis del tejido. La respuesta
inflamatoria se caracteriza por el reclutamiento, proliferacion y activacién de una variedad
de células hematopoyéticas y no hematopoyéticas y que incluyen neutréfilos, macrofagos
(Md), células linfoides innatas, células NK, linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales,
y que juntas constituyen la respuesta celular que orquesta la reparacién de tejidos *. A nivel
molecular, la inflamacién se caracteriza por la activacién de distintas vias de sefializacion
que culminan en la activacion de diferentes factores de transcripciébn como los factores
nucleares (NF)- kB, las proteinas activadoras (AP)-1y los factores reguladores de interferon
(IRF), por mencionar algunos. La activacién de estos factores de transcripciéon, conlleva a
la liberacién de citocinas y quimiocinas que desencadenan mecanismos de defensa contra
patégenos y promueven el reclutamiento de leucocitos a las zonas de inflamacién *. Estos
mediadores incluyen citocinas, quimiocinas, lipidos (prostanoides, leucotrienos), moléculas
de adhesion, metaloproteasas de matriz (MMP), y enzimas implicadas en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS, ej: NADPH oxidasas) y de nitrégeno (egj: sintasa
inducible del 6xido nitrico -INOS-). Esta misma sefializacién también induce la expresién de
genes que controlan y finalizan la inflamacion para asegurar la reparacion del tejido y la

restauracion de la homeostasis °.

1.2 Macréfagos en inflamacion

Los macrofagos son células derivadas de médula ésea que representan la primera linea de
defensa contra los patdégenos. En un tejido en homeostasis, los macrofagos se encuentran
en contacto continuo con el microambiente con el objetivo de desencadenar una rapida
respuesta en presencia de un antigeno °. Junto con las células dendriticas, los macréfagos
son esenciales para coordinar las repuestas del tipo innato y adaptativo 7. Para la
clasificacion de estas células se han abordado distintos sistemas, siendo el mas aceptado
el conocido como “Sistema fagocitico mononuclear”, descrito por primera vez en 1972 por
van Furth y colaboradores. Este sistema incluye a todas las células mononucleares
altamente fagociticas y sus progenitores de la médula ésea 8. Este sistema, establece que
las células mononucleares se originan a partir de progenitores de medula ésea y

| 7
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posteriormente migran como monocitos a través de sangre periférica infiltrandose en
diferentes tejidos, procediendo a su maduracion y diferenciacion a macréfagos sin
capacidad de proliferacion °.

Sin embargo, este modelo ha sido redefinido (conservandose en casos de respuesta
inflamatoria y en algunos tejidos como son el corazén, la placenta o el intestino) y ahora se
conoce que, durante la embriogénesis, existen precursores provenientes del saco vitelino e
higado que dan origen a los macréfagos residentes °. Ejemplo de lo anterior son los
macrofagos de la epidermis, asi como las células de Langerhans que presentan un origen
compartido, procediendo tanto del higado fetal como del saco vitelino. Otro ejemplo es la
microglia, que deriva exclusivamente de los progenitores del saco vitelino. Es de destacar
el caso de las células de Kupffer en el higado y los macrofagos alveolares del pulmén, los
cuales durante el estado embrionario se derivan de monocitos del higado fetal, en tanto que
después del nacimiento se mantienen de forma autébnoma en condiciones homeostaticas
1113 Una vez en los tejidos, los macréfagos pueden tener diferentes funciones efectoras
que van desde células altamente bactericidas, hasta promover la reparacion de tejido y
angiogénesis. La capacidad de modular sus respuestas efectoras viene dictada por el
microambiente que los rodee, ya que lo macréfagos son capaces de responder a estimulos
propios como externos 15, Cuando un antigeno se genera o alcanza la matriz del tejido
conectivo, los macr6fagos como primera linea de defensa, son activados por sefales
externas como los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS) o los patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPs). Debido a que los macréfagos se encuentran
eguipados con numerosos receptores celulares en la superficie (TLRs, lectinas) e
intracelulares (NLRs) que reconocen estos PAMPs o DAMPs, la activacién de estos
receptores enciende vias de sefalizacibn que promueven la adquisicion de funciones
efectoras que ayudan a la eliminacién y reparacién de dafio %', Una vez activado, el
macréfago libera una gran cantidad de mediadores inflamatorios como por ejemplo factor
de necrosis tumoral (TNF) — a, interleucina (IL)-1B, IL-6, CCL2, IL-8, Péptidos
antimicrobianos, prostaglandinas y leucotrienos. De entre estos mediadores, destaca TNF-
a como la citocina pro-inflamatoria por excelencia induciendo la activacién del endotelio
(incremento de ICAMs, VCAMs, E y P selectina) con el objetivo de incrementar del
reclutamiento de células fagociticas al sitio de inflamacién, ademas induce la maduracion
de las células dendriticas, el incremento de la temperatura, inhibe la replicacion viral e

induce la muerte por apoptosis 8.
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1.3 Polarizacién de los macrofagos

La vasta heterogeneidad funcional de los M¢ esta condicionada por el microambiente
extracelular, de tal forma que las subpoblaciones de M¢ 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 con las necesidades especificas de cada
tejido 192!, Estos estados funcionales y marcas génicas especificas generadas en
respuesta al ambiente extracelular son comunmente llamados estados de polarizacién del
macroéfago (Fig. 1) 2223, Durante la respuesta inmune adaptativa, dos tipos de respuesta
han sido descritas, una denominada Th1 con la activacion de la poblacién de células CD4+
productoras de IFN-y y otro estado de activacién denominado Th2 con la produccion de
citocinas como IL-4 e IL13. El perfil Th1l ha sido definido como inmunoestimulante mientras
que el Th2 como inmunoregulador ?*; ambos regulan directa o indirectamente la respuesta
de todas las células presentes en el sitio, incluyendo los M¢. Los estados de activacion de
los M¢ en estados Thl y Th2 han sido clasificados como M¢ del tipo M1 y del tipo M2,
respectivamente. Los primeros con caracteristicas pro-inflamatorias y los segundos con
caracteristicas anti-inflamatorias. Ambos estados cuentan con la plasticidad como
caracteristica determinante del sistema fagocitico mononuclear, evidenciado in vitro e in

vivo pasando de un perfil pro-inflamatorio hacia uno anti-inflamatorio y viceversa 2?7,

La polarizacién de los M¢ hacia el fenotipo M1 es inducida por exposicion a interferon
(IFN)-y, y ligandos de receptores tipo Toll (TLR), como el lipopolisacarido (LPS). Sus
funciones efectoras son: muerte de microrganismos intracelulares, lisis de células
tumorales, secrecién de citocinas inflamatorias IL-18, IL-6 y TNF-a y polarizantes como
IL-12 e IL-23, las cuales promueven la polarizacién de los linfocitos T cooperadores (Th)
hacia los fenotipos Thl y Th17, respectivamente, asi como secrecién de quimiocinas
inflamatorias como CCL3, CXCL9, CXCL10, y la produccién de ROS (especies
reactivas de oxigeno) y RNS (especies reactivas de nitrégeno) 2. Por otro lado, los M¢
M2 o alternativamente activados son una poblaciéon con una gran heterogeneidad,
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
macrofagos (M-CSF), factor de crecimiento transformante (TGF)-[3, glucocorticoides] o
combinaciones de inmunocomplejos y ligandos de TLRs. Los distintos tipos de M¢ que

se generan tienen en comun la elevada secrecion de IL-10. Sin embargo, dependiendo
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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 inflamacién, la remocion de debris
celular y la regeneracion de los tejidos 2°. Con el afan de generar una nomenclatura que
defina los grupos de M¢ M2 se han establecido nombres especificos que se refieren a
la via de induccion, de tal forma que los M¢ activados por IL-4 e IL-13 se denominan
M¢é M2a, mientras que los M¢ M2b son aquellos que han sido activados mediante
inmunocomplejos y agonistas de TLRs, y aquellos que han sido activados por accion

de factores inmunosupresores se definen como M¢$ M2¢ 30-32,

Diversos estudios han demostrado que la posibilidad de polarizar monocitos purificados
de sangre periférica hacia M$¢ M1 o M$ M2a al incubarlos in vitro en presencia del factor
estimulante de colonias de granulocitos/macrofagos (GM-CSF), en el primer caso o M-

CSF, en el segundo 3.

GM-CSF
| & MCSF ™~ |
- = R I
IFN-y+LPSor TNF | I IL4 and IL-13 | | e *E_;’:"d‘:'m ) / IL-10
\_ % .
N SN a . TN
Sy { '\‘ i hY | - SLAM
. rcoag \ FMHC 1l \ |
| \ ) \
oS - Smc k rg ] __."/MR ____.-’(MHC“ —~— ~MR
] Y Palyamine [~ ERs P I coss iL-1d ]
Rl A / IL-10 high ¥ TGF- l
IL-12 high #—N}: IL-10 12w THF Matrix {wersican
IL-23 - Y .
IL-10 low L5 Decoy IL-1RII i PTX3, o antitrypsin
Clasica Alternativa Tipo I Desactivada
Respuesta Th1: Respuesta Th2: Activacion Th2: Inmunoregulacion,

Inflamaciéntipo I,
Destruccion de paréasitos
intracelulares,
Destruccion de tumor.

Figura 1. Inductores y propiedades funcionales de diferentes poblaciones polarizadas de los

Inflamacion tipo I, Alergia,

Destrucciony
encapsulacion de
paréasitos.

Inmunoregulacion.

depasito de matriz y
remodelado del tejido.

