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1. RESUMEN

A través del tiempo, los seres vivos han interactuado con diferentes clases de
moléculas ajenas a las producidas por si mismos. Estos agentes externos son
conocidos como xenobioticos, que, por su naturaleza, se acumulan a niveles
toxicos provocando efectos adversos en el organismo. A lo largo de la evolucion,
diferentes proteinas se han especializado para reconocer a dichos xenobidticos.
Estos xenosensores actian como factores de transcripcion dependientes de
ligando, que al unirse a una gran variedad de compuestos promueven la expresion
de enzimas metabolizadoras que, a su vez, biotransforman a los xenobidticos en
compuestos mas solubles y polares, para poder ser eliminados del organismo.
Dentro de los xenosensores, el receptor para hidrocarburos arilo (AhR) y el
receptor X para pregnano (PXR) han sido reconocidos por su capacidad de no
solo reconocer xenobidticos, sino, ademas, de inducir una respuesta inmune
innata y adaptativa ante la presencia de microorganismos. En el presente trabajo
se investigo si el AhR y el PXR pueden ser activados mediante diferentes patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Para cumplir con dicha meta,
macrofagos peritoneales de ratén fueron tratados con lipopolisacarido (LPS),
péptidoglicano (PGN), zimosano (Zym) y un sonicado del virus del dengue serotipo
2 (DENV-2), para luego evaluar la activacion del AhR y el PXR mediante la
induccion de sus genes blancos canénicos, el Cyplal y el Cyp3all,
respectivamente. Los resultados muestran que el Zym inhibe la activacion del
AhR, mientras que el DENV-2 activé al PXR. Por lo que podemos concluir que
algunos PAMPs son reconocidos por el AhR y el PXR provocando su activacion o

inhibicion.



ABSTRACT

Throughout time, living organisms have interacted with different classes of
molecules other than those produced by themselves, known as xenobiotics, which
can cause adverse effects on the body. Throughout evolution, different proteins
have specialized in recognizing these xenobiotics, now called xenosensors. All
these proteins act as ligand-dependent transcription factors that bind to a wide
variety of compounds and promote the expression of metabolizing enzymes that, in
turn, biotransform xenobiotics into more soluble and polar compounds in order to
eliminate them. Within the xenosensors, the aryl hydrocarbon receptor (AhR) and
the pregnane X receptor (PXR) have been recognized for their ability to not only
recognize xenobiotics, but also to regulate innate and adaptive immune response
in the presence of microorganisms. In the present work, we investigated whether
AhR and PXR can be activated by different pathogen-associated molecular
patterns (PAMPS). To meet this goal, mouse peritoneal macrophages were treated
with lipopolysaccharide (LPS), peptidoglycan (PGN), zymosan (Zym) and a dengue
virus serotype 2 (DENV-2) sonicate to then evaluate their activation of AhR and
PXR by induction of their canonical target genes, Cyplal and Cyp3all,
respectively. The results show that Zym inhibits AhR activation, while DENV-2
activated PXR. So we can conclude that some PAMPs could be recognized by
AhR and PXR causing their activation or inhibition.



2. INTRODUCCION

Los sistemas biolégicos, desde su origen, han desarrollado una gran variedad de
estrategias para sobrevivir y adaptarse a los cambios del ambiente. El éxito se
apoya, de manera fundamental, en la capacidad de registrar el entorno y sus
cambios para responder de manera adecuada. Para ello, a través de la evolucion,
han surgido una variedad asombrosa de sensores acoplados a sistemas que
permiten mantener la homeostasis celular. Uno de ellos es el sistema
xenosensores-enzimas metabolizadoras de xenobioticos, cuya finalidad es
identificar agentes quimicos que ingresan al organismo y biotransformarlos para
su pronta excrecion. Otro, es el constituido por los receptores de reconocimiento
de patrones y la respuesta inmune innata, cuya funcién es identificar a
microorganismos que ingresan a la célula y elucidar una respuesta inmune que
lleve a su eliminacion.

Aunque cada uno de estos sistemas se ha especializado en la identificacién de un
tipo de agente externo — xenobidtico o microorganismo — no significa que carezcan
de la capacidad de registrar ambas clases de agentes e iniciar una respuesta. En
este trabajo se explora la posibilidad de que los xenosensores no sélo identifican

compuestos quimicos sino también microorganismos.



2.1. Xenobiéticos

Su origen proviene de las palabras griegas “xenos”, que significa extrafio o
desconocido, y “bios” vida, por lo que su significado etimoldgico es “extrafio para
la vida”. Generalmente son sustancias o moléculas que pueden ser derivadas de
un proceso sintético, como son los farmacos y contaminantes ambientales; o
naturales, como metabolitos secundarios, toxinas o productos del metabolismo
alimentario. El uso de compuestos sintéticos es de enorme valor para las
sociedades humanas actuales, particularmente en industrias como la
farmacéutica, petroquimica, pesticida y de plasticos, entre muchas otras
(Anzenbacher & Zanger, 2012; Connell, 2018). Sin embargo, muchos de ellos