Respuesta Th2: Alergia, inmunoregulacion, destruccion y encapsulacion de
parasitos, depésito de matriz y remodelado, promueve el tumor.

Mds. Modificada de Mantovani et al. %
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1.4 Diferenciaciéon 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, diferenciacion y quimiotaxis 34,

El M-CSF es sintetizado por numerosos tipos celulares (células endoteliales, fibroblastos,
células estromales de medula 6sea, mioblastos, células timicas epiteliales, queratinocitos,
astrocitos, osteoblastos). Se encuentra en el suero en concentraciones de 3-8 ng/ml, y su
produccién puede ser inducida con GM-CSF, TNF, IL-1 e IFN-y .

Por otro lado, el GM-CSF es producido también por una gran variedad de tipos celulares,
dentro de los que se incluyen linfocitos T y B, M¢, células polimorfonucleares, células
estromales, queratinocitos, astrocitos, osteoblastos, células endoteliales y fibroblastos. Su
produccion requiere normalmente de la activacion de estas células, pero puede ser
detectado en suero bajo condiciones homeostaticas (20-100 pg/ml). Aunque su produccion
es local, tiene efectos importantes sobre la actividad de diversos leucocitos circulantes, y
puede actuar de manera paracrina reclutando neutréfilos, monocitos y linfocitos,
incrementando sus funciones en la defensa del hospedero. Por lo tanto, ademas de ser un

factor hematopoyético, presenta caracteristicas de regulador inmunolégico 3638,

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 M¢ 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¢
alveolares tienen propiedades surfactantes deficientes. A partir de algunos estudios en
ratones se ha postulado que el GM-CSF regula el fenotipo y funcién de los M¢ alveolares.
En contraste, el M-CSF regula el desarrollo de otro tipo de M¢, como los residentes en el
peritoneo, M¢$ metaléfilos de la zona marginal del bazo y M¢ subcapsulares en los nédulos

linfaticos 13.

Los M$ humanos M1 (M$-GM) y M2 (M¢$-M) generados in vitro tienen papeles opuestos
durante las respuestas inflamatorias e inmunitarias, y estos M¢ son considerados como
anti- y pro-inflamatorios, respectivamente. Los M¢-M tienen una morfologia elongada en
forma de huso, mientras que los M$-GM son mas redondeados y tienen una morfologia
similar a un “huevo frito”. Las principales diferencias entre ambos estan marcadas por las

[11
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citocinas que secretan, asi como por algunos marcadores especificos de cada poblacion.
Por ejemplo, los M¢ -GM producen IL-1B, IL-6, TNF, IL-12 p40, IL-18 e IL-23, e inducen
respuestas de tipo Thl, por otro lado, los M¢ -M liberan grandes cantidades de IL-10 y
tienen una muy baja capacidad de inducir la proliferacién de los linfocitos T y la secrecién
de IFN-y 349 En cuanto a la expresion de marcadores, los M$p GM se caracterizan por sus
altos niveles de CD1b, CD71, IL-18R, HLA-DQ y del factor de transcripcion PU.1 (familia
Ets), mientras que los M¢$-M presentan una alta expresion de HLA-I, CD11c, CD14, CD16,
CD32, CD115, del receptor scavenger CD163, del receptor de folato (FR)B y de los factores
de transcripcion c-maf y MAFB (familia bZip) 3 2°. En trabajos previos hemos descrito dos
marcadores fenotipicos que permiten discriminar entre una subpoblacién de M¢ residentes
con caracteristicas M2, presentes mayoritariamente en biopsias de tejidos humanos sanos
(el receptor scavenger CD163L1) y M¢ con caracteristicas M1 presentes en biopsias de
tejidos inflamados, como el intestino en la enfermedad de Crohn (la lectina CLEC5A). In
vitro, CLEC5A se expresa preferentemente en los M$-GM y CD163L1 lo hace Unicamente

en los M$-M 4142,

In vitro, ambos tipos de M¢ responden al ser activados por LPS. Sin embargo, como ya se
ha mencionado los M¢-GM responden con una mayor produccién de citocinas pro-
inflamatorias, mientras que los M$-M producen principalmente altas cantidades de IL-10.
Ademas, los M¢-M tienen una mayor activacion de la via de las MAPKs en respuesta a
LPS, esto evidenciado con la mayor fosforilacion de la MAPKK p38 (datos aun no
publicados). Sin embargo, los factores intrinsecos que contribuyen a esta respuesta
diferencial al LPS no estan del todo descritos, por lo que se cree que distintos factores
de transcripcion y vias sefializacion son encendidas de manera preferencial entre una
y otra poblacion. Al respecto, el receptor nuclear Nur77 no ha sido estudiado hasta
ahora en macrofagos humanos polarizados y ha sido reportado como un regulador
directo de la via de sefializacion del factor nuclear (NF) - kB (NF-kB), por lo tanto
catalogado como un factor anti-inflamatorio, que regula la produccion de citocinas,
quimiocinas y moléculas de adhesion 3, por ello, Nur77 puede ser propuesto como una
molécula interesante a ser estudiada en la respuesta inflamatoria en ambos tipos de

macrofagos.

[ 12
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1.5 El receptor nuclear Nur77

Nur77 pertenece a la subfamilia de receptores nucleares NR4A conformada por tres
diferentes receptores Nur77 (NR4A1), Nurrl (NR4A2) y NOR1 (NR4A3). Estos receptores
también reciben el nombre de receptores nucleares huérfanos, llamados asi ya que hasta
el momento ningun ligando natural ha sido identificado por lo que se cree funcionan de una
manera independiente de ligando “#**’. Su estructura contiene dominios ampliamente
conservados entre las diferentes familias de receptores nucleares, y consiste en un dominio
de transactivaciéon independiente de ligando (AF-1) en la region N-terminal, un dominio de
unién a DNA (DBD) altamente conservado compuesto por dos dedos de zinc y un dominio
de union a ligando (LBD) que contiene un dominio de transactivaciéon dependiente de
ligando (AF-2) en su extremo C-terminal (Fig. 2), es importante aclarar que el dominio AF-
2 se cree no es funcional debido a contiene una superficie hidrofilica sobre su LBD, esto
contrario al clasico orificio hidréfobo que media el reclutamiento de moléculas co-
activadoras en otros receptores nucleares “8, por ello se cree que la actividad transcripcional
de Nur77 es independiente de la unién de un ligando al dominio LBD y en su lugar parece

ser dependiente de la actividad co-activadora y transcripcional del dominio AF-1 °,

AF-1 DBD LBD AF-2
— [ 1 I | |
Nur77 A/B D E/F

Figura 2. Representacion esquemaética de los dominios estructurales de Nur77. Dominio de
transactivacion (AF-1), Dominio de unién a DNA (DBD), Dominio de union a Ligando (LBD) y Dominio

de transactivacion -2 (AF-2) *°,

Los receptores NR4A activan la transcripcion uniéndose como mondémeros u homodimeros
sobre secuencias consenso en el DNA de sus genes blanco (Fig. 3); una de ellas es la
secuencia candnica NBRE (nerve-growth-factor inducible gene B -NGFI-B- responsive
element) AITAAAGGTCA 5152 mientras que los homodimeros y heterodimeros entre los
miembros de la subfamilia NR4A se unen preferencialmente al elemento de respuesta a
Nurr (NurRE), constituido de una secuencia relacionada a NBRE (AAATG/AC/TCA) de

repetidos invertidos encontrada en el promotor del gen de pro-opiomelacortina 3. Ademas
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Nur77 y Nurrl pueden heterodimerizar con el receptor Retinoide X (RXR) y activar la
transcripcién a través de un elemento DR-5 de una manera dependiente del 4cido 9-cis-
retinoico °* %, En un inicio se pensaba que los receptores NR4A solamente tenian actividad
transcripcional, sin embargo, estudios recientes aportaron la primera evidencia de que
Nurrl puede también reprimir la transcripcion de genes inflamatorios reclutando complejos

co-represores 6,

Stimuli

NurT?
Expressn:m

- NR4A", o ah
ED @A EDee @D

l ! S

ag, NF-«B, Sp1)}

e .|r>. ........... >

RV R\ VR Y (LAY .
ﬁmge " NurRE | l S

AUV W

Figura 3. Reconocimiento de los elementos de respuesta a NBRE y NURE por factores de

transcripcion de la familia NR4A y otros factores de transcripcion 5° (Campos-Melo D, 2013).

La inaccesibilidad del LBD de Nur77, ha sugerido que las funciones de Nur77 son reguladas
principalmente a nivel de modificaciones postraduccionales. Actualmente se conoce que
los tres NR4A son fosforilados en residuos de serina en respuesta a varias cinasas que se
activan por factores de crecimiento, incluyendo las cinasas activadas por mitégenos
(MAPK), la fosfatidil inositol-3 cinasa (PI3K), la proteina cinasa B (PKB/Akt), la cinasa Jun-
N-terminal (JNK) y la cinasa ribosomal S6 (RSK) °¢-61, Ejemplo de ello, es la fosforilacién

de las serinas 350 y 354 dentro del dominio de unidon a DNA, la cual inhibe la actividad

| 14



CINVESTAV

transcripcional de Nur77, al conferirle una carga negativa a la regiéon DBD % ©, Las
modificaciones postraduccionales de Nur77 pueden por un lado, modular la activacién de
las funciones transactivacionales de Nur77 y por otro lado modificar su localizacién
subcelular, llevandolo desde el citoplasma al nucleo (importacion) o viceversa desde el
ndcleo hacia el citoplasma (exportacién), donde también se ha reportado que Nur77 se
encuentra regulando la activacién de la apoptosis en linfocitos T y células cancerigenas 5.
Ademas, su acetilacion y desacetilacion por las acetil y des-acetil transferasas de histonas,
se ha asociado con su estabilidad y degradacion proteica, respectivamente (mecanismos

de regulacién postraduccional) .

En cuanto a sus funciones, Nur77 se ha propuesto como un factor de regulacion metabdlica
debido a que su activacion induce un incremento en la expresion de genes involucrados en
la gluconeogénesis como glucosa-6-fosfatasa (G6pc), fructosa bisfosfatasa 1 (Fbpl), Fbp2,
y enolasa 3 (Eno3), los cuales contienen secuencias NBRE en sus promotores . También
existen reportes donde la sobre-expresion adenoviral de Nur77 incrementa los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) mientras que disminuye los de lipoproteinas de alta
densidad (HDL), ademas reduce los niveles hepaticos de triglicéridos. Se cree que el efecto
es resultado de la represion del factor lipogénico SREBP1c . Por otra parte, Nur77 regula
la apoptosis de timocitos durante la seleccidn negativa, esto a través de ser inducido por la
activacion del receptor de células T (TCR) donde posteriormente por un lado induce la
expresion de genes apoptéticos y por otro es translocado hacia el citoplasma donde
interacciona con Bcl2 en la mitocondria, desestabilizandola y activando la via intrinseca de

la apoptosis ©’.

1.6 Nur77 en larespuesta inflamatoria

Si bien, se ha reportado que nur77 es inducido rapidamente por diversos factores de séricos
como: VEGF-A, Histamina, serotonina, PAF, trombina, PDGF y EGF %8, recientemente los
miembros de la familia de receptores NR4A han emergido como potenciales reguladores
de la inflamacién; esto debido a su elevada expresion durante procesos inflamatorios como
aterosclerosis, esclerosis y psoriasis °, asi como su induccién en diversas lineas celulares
en respuesta a estimulos como TNF-qa, LPS, PMA y oxLDL . Esto a través de las vias de
sefializacion de NF-kB y MAPK p38 771,

In vitro, se ha demostrado que la expresién de todos los receptores NR4A se ve

incrementada en respuesta al estimulo con LPS bacteriano o TNF sobre M¢ derivados de
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monocitos humanos (Fig. 4a), células mielomonociticas humanas THP-1, M¢ murinos
derivados de médula 6sea, M¢ peritoneales murinos y células macrofagicas murinas
RAW264.7 °. Esta expresion inducible en M¢ se cree que depende de la activacion de la
sefializacion a través de la via de NF-kB, (Fig. 4b) ® 72, y que se comprueba por los
resultados de ensayos con genes reporteros llevados a cabo con las transfecciones de
diferentes construcciones del promotor de Nur77 donde se eliminan distintos fragmentos
del promotor (Fig. 4c). Actualmente en los promotores de ratén y de humano de Nur77 se
han identificado secuencias de unién a NF-kB y AP-1 altamente conservadas, y se ha
confirmado la importancia de los elementos NF-kB ya que su deplecion resulta en una

reduccion del 50-60 % de la actividad de luciferasa .

A) c)
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Figura 4. Andlisis de laexpresién de Nur77, Nurrly NOR1 en respuesta a LPS en Mg humanos.
A) Expresion relativa de los receptores NR4A en M¢ humanos derivados de monocitos tras 5 h de
estimulacién con LPS (500 ng/mL). B) Representacion esquemética de los promotores de raton y
humano de Nur77 y sus posibles sitios de union a NF-kB y AP-1. C) Actividad de luciferasa en células
RAW 264.7 transfectadas con las construcciones indicadas del promotor de Nur77 y tratadas con
PBS o LPS (500 ng/mL) tras 18 h de estimulacion °.

Ademas de los estimulos como el LPS y TNF, también se ha reportado que Nur77 es
inducido en células THP-1 y RAW 246.7 en respuesta a la lipoproteina de baja densidad
oxidada (oxLDL), una variante de la LDL generada de manera natural por el organismo a
partir de un desequilibrio en los sistemas oxidantes y antioxidantes, la cual se ha identificado

como la responsable del inicio del proceso inflamatorio en la aterosclerosis 7. Sin
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embargo, el mecanismo de induccion de Nur77 tras el estimulo con oxLDL no esta
completamente descrito. Se ha propuesto que esta induccion es mediada a través de la via
de sefializacion de las MAPK, especificamente p38, ya que el pretratamiento de células
RAW 246.7 con un inhibidor de p38 y el posterior estimulo con oxLDL disminuye la
expresion de Nur77 ™.

In vivo, el ratén Knock out para Nur77 (NR4A1 ') y de edad avanzada (8 meses) presenta
un estado de inflamacién sistémica, evidenciado por infiltrados celulares en tejidos como el
higado, rifion, bazo y pulmén. Ademas de desarrollar esplenomegalia y tener niveles séricos
de IL-6 incrementados respecto al WT (Fig.5) .

c)
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Figura 5. Los ratones NR4A1 7~ son mas propensos a desarrollar inflamacion sistémica. Bazos
(), tincién con hematoxilina eosina de los tejidos indicados (b), niveles de expresiéon de ARNm de

iI6 y tnf en higado y rifién (c) y niveles séricos de IL-6 pertenecientes a ratones de 8 meses de edad
73

En este contexto, otro grupo ha reportado que los ratones NR4A1 ", son mas sensibles al
choque séptico inducido por la administracion de LPS, provocando una mayor muerte de
ratones NR4A1 7 con respecto a los WT, ademas de que los niveles séricos de TNF, IL-6,
IL-1B y 6xido nitrico se encuentran incrementados con respecto al WT (Fig. 6). In vitro, los
macréfagos peritoneales de estos mismos ratones (NR4Al ) estimulados con LPS,

producen una mayor cantidad de citocinas pro — inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B) 7.
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-

8 semanas

srum NO (M

Figura 6. Los ratones deficientes de Nur77 tienen una mayor sensibilidad al desarrollo de
sepsis inducida por la administracién de LPS. a) sobrevivencia b) Produccién de mediadores
inflamatorios séricos en ratones WT y NR4A1 . Después de la inyeccion de LPS, se obtuvieron los
sueros de ratones (n = 6) en los momentos indicados para el analisis de TNF-a, IL-6 e IL-1B por

ELISA y de NO por bioensayo comercial 4.

Se ha reportado que Nur77 regula la via de NF-«kB a través de diferentes mecanismos, uno
de ellos sefiala que la sobre-expresion de Nur77 en células HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) incrementa la expresién del inhibidor de NF-kB (IkB), a través de los
elementos de respuesta a Nur77 presentes en el promotor de IkB. Como consecuencia, la
translocacion de NF-kB hacia el ntcleo se ve disminuida y con ello la respuesta inflamatoria
5. Al respecto, se ha reportado que la expresion de las citocinas interleucina (IL)-1B, IL-6 e
IL-8 se vio disminuida en células THP-1 que sobre-expresaban Nur77 estimuladas con LPS
o TNF. Tanto los niveles de ARNm como de proteina se vieron disminuidos en comparacion
con las células THP-1 control tranfectadas con los vectores vacios (mock) y posteriormente
estimuladas con LPS o TNF. Este efecto se revirtié cuando se utilizaron RNA pequefios de
interferencia (siRNA) dirigidos contra Nur77 o NOR-1, incrementandose la expresion de IL-

1B e IL-8, ademas de incrementarse la proteina quimioatractante de monocitos (MCP)-1 6.

Otro de los mecanismos propuestos para la regulacion negativa de la inflamacién mediada
por Nur77, es la interaccion entre nur77 y p65, una de las subunidades que pueden formar

parte del complejo NF-kB. En un estado basal esta interaccion impide la uniéon de p65 a los
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elementos de respuesta a NF-kB presentes en los promotores de sus genes blancos. Sin
embargo, tras la activacion de la via de TLR — 4, la activacion de la MAPKKK p38 fosforila
a nur77 en una region del sitio de unién a ligando liberando asi a p65 y permitiendo la
regulacion de sus genes blancos, entre los que destacan los de caracter pro — inflamatorio
(Fig. 7) ™.

Inflammation

Figura 7. Nur77 inhibe latranslocacion nuclear de la subunidad p65 de NF-kB. Nur77 interactia
con la subunidad p65 a través de su dominio de transactivacion N-terminal. Cuando las células son
estimuladas con LPS se induce la activacion de la cinasa p38, que a su vez se une al LBD de Nur77
y fosforila los residuos Thr2” y Thrl43 de Nur77, propiciando la liberacion de la subunidad p65 y por
lo tanto liberando a p65 para su unién con los elementos de respuesta a NF-«kB. La fosforilacion de
Nur77 puede ser inhibida mediante el compuesto n-pentil 2-[3,5-dihidroxi-2-(1-nonanaoil) fenil] acetato
(PDNPA), el cual se une a Nur77 y bloquea el sitio de unién a p38, lo que a su vez impide la liberacién

de p65 y por lo tanto impidiendo la expresién de genes pro-inflamatorios 74.

En un estado con baja expresién de Nur77 (NR4A1 7), existiria una mayor cantidad de
complejos NF-kB disponibles que se traducen en una mayor expresion de moléculas con
caracter pro-inflamatorio. Definir los mecanismos de regulacién permitiria que moléculas

como el PDNPA sean utilizadas para la regulacion de procesos inflamatorios cronicos.

Por otro lado, en un modelo de estudio de colitis experimental, también se ha reportado la

interaccion directa de Nur77 con el factor asociado al receptor de TNF (TRAF) - 6, esta
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interaccion impide la ubiquitinacion de TRAF-6, la cual es necesaria para la interaccion

entre TRAF-6 y TAK1 para la correcta sefializacion y activacion de la via de NF-kB (Fig. 8)
7

A

Mormal expression and function of
NURTT in the gut
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Figura 8. Modelo de la regulacién de la sefalizacion de TLR-IL-1R mediada por Nur77 en
enfermedad inflamatoriaintestinal. De manera normal la activacion de la via TLR-IL-1R es inhibida
por Nur77 mediante su interaccidn con TRAF-6: La interaccién impide la oligomerizacion y
ubiquitinacion de TRAF-6 y con ello la subsecuente activacion de NF-kB y la produccién de citocinas
pro-inflamatorias. Cuando la expresion de Nur77 esta disminuida existe una activacion exacerbada
de la via TLR-IL-1R que conlleva a la activacién excesiva de NF-kB y a la produccion de citocinas

pro-inflamatorias 77.
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I1.-JUSTIFICACION

Los M¢ polarizados M1 (GM) y M2 (M) responden a LPS de manera diferencial, los primeros
con una mayor produccion de factores pro-inflamatorios, mientras que los M¢ M2 presentan
un claro perfil anti-inflamatorio. Sin embargo, los factores que contribuyen a esta respuesta
diferencial estan sélo parcialmente descritos. Recientemente, el factor nuclear Nur77 ha
surgido como un factor anti-inflamatorio que limita la inflamacién por mecanismos que
involucran la inactivacién de NF-kB p65. Ademas, su ausencia se ha asociado con una
respuesta inflamatoria exacerbada en sepsis, aterosclerosis y colitis. Al respecto, se ha
reportado que, en algunas enfermedades inflamatorias cronicas, la poblacion de
macrofagos predominante es la M1 o pro-inflamatoria (GM). Por lo que el conocimiento de
la actividad y funcion del receptor Nur77 en la respuesta inflamatoria en macréfagos

polarizados, podria servir para proponer a Nur77 como blanco terapéutico.

l.-HIPOTESIS

Nur77 regula la respuesta inflamatoria de los macrofagos polarizados con GM-CSF y M-
CSF

IV.-OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcion de Nur77 en la modulacién de la respuesta inflamatoria de los

macrofagos humanos polarizados.

V.-OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar la expresion del ARNm de Nur77 en macréfagos polarizados con GM y M-CSF.
2.- Evaluar la vida media del ARNm de Nur77 en macréfagos polarizados con GM y M-CSF.

3.- Evaluar la expresion de Nur77 en respuesta a estimulos pro-inflamatorios como LPS,
Poli I:C y PGN, asi como las vias de sefializacién que conllevan a su induccion.

4.- Evaluar el efecto de la activacion de Nur77 sobre la sintesis de algunos genes regulados
por Nur77.

5.- Analizar el efecto de la activacion de Nur77 sobre la produccion de citocinas en los
macrofagos estimulados con LPS
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VI.-MATERIALES Y METODOS

6.1 Aislamiento de monocitos
Los concentrados leucocitarios fueron obtenidos a partir de donantes sanos del Banco de

Sangre del CMN “La Raza” del IMSS y el Centro Nacional de Transfusién Sanguinea. Las
células fueron sometidas a un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (densidad 1.077
g/mL). Las células fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 30 min a temperatura ambiente
y se aislaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). La poblacion de
monocitos CD14+ fue purificada mediante seleccion positiva MACS (Magnetic Cell Sorting)
utilizando un anticuerpo (Ab) anti-CD14 conjugado con microesferas magnéticas (Miltenyi

Biotec).

6.2 Generacién de macr6fagos GMy M
Los monocitos CD14+ se cultivaron a una densidad de 0.7 x 10° células/ml en medio de

cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 mM
y antibidticos 1%. El medio fue suplementado con GM-CSF (1000 U/ml, ProBiomed) o con
M-CSF premium grade (10 ng/ml, Miltenyi Biotec) para inducir la diferenciacion de los
monocitos hacia M¢ de tipo GM y M respectivamente 8. Las citocinas se adicionaron al
tiempo 0, dia 2 y dia 4. Una vez alcanzado el sexto dia los M¢ maduros fueron sometidos
a diversos estimulos a diversos tiempos segun lo requerido. Los siguientes reactivos fueron
utilizados: Cytosporone B (Csn-B, 1lug/mL, Sigma Aldrich) Lipopolisacarido (LPS,
Escherichia coli0111:B4, 100 ng/ml, Sigma Aldrich), peptidoglicano (PGN, 10 ug/mL), &cido
poliinosinico-policitidilico [Poli (I:C), Invivogen, 50 pg/mL], BIRB0796 (0.1uM) como
inhibidor de p38MAKP, U0126 (2.5 uM) como inhibidor de MEK, SP600125 (30 pM) como
inhibidor de JNK y BAY-117082 (10 uM, Sigma Aldrich) como inhibidor de NF-«B.

6.3 Ensayos de Western blot
Los lisados totales se obtuvieron con SDS 5 %, sonicados y centrifugados a 14,000 rpm por

30 min. El sobrenadante se recupero y posteriormente se cuantifico la cantidad de proteina
obtenida mediante el kit DC Protein Assay Reagent (BioRad). 30 pg de proteina fue diluida
en buffer de carga para su posterior resoluciéon en geles SDS-PAGE al 10% bajo
condiciones reductoras. A continuacion, las proteinas fueron transferidas a membranas de
PVDF. Las membranas fueron bloqueadas con TBS-T (Tris 0.2 M, NaCl 1.37 M, 0.1%
Tween 20) y leche en polvo al 5%, lavadas con TBS-T, e incubadas con los Ab primarios
anti-Nur77 (Cat. Sc-365113, Santa Cruz Biotech, dilucién 1:1000), o Anti-y-Tubulina (Cat.
T5326, Sigma Aldrich, dilucién 1:1000) diluidos en TBS-T con BSA 0.1% durante toda la
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noche a 4°C. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS-T e incubadas con
los correspondientes Ab secundarios conjugados a peroxidasa (Dako). La reacciéon se

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

6.4 Determinacion de citocinas en los sobrenadantes de macréfagos GMy M
Los M¢ fueron cultivados a una densidad de 0.7 x 108 células/ml en placas de 48 pozos.

Una vez alcanzado el sexto dia de diferenciacion, los M¢ fueron sometidos a los siguientes
estimulos: LPS (100 ng/mL) en presencia o ausencia de Csn-B (1 pg/mL) durante 18 h. Una
vez terminado los tiempos de estimulacion el sobrenadante fue recolectado y guardado a -
80°C hasta su analisis mediante kit de ELISA comerciales (BD Biosciences) para TNF, IL-
10, IL-6 e IL-8.

6.5 Extraccion de ARN
Una vez recolectadas las células, la extraccion de ARN se realizé con el reactivo Trizol®

(Ambion). Se afiadieron 250 pL de trizol a 5-7 x 10° células. Posteriormente, la mezcla se
agité en vortex y se conservo 5 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugé a
10,000 rpm por 15 min a 4°C y se obtuvo la fase acuosa, a la cual se le afiadieron 125 pL
de isopropanol, se mezcld por inmersién y se incub6 10 min a 4 °C. Posteriormente se
centrifugo a 10,000 rpm por 10 min a 4°C y se deseché el sobrenadante. A continuacion,
se adicionaron 250 pL de etanol 75 %, se mezcld y se centrifugé nuevamente a 8,000 rpm
por 5 min a 4°C. El sobrenadante se desechd y se afadieron nuevamente 125 uL de
isopropanol, se mezclé por inmersién y se incub6 10 min a 4 °C. Posteriormente se
centrifugo a 10,000 rpm por 10 min a 4°C y se desechd el sobrenadante. A continuacion,
se adicionaron 250 pL de etanol 75 %, se mezcld y se centrifugé nuevamente a 8,000 rpm
por 5 min a 4°C. El sobrenadante se deseché y el ARN se resuspendi6 en 15 pL de agua-
DEPC. ElI ARN se incub6 a 60°C por 10 min y finalmente se cuantificé y evalué su integridad
en un gel de agarosa al 1 %. Se tomaron 1000 ng de RNA y se procedio con la generacion
de cDNA utilizando el kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis.

El andlisis de expresion génica mediante PCR cuantitativa (QPCR) utilizando las sondas y
oligonucleétidos predisefiados de Applied Biosystems (TagMan® Gene Expression Assays)

en el sistema 7500 de Applied Biosystems, bajo las siguientes condiciones:
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Componentes de reaccién

ML para Rx. Vol total de 20 pL

20X TagMan® Gene Expression Assay

0.5

2X TagMan® Gene Expression Master Mix

10

cDNA template (1 to 100 ng)

9.5 uL (25 ng)

PCR
Incubacién Activacion 40 ciclos
UNG AmpliTaq Gold Desnaturalizacién | Alineamiento/Extension
Temperatura 50°C 95 °C 95 °C 60 °C
Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min
Volumen 20 uL

Los valores de ACt (cycle threshold) se obtuvieron relativizando cada valor de Ct del gen

problema al valor de Ct de TBP. Para comparar los niveles de transcritos entre dos

condiciones problema se empleé la formula Qr = 244% donde la AACt entre dos condiciones

se calculé con la siguiente formula:

AACt (condicién 1 - condicién 2) = (ACtgen»TBP)condicién 1- (ACtgen—TBP)condicién 2.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando los paquetes Excel y GraphPad Prism version 5.

Se utilizé el test paramétrico t de Student y los grupos de valores se expresaron como la

media + SD. Un valor de p<0.05 se consideré estadisticamente significativo.
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VII.-RESULTADOS

7.1 Macroéfagos pro y anti — inflamatorios expresan Nur77

Debido a su asociacion con el perfil anti-inflamatorio, primero decidimos evaluar la
expresion de ARNm de Nur77 en M¢-GM y M¢-M (Materiales y métodos) obtenidos a partir
de monocitos de 25 donantes sanos. Una vez diferenciados, al sexto dia evaluamos por
gRT-PCR y encontramos una mayor expresion de ARNm de Nur77 en Mé$-M (Fig. 9A).
Como la diferenciacion de los macrofagos a partir monocitos humanos toma seis dias,
decidimos evaluar la expresion de ARNm de Nur77 en monocitos, al primero, tercero y sexto
dia (Fig. 9B). Encontramos que los monaocitos no diferenciados expresan altos niveles de
ARNmM de Nur77, similares a los niveles encontrados en M¢-M al sexto dia. En ambas
poblaciones, en relacion con los niveles detectados en monocitos, los niveles de ARNm de
Nur77 disminuyen drasticamente el primer dia, para luego, al tercer dia aumentar de
manera muy significativa. Los M¢-GM alcanza sus niveles mas altos en este punto (tercer
dia), incluso alcanzando niveles mas altos que los encontrados en los M¢-M. A partir del
tercer dia, los niveles de ARNm en los M¢-GM disminuyen hasta alcanzar el sexto dia,
mientras que en los M¢-M continlan aumentando hasta alcanzar los niveles encontrados
en monocitos (T0). Debido a la mayor expresion en los M¢-M, decidimos evaluar si existen
diferencias en la vida media del ARNm entre ambas poblaciones (Fig. 9C). Tratamos a los
macrofagos con un inhibidor de la transcripcion, Actinomicina D (5 pug / mL) durante los
tiempos indicados y posteriormente a través de qRT-PCR se evaluaron los niveles de
ARNmM. Inesperadamente, encontramos un tiempo de vida media mas alto en M$-GM de
45.7 min y de 19.0 min para M¢-M (Fig. 9C).
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Figura. 9 Expresion del ARNm de Nur77 en macr6fagos GM y M. Los monocitos primarios se
cultivaron en presencia de GM-CSF y M-CSF durante seis dias (M$-GM y M¢-M), al sexto dia se
evalué la expresion de Nur77 a través de qRT-PCR (A). La expresion de Nur77 también se evalud
durante la diferenciacién de macro6fagos en TO, primero, tercero y sexto dia por qRT-PCR (B). Para
la determinacion de la vida media de ARNm de Nur77, M¢-GM y M¢-M se trataron con Actinomicina
D (5 ug / ml) en los tiempos indicados y los niveles de ARNm se evaluaron por gRT-PCR (C). La vida
media se calcul6 utilizando la ecuacién de la recta. Expresion relativa de ARNm a TBP. Estadisticas:

prueba t de dos colas emparejada. * p = <0.05.

7.2 Nur77 es inducido en respuesta a la activacion de TLR

Debido a que se ha reportado que la expresiéon de Nur77 se induce en respuesta a
diferentes estimulos proinflamatorios 7°, decidimos evaluar la expresién del ARNm de Nur77
después de la activacion de TLR-2, 3 y 4 a los tiempos indicados para cada poblacion (Fig.
10A). Nur77 en M¢-M se induce rapidamente después de la activacion de TLR-3 y 4
alcanzando el pico de expresion en tan solo una hora, mientras que tras la activacion de
TLR-2, el pico de expresion se alcanza a las dos horas. De manera interesante, la induccién
de Nur77 en, M$-GM fue mas tardia con respecto a la observada en M¢-M, ya que el pico
de expresion para todos los PAMPs se observé a las cuatro horas. Los resultados en los

M¢-M coinciden con informes anteriores en los que Nur77 se induce rapidamente y tiene
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una rapida caida alcanzando los niveles basales en tan solo dos horas. Posteriormente,
debido a que TLR-4 sefializa por las vias de TRIF y MyD88, decidimos comparar los niveles
alcanzados en los picos de induccidén entre ambas poblaciones después de la activacion
con los distintos PAMPs, y observamos que, de una a cuatro horas, los niveles alcanzados
en los M¢-M siempre son mas altos que los encontrados en M¢-GM (Fig. 10B, se muestran
los valores de expresion relativos a la expresion en M¢p-GM). Cuando analizamos los niveles
de proteina (Fig. 10C), detectamos una baja expresion de Nur77 a nivel basal en ambas
poblaciones, sin embargo, después de la activacion de TLR-4, Nur77 se induce
rapidamente en los M$-M (una hora) y continla aumentando hasta las ocho horas, mientras

que la induccién de proteina en los M$-GM es tardia y se observa un incremento hasta las

ocho horas.
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Figura. 10. LPS induce la sobreexpresion de Nur77 en macrofagos M-CSF. Al sexto dia de
diferenciacion los macréfagos se estimularon con PGN (10 pg / ml), Poli I: C (50 pg / ml) o LPS (100
ng / ml) a los tiempos indicados, la expresion de ARNm de Nur77 se evalué mediante gRT-PCR (A).
Comparacion de los niveles de ARNm de Nur77 entre los picos de expresion de M¢-GM y M después
de la activacién con PGN, Poli I:C y LPS (B). Expresién de proteina (C) de Nur77 en M¢-GM y M
tratados con LPS (100 ng / ml) a los tiempos indicados. expresion de ARNm. ref. Estadisticas: prueba

t de dos colas emparejada * p <0.05
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Como se ha reportado, Nur77 es inducido a través de la activacion de la via NF-kB © y
MAPK t, Debido a esto, decidimos inhibir las dos principales vias activadas después de la
activacion de TLR-4 (vias NF-kB y MAPKSs). Los macréfagos fueron pretratados durante
una hora con el inhibidor p38MAPK BIRB0796 (0.1 uM), el inhibidor MEK U0126 (2.5 uM),
el inhibidor JNK SP600125 (30 uM) y el inhibidor NF-kB BAY-117082 (10 uM) antes del
tratamiento con LPS (Fig. 11). Encontramos una reduccién significativa en la expresién del
ARNmM de Nur77 en presencia del inhibidor de NF-kB a las cuatro horas en M¢-GM y una
disminucién importante pero no significativa a una hora en M¢-M. El efecto principal en la
reduccién de Nur77 se observo en presencia del inhibidor de p38, reduciendo la expresion
de Nur77 en una y dos horas solo para M$-M. No encontramos ningun efecto sobre la
inhibicion de MEK, por lo que ERK1 / 2 parece no participar en la induccién de Nur77.
Ademas, encontramos un efecto de induccion solo en M¢-M cuando se inhibe JNK, este
resultado es interesante ya que no hay informes asociados entre la sefializacion de JNK y

la expresion de Nur77.

4 BAY BIRB uo SP600
~ BAY BIRB uo SP600 4
g Do
- = 2h 3 E ;E
o
2 21 s 5 7]
A o *  mE 4h
¢ a
(=% [
x =
)
@ 50
50 2
ko) k<]
:( L o4
b4 < *
& * E p=0.0751 p=0.0568
:
< a4
3 3
24 04
4 z
4 GM 6 M

Figura. 11. NF-kB y MAPK p38, contribuye a la inducciéon de Nur77 después de la activacion
de TLR-4 en macréfagos M-CSF. Expresion del ARNm de Nur77 tras el pretratamiento una hora
con el inhibidor de MAPK p38 BIRB0796 (0.1 uM), el inhibidor de MEK U0126 (2.5 uM), el inhibidor
de JNK SP600125 (30 pM) o el inhibidor de NF-kB BAY-117082 (10 uM) y la estimulacion con LPS
(100 ng / mL) durante 1, 2 o 4 horas. Expresion relativa de ARNm. Estadisticas: prueba t de dos

colas emparejada * p <0.05
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7.3 Csn-B induce la actividad transcripcional de Nur77 en macréfagos proy
antiinflamatorios

A continuacion, decidimos evaluar el efecto de la transactivacion de Nur77 a través de su
activacion con un agonista especifico, el Cytosporone B (Csn-B), que interactta en la Tyr
453 del LBD y aumenta la actividad transcripcional de Nur77 induciendo asi su interaccion
con los coactivadores del receptor de esteroides (SRC-1) y SRC-2) ®. Para nuestro objetivo,
estimulamos ambas clases de macréfagos con Csn-B (1 pg / ml) durante dos horas y
evaluamos la expresién de NR4A1l, CD36, MSR1, TNF, IL6, CCL2 e IL10, algunos de los
genes reportados como genes diana de Nur77 (Fig. 12). Encontramos en ambas
poblaciones una induccion del ARNm de Nur77 en ambas poblaciones, estos resultados
evidencian la activacién de Nur77 en nuestro sistema de polarizacion utilizando un agonista.
Observamos un aumento en TNF e IL10 a las 12 horas en M¢-GM, mientras que en M$-M
observamos una disminucion en la expresion de IL6. Estos resultados demuestran que la
actividad transcripcional de Nur77 puede ser activada por Csn-B en nuestro sistema, por
esa razén y debido a que la activacién de Nur77 inhibe la respuesta del LPS (ligando TLR-

4), decidimos tratar a los M¢-GM y M con LPS en presencia de Csn-B.
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Figura. 12. Activacion Nur77 en M¢-GM y M. M$-GM (A) y M¢-M (B) se trataron 0 no con agonista
de Nur77 Csn-B (1 pg / mL). La expresion de NR4Al, CD36, MSR1, TNF, IL6, CCL2, e IL-10 se
evalué mediante RT-gPCR. Los niveles de ARNm son relativos a la expresién en los macréfagos
tratados con DMSO. Expresion relativa de ARNm a TBP. Estadisticas: prueba t de dos colas

emparejada. * p = <0.05
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7.4 Nur77 suprime la respuesta inflamatoria inducida tras la activacion del
TLR-4

Con el objetivo de determinar si la activacion de Nur77 (tratamiento con Csn-B) podria
modular la respuesta inflamatoria en macréfagos humanos polarizados, decidimos
estimular ambas poblaciones con LPS (100 ng / ml) y al mismo tiempo activar Nur77 con
su agonista, el Csn-B. Evaluamos la produccién de algunas citocinas y quimiocinas,
ademas de ICAM1 (un gen sefialado como gen blanco de Nur77) alas 2y 12 horas (para
la expresiéon de ARNm) (Fig. 13) y para los niveles de proteina a las 18 horas (Fig. 14). A
nivel de ARNm esperdbamos una disminucion de las citocinas del tipo pro-inflamatorio, sin
embargo, en citocinas como IL-6 e IL-18 en M¢-GM, se observa una clara tendencia a
incrementar a las 12 h, al igual que TNF en los M¢-M, mientras que de manera importante
en estos macréfagos encontramos un incremento significativo a las 12 h en los niveles de

IFN-B, una citocina encargada de la respuesta antiviral.
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Figura. 13. Nur77 regula la expresion de IFNB tras la activacion de TLR-4. Expresion de ARNm
en M¢-GM (A) y M$-M (B) tratados con LPS (100 ng / ml) en presencia o ausencia de Csn-B (1 pug /
ml) a los tiempos indicados. Los valores representan los cambios relativos con respecto a la

expresién basal. Estadisticas: pruebat de dos colas emparejada * p <0.05, ** p <0.005, *** p <0.0005.

En cuanto a los niveles proteicos, encontramos una reduccién importante en la produccion
de TNF-a en ambas poblaciones. La expresion de IL-10 parece aumentar en un nivel no
significativo en M¢-M, mientras que en los M¢-GM aumenta de manera importante. La

expresion de IL-6, IL-8, e IL-1B se regula negativamente en M¢-GM (Fig. 14). Estos
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resultados confirman por primera vez los efectos anti-inflamatorios de Nur77 después de la
activacion de Csn-B en un sistema de polarizacién de macréfagos humanos, con una

importante regulacion sobre el perfil de citocinas en macréfagos proinflamatorios.
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Figura. 14. Nur77 regula larespuesta inflamatoria inducida tras la activacion de TLR-4. Niveles
proteicos de TNF, IL-18, IL-6, IL-8 e IL-10 en M¢-GM y M tratados con LPS (100 ng / ml) en presencia
0 ausencia de Csn-B (1 pg / ml) a los tiempos indicados. Los valores de proteinas fueron relativos a
los macréfagos estimulados con LPS. Estadisticas: prueba t de dos colas emparejada * p <0.05, **
p <0.005, *** p <0.0005.

Realizar el Knock down de Nur77 previo a la estimulacion con LPS en estas células
evidenciaria si Nur77 es indispensable para regular la respuesta inflamatoria en los M¢-M,
sin embargo, durante los intentos realizados durante este trabajo, no nos fue posible
disminuir la expresién de Nur77, muy probablemente debido a los mecanismos altamente
sensibles y especificos sobre la regulacién postranscripcional que existe sobre su ARNm 7

y la fuerte induccion en respuesta a la activacion de TLR-4 (Fig.10).
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VIII.-DISCUSION

El estudio de la respuesta inflamatoria ha permitido identificar citocinas, factores de
crecimiento y células, que promueven y participan en la inflamacién. Sin embargo, los
mediadores de la transcripcion que se activan en respuesta a sefiales proinflamatorias y
que también conducen a la resolucion de la inflamacién se han descrito solo parcialmente.
En este contexto, a Nur77 se le ha atribuido un papel anti-inflamatorio, segun los reportes
en los que la sobreexpresién de Nur77 en células THP-1 reduce los niveles de citocinas
proinflamatorias IL-6, IL-1f3 e IL-8 después de la estimulacion con LPS o TNF, mientras que
la disminucién en la expresion de Nur77 revierte este efecto . Ademas, in vivo la
deficiencia de Nur77 ha evidenciado las funciones anti-inflamatorias y ateroprotectoras de
Nur77, dado que los ratones deficientes en Nur77 inyectados por via intraperitoneal con
LPS tienen una mayor susceptibilidad a morir por choque séptico 7421,

Nuestros resultados apoyan la teoria de Nur77 como factor anti-inflamatorio. Primero,
nuestro grupo de investigacion encontr6 que los M$-M (anti-inflamatorios) tienen una mayor
expresion basal de ARNm de Nur77 con respecto a los macréfagos proinflamatorios (GM-
M¢) (Fig. 9A). En relacién con estos resultados, hay informes que proponen a Nur77 como
factor maestro de diferenciacion y supervivencia de monocitos murinos, especificamente
de la poblacién Ly6C-, una poblacion celular llamada "monocitos patrulleros" que después
de atravesar el endotelio, alcanzan el tejido y se polarizan hacia un fenotipo “M2-like” (anti-
inflamatorio) ¢, y que in vivo producen grandes cantidades de IL-10 tras una infeccién
bacteriana . Mientras que la deficiencia de Nur77 en ratones knock-out NR4A1 (NR4A1
) de edad avanzada (8 meses), polariza a los macro6fagos hacia un fenotipo M1
proinflamatorio con un aumento en los niveles del ARNm de tnf, il6, cxclll, indo
(marcadores M1) 3. Ademas, los ratones NR4A1 /- exhiben una deficiencia selectiva de
estos monocitos “patrulleros”, lo que demuestra la importancia de Nur77 en el desarrollo de
esta poblacion . Otro grupo informa que una sub-poblacién de monocitos humanos
(clasificados en tres grupos, basados en la expresién de CD14 y CD16) presentan una
expresion diferencial de Nur77 a nivel de ARNm, encontrando que los monocitos
CD14+CD16- con caracteristicas proinflamatorias y una alta respuesta a LPS, tienen una
expresion mas baja del ARNm de Nur77, mientras que la poblacion de CD14dimCD16 +,
analoga a los monocitos "patrulleros" de Ly6C- en ratones, tiene una mayor expresion de
Nur77 y una menor respuesta a LPS (evidenciado por la menor produccién de TNF-a) 884,

una respuesta muy similar al de los M$-M evaluados en el presente trabajo.
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Estos y nuestros resultados proporcionan evidencia adicional sobre el papel de Nur77
durante la diferenciacién de monocitos y su asociacion con el perfil anti-inflamatorio. Con el
objetivo de observar como se expresa el ARNm de Nur77 durante la diferenciacién de
monocitos hacia macréfagos (Fig. 9B), evaluamos la expresion del ARNm de Nur77 en
monocitos humanos totales y encontramos una mayor expresion en estos con respecto a
los macréfagos de dia seis. La mayor expresion de Nur77 en estas células puede deberse
a los distintos factores séricos, en relacion a esto, se ha reportado que la activacion del
receptor A2a, un receptor de adenosina, induce la expresion de todos miembros de la
familia NR4A en PBMC humanos &, ademas la adherencia de monocitos sobre placas de
cultivo plasticas induce la expresion de todos los miembros de la familia NR4A 8, también
los niveles de lipidos en suero se correlacionan con una mayor expresion de ARNm de
Nur77 en monocitos totales &, es decir, elevados niveles séricos de lipidos parecen inducir
la expresion de Nur77 tanto a nivel de ARNm como proteico. Otros factores séricos, como
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), la trombina, el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), la histamina, el factor de activacion de plaquetas (PAF) y la serotonina
68,88 también se ha reportado inducen la expresion de Nur77. Por lo tanto, no descartamos
que esta alta expresion se deba al contacto previo con estos factores. De hecho, la
serotonina podria ser un inductor directo y que favorezca la expresién de Nur77 en nuestro
sistema, debido a la fuerte asociacion entre la serotonina y la polarizacion alternativa hacia
M¢-M, ya que se ha reportado que la sefalizacién de 5-hidroxitriptamina a través de los
receptores de serotonina (Receptor de Hidroxitriptamina 2B, HTR2B y el Receptor
Hidroxitriptamina 7, HTR7), regula positivamente los genes asociados a la polarizacion M2
(SERPINB2, THBS1, STAB1, COL23A1), y reduce la expresion de los genes asociados a
M1 (INHBA, CCR2, MMP12, SERPINE1, CD1B , ALDH1A2) #. Sin embargo, no se ha
estudiado una relacién directa entre la serotonina y la expresién de Nur77 en M¢. Aunque,
si se ha reportado que la expresion del receptor del factor estimulante de colonias 1 (CSF-
1R, receptor del M-CSF) esta regulada directamente por Nur77 %, hasta el momento no se
ha reportado que Nur77 se ha inducido en respuesta a la sefializacion por M-CSF, por lo
que no descartamos que uno de los factores inductores de Nur77 en nuestro sistema sea
el propio M-CSF. Durante la diferenciacion de macréfagos, también encontramos una
mayor expresion del ARNm de Nur77 en los M-M¢, por lo que nos preguntamos si habria
diferencias en la estabilidad de ARNm entre ambas poblaciones. Como ya se menciond, el
ARNmM de Nur77 tiene una vida media mayor en los M¢-GM (45,7 min) que la encontrada

en los M¢-M (19,0 min) (Fig. 9C), en este aspecto, se ha reportado que la vida media del
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ARNmM de Nur77 es aproximadamente de 25 minutos en linfocitos humanos activados por
co-estimulacion con aCD3 + aCD28 °', ademas esto concuerda con la vida media de otros
genes de respuesta temprana (como Nur77) gue también tienen una vida media muy corta.
Estos genes como FOS, JUN y MYC, tienen secuencias especificas en su 3'UTR, llamados
elementos Ricos en Uridina Adenilato (ARE) que regulan la desintegracion de ARNm a
través de su interaccion con proteinas de union de ARES, promoviendo la des-adenilacion
y degradaciéon del ARNm por la actividad exonucleasa 3-5° de los exosomas % %,
Construcciones fusionando los 3’"UTR de genes de respuesta temprana (como lo es Nur77)
con un ARNm estable como el de la B-globina, incrementa la inestabilidad del ARNm,
corroborando asi, que las regiones 3'UTR contienen las secuencias que regulan la
estabilidad. Debido a que se han encontrado AREs en el NR4A1 3'UTR (*?) y logramos
detectar el ARNm de Nur77 en estado basal, a pesar de su rapida tasa de degradacion,
esto nos hace pensar que la rapida degradacién estd equilibrada por una rapida
transcripcién. Sin embargo, determinar esto requiere de otras técnicas (Run-ON) que no
han sido abordadas en el presente trabajo. En el contexto de los mecanismos de regulacion
post-transcripcional, recientemente se ha reportado que la expresion de una isoforma de
NR4A2 (Nurrl) esta regulada por miARNS, especificamente por miR-93, miR-204 y miR-
302. Estos miARN reconocen secuencias especificas en el 3-UTR y median su degradacion
% En cuanto a Nur77, la estabilizacion de su ARNm es regulada por ARN largos no
codificantes (INcARN) (esto reportado en tejidos de cancer colorrectal (CCR)),
especificamente el NR4A1AS (un IncARN) estabiliza el ARNm de Nur77 mediante la
formacion de complejos de ARN-ARN mediante emparejamiento parcial de bases y por lo
tanto aumentando su expresion %. En el presente trabajo no hemos evaluado estos
aspectos a profundidad, sin embargo, no descartamos que las diferencias encontradas en
la vida media del ARNm entre ambas poblaciones de M¢, puedan deberse a la expresion
diferencial de miRNA y IncRNAs encargados de regular la expresion del ARNm de Nur77
entre ambas poblaciones. Ademas, seria interesante encontrar las proteinas (Proteinas de

union a ARES) o ARNs que regulan su estabilidad a través de su interaccion sobre el 3'UTR.

Debido a que se ha reportado que la expresion de Nur77 es inducida por diferentes
estimulos proinflamatorios como LPS y TNF-a en células THP-1, monocitos humanos
primarios, macréfagos murinos °, oxLDL en macréfagos murinos * y PGF2 en células
liteas °¢. En el presente trabajo decidimos evaluar este aspecto, encontrando que Nur77
es inducido tras la activacion de distintos TLR (2, 3 y 4) en ambas poblaciones de M¢. Ya

gue Nur77 se ha clasificado como un gen de respuesta temprana, con una induccién rapida
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(minutos), alcanzando sus niveles mas altos en una hora y disminuyendo a niveles basales
en las préximas dos horas °’, nosotros esperdbamos encontrar este comportamiento en
ambas poblaciones, sin embargo, a diferencia de las propiedades reportadas para genes
de respuesta temprana, en los M¢-GM la induccion de Nur77 es tardia y alcanza sus niveles
mas altos a las cuatro horas (Fig. 10). La induccién tardia observada en M¢-GM podria
estar asociada con un estado inaccesible del promotor en esta poblacién, con marcas
epigenéticas de represion, impidiendo por lo tanto su transcripcion. En este sentido, se ha
reportado que el promotor Nur77 a nivel epigenético esta regulado positivamente por
marcas de cromatina abiertas como la acetilacion de la histona H3 en pacientes con
hipercolesterolemia 8°, una marca epigenética abierta que podria encontrarse enriquecida
en la poblacién M¢-M, y explicaria la mayor y rapida induccién en respuesta a los diferentes
PAMPS en comparacion con los M¢-GM, sin embargo, por ahora, no se han descrito marcas
epigenéticas en el promotor Nur77 en un sistema como el nuestro, por lo que es
ampliamente recomendable estudiar a profundidad este aspecto. Tampoco descartamos
que sefiales secundarias a la activacion del TLR-4 (produccion de moléculas inductoras de
Nur77) sean las responsables de esta induccion. Otro aspecto a considerar son las vias de
sefializacién y factores de transcripcion preferencialmente activos en una poblacion
respecto de otra, por ejemplo se ha encontrado que la via de NFkB se encuentra
principalmente activa en los M$-GM * lo que favoreceria la mayor y rapida induccion de
Nur77 en esta poblacion, sin embargo esto no es asi (induccion tardia), contrario a esto, en
los M¢$-M vias como las de las MAPKs %° y factores de transcripcién como los miembros de
la familia AP-1, CREB, CEBP y MEF2 que favorecen la expresion de Nur77 en otros
sistemas %19 se encuentran mayormente expresados o activos (MEF2) en esta poblacién
(datos propios no publicados). MEF2 destaca como uno de los factores de transcripcion que
regulan directamente la expresion de Nur77 1%, por lo que no descartamos que en nuestro

sistema pudiera tener un papel relevante favoreciendo la expresion de Nur77 en los M¢-M.

Comparando los niveles de ARNm y proteicos de Nur77 tras la activaciéon del TLR-4,
encontramos una gran induccién a ambos niveles en la poblacion de M¢-M con respecto a
los M$-GM (Fig. 10). Esto no se ha reportado hasta ahora y correlaciona perfectamente con
el perfil anti-inflamatorio de los M¢-M. Estas diferencias entre los niveles de ARNm y
proteina, con una induccién transitoria y una rapida caida del ARNm, ademas de niveles
sostenidos de induccion proteica hasta las 8 h, no son ajenos a Nur77. Ya que se ha
reportado, que la traduccién del ARNm de Nur77 en respuesta a LPS en macréfagos

murinos esta mediada principalmente por proteinas de unién a ARES, que se asocian sobre
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el 3-UTR y favorecen una répida y sostenida velocidad de traduccién. Sin embargo, las
proteinas involucradas y que pudieran regular la traduccién del ARNm de Nur77 no se han
identificado hasta el momento, al respecto es importante destacar que diferentes inhibidores
de la inflamacion a nivel de la via de NF-kB (Nfkbid, Nfkbiz, Nr4al, ler3), un antagonista de
p38 MAPK (Duspl) y supresores postranscripcionales de la expresion de citocinas (Zfp36
y Zc3h12a) son regulados de esta misma manera "° Debido a la importancia de los sitios
ARES, que al parecer juegan un papel importante en la regulacion de estas proteinas, no
seria raro que las proteinas de union a AREs pudieran jugar un papel determinante en la
mayor induccién de Nur77 en los M$-M, por ejemplo ya se ha reportado que Zfp36 (una
proteina de unién a ARES) se encuentra mas expresada en los M$-M con respecto a los
M¢-GM y que ademas favorece la degradacién del ARNm de TNF ° por lo que no seria
raro que Nur77 estuviera regulado de manera diferencial por estas proteinas en nuestro
sistema. De acuerdo con una mayor induccion de Nur77 en respuesta a LPS en M¢-M
también encontramos que esta induccion es mediada principalmente a través de la via NF-
KBy MAPKSs (p38) (Fig. 11). En este contexto, en otros sistemas se ha reportado que ambas
vias de sefializacién contribuyen con su expresién " 1. Sin embargo, si bien las vias de
NFkB y p38 inducen la expresién del ARNm de Nur77, JNK (c-Jun N-terminal kinase) otra
MAPK activada tras la activacion del TLR-4, inhibe su expresién en M¢-M (Fig. 11), al
respecto no existen reportes que relacionen la expresion del ARNm de Nur77 y la activacion
de JNK, sin embargo, a nivel proteico si existen reportes donde la fosforilacién de Nur77
mediada por JNK, induce su exportacion nuclear 1!, ubiquitinacién y posterior degradacion
via proteasoma %2, Cabe mencionar que en otros sistemas las MAPKs han sido asociadas
como mediadores de la estabilidad de ARNm a través de fosforilar proteinas de union a
AREs 1% dada la importancia de estas secuencias para la expresion y regulacion de Nur77,
no descartamos que la activacién de p38 y JNK jueguen un papel importante en la induccion

diferencial de Nur77 en nuestro sistema, estabilizando o desestabilizando el ARNm.

Hasta el momento se han descrito distintos mecanismos por los cuales Nur77 ejerce sus
efectos anti-inflamatorios. Uno de ellos es directamente a través de su actividad
transcripcional que regula la expresion de genes anti o pro-inflamatorios '1041%_ En este
aspecto, algunos esfuerzos dirigidos a responder esta pregunta se han basado en el uso
del agonista de Nur77 (Csn-B), que se sabe induce las actividades transcripcionales de
Nur77, aumentando asi la propia expresion de Nur77 debido a los elementos de respuesta
a Nur (NBRE) presentes en su promotor " lo que ha sido verificado en nuestro sistema (Fig.

12). Los reportes hasta el momento muestran el posible papel de Nur77 en la regulaciéon de
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la expresion de ciertos genes, ya sea aumentando o disminuyendo su expresion. En este
sentido, Hu et al. ha reportado que la estimulacién de las células THP-1 con oxLDL en
presencia de Csn-B, da como resultado una disminucidon de la expresion de genes
inflamatorios como IL-18, IL-6, IL-12, TNF, proteina C reactiva (CRP), ICAM- 1, VCAM-1y
NF-kB, a la vez que favorecen el aumento de TGF-B y CD40 194, Estos resultados sugieren
un papel de Nur77 como activador o represor de estos genes. Por otro lado, Pei et al.
reportan que un gen diana de Nur77 es la quinasa inducible IKKi / IKKg, que tiene la funcion
de fosforilar el factor de respuesta al interferén (IRF) -3 y mediar la respuesta antiviral (2),
asociando asi la expresion de Nur77 con la respuesta inmune. Por lo tanto, parece ser que
la via NF-kB no es la Unica via que regula Nur77, ya que el tratamiento con Csn-B controla
la infeccion por el virus de la influenza y mejora la funcién pulmonar en ratones infectados,
esto a través de aumentar la fosforilacién del factor de respuesta al interferon (IRF) - 3 vy,
por lo tanto, la produccién de IFN tipo 1 721 lo que explicaria nuestros resultados
encontrados en los M¢-M (Fig. 13), donde tras el estimulo con LPS, los niveles del ARNm
de IFNB se incrementan en presencia de Csn-B. Nuestros resultados usando Csn-B como
agonista de Nur77, después de la activacion con LPS han mostrado una disminucion
importante en la expresion de TNF e IL-6 después de la estimulacion con el ligando de TLR-
4 (LPS) (Fig. 14). Una posible explicacion para este resultado seria que a través de la
activacion de los dominios de transactivacién de Nur77, este es capaz de actuar como un
represor sobre la expresion de TNF e IL-6. Sin embargo, hasta el momento no hay reportes
que sugieran la presencia de NBRE o NurRE en el promotor TNF y que puedan ser
reconocidos por Nur77 y que, por lo tanto, ejerza un efecto de represién. Debe recordarse
gue el Csn-B aumenta las actividades transcripcionales de Nur77 7y por lo tanto su propia
expresion, por lo que, los efectos no solo podrian deberse a la actividad transcripcional de
Nur77 sino también a un aumento en la cantidad de Nur77. Ya existen reportes en células
Jurkat que sugieren una interaccién de Nur77 con las subunidades de NF-kB p65 y c-Rel;
Las interacciones de Nur77 con p65 evitan su unién a los elementos de respuesta a NF-kB
presentes en los promotores de citocinas como IL-2 e IL-8, en los que se ha demostrado
gue se unen preferentemente los homodimeros p65 o c-Rel, o los heterodimeros p65 -c -
Rel %7, Ademas, recientemente se ha demostrado que la interacciéon entre Nur77 y p65
disminuye la expresién de TNF, IL-6, IL-18 y oxido nitrico tras el tratamiento con el
compuesto quimico, n-pentil 2- [3,5-dihidroxi - 2- (1-nonanoil) -fenil] acetato (PDNPA) que
estabiliza la interaccién Nur77-p65, esto en macréfagos murinos 4. Nuestros resultados de

momento corroboran el papel anti-inflamatorio de Nur77 y mantienen abierta la posibilidad
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sobre qué Nur77 esté regulando la expresiéon de TNF-a a través de la inhibicién directa
sobre NF-kB, lo que resulta en una disminucién en la expresion de otras moléculas como
IL-6. Otro grupo ha reportado que existe una interaccion Nur77-TRAF-6, esta interaccion
impide la ubiquitinacién de TRAF-6y, por lo tanto, su interaccion con el factor de crecimiento
transformante beta-quinasa 1 activada (TAK1) que resulta en la inhibicion de la via de NF-
kKB 7. In vivo, el papel regulador de Nur77 sobre la via de NF-kB se ha demostrado
ampliamente y en distintos modelos de inflamacion, ya que los ratones NR4A1 -/~ son mas
susceptibles a la sepsis inducida por LPS y presentan un aumento de los niveles séricos de
moléculas proinflamatorias como TNF, IL-6, IL-13 con infiltrado de células proinflamatorias
en el tejido pulmonar 7+ 8%, Ademas, el NR4A1 -/~ tiene un aumento de la actividad de NF-
kB durante la colitis experimental en ratones con sulfato de sodio dextrano (DSS) y acido
2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS) 1%, Ademas, el tratamiento in vitro con Csn-B ha
demostrado disminuir de forma dosis dependiente, la expresion del ARNm de moléculas
inflamatorias como iINOS, COX2, IL1B, TNF, COX-2 en una linea celular de microglia BV2
(linea celular de ratén) estimuladas con LPS 1. Si bien todos los miembros de la familia
NR4A son inducidos en respuesta a distintos estimulos inflamatorios >"* y se ha reportado
gue existen efectos compensatorios sobre las funciones que desempefian cada uno de los
receptores %11 (ya que todos han sido asociados como reguladores negativos de la
inflamacién y apoptosis de células T), dependiendo del sistema en que se estudien los
receptores NR4A parecen expresarse e inducirse de manera diferencial, por ejemplo en
microglia el estimulo con LPS induce la degradacion de Nur77 1%, en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) el LPS induce distintas cinéticas de expresion
para cada uno de los NR4A a nivel de ARNm 1%, mientras que en nuestro sistema (datos
aun o publicados) encontramos que NR4A2 (Nurrl) no incrementa su expresion (a nivel
proteico) en respuesta a LPS *2. Por lo que a pesar de llevar acabo funciones similares, la
importancia de cada uno de los miembros sobre determinada funcién, parece ser dada por

los factores intrinsecos del sistema donde se estudien estos receptores.

Debido a que se ha reportado utilizando un analisis GESA e IPA, que los macréfagos de
los ratones NR4A1 -/~ podrian estar involucrados en el desarrollo de inflamacién crénica en
procesos como osteoartritis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, artritis reumatoide,
psoriasis y enfermedades inflamatorias alérgicas de las vias respiratorias '3, y porque por
primera vez en macrofagos humanos nuestro grupo ha encontrado que la activacion de

Nur77 puede regular la respuesta inflamatoria en macréfagos pro y anti-inflamatorios, Nur77
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puede emerger como una molécula para el tratamiento de los distintos procesos

inflamatorios mencionados.

IX.-CONCLUSIONES

1. Los niveles proteicos de Nur77 se encuentran incrementados en los M¢-M con respecto
alos M¢-GM, y correlacionan con los niveles de expresion de sus transcritos, lo que sugiere

una fuerte asociacion de este factor de transcripcion con el fenotipo anti-inflamatorio.

2. Existe una diferencia importante en la estabilidad del ARNm, la vida media del ARNm de
Nur77 en M¢-GM es de 45,7 min mientras que en los M$-M es de 19.0 min

3. Nur77 es inducido a nivel de ARNm en respuesta a distintos PAMPs (LPS, Poli I:.C y
PGN) en ambas poblaciones de M¢, sin embargo, es mas alto y rapidamente inducido en
la poblacion de M¢-M, lo que ademas de asociarlo con el perfil anti-inflamatorio, también
sugiere que los factores, las vias, factores de transcripcibn y mecanismos
postranscripcionales que favorecen la expresién de Nur77, se encuentran mayormente

expresados en esta poblacion.

4. El ARNm de Nur77 es inducido a través de las vias de NF-kB y MAPKs (p38) en la
poblacion de M¢-M, mientras que en los M¢-GM es inducido principalmente por la via de
NF-kB. Interesantemente, la MAPK JNK, inhibe la expresién del ARNm en la poblacion de
M¢-M, lo cual de momento no ha sido reportado y sugiere que existe un mecanismo de
regulacién negativo sobre su expresion y que es regulado por la activaciéon de la MAPK
JNK.

5. A pesar de la menor expresion de Nur77 en la poblacion de M$-GM, Nur77 al ser activado
por su agonista (Csn-B) regula negativamente la secrecion de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1B3, lo que resulta interesante debido a los reportes que asocian
este fenotipo de macréfagos con el desarrollo y mantenimiento de procesos inflamatorios

croénicos.
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X.-PERSPECTIVAS

1. Evaluar un numero mayor de marcadores de polarizacion M1 y M2 activando Nur77 a
lo largo de la diferenciacion, con el fin de analizar si Nur77 es capaz de alterar la
polarizacién de los M¢ dictada por GM-CSF y M-CSF.

2. ldentificar las moléculas (proteinas de union a ARES) y las vias de sefializacion que
favorecen la mayor estabilidad del ARNm de Nur77 en los M$-GM.

3. ldentificar posibles marcas epigenéticas sobre el promotor de Nur77 que pudieran
favorecer su mayor expresion en la poblacion de M¢-M.

4. ldentificar los factores las vias, factores de transcripcibn y mecanismos
postranscripcionales que favorecen la expresién de Nur77 en los M¢-M.

5. Evaluar posibles interacciones citoplasmaticas entre Nur77 y las subunidades de la
familia de NF-xB [RelA (p65), RelB, c-Rel, y p50] en presencia y ausencia de Csn-B tras

el estimulo con LPS, ademas de evaluar la localizacion subcelular de estas proteinas.
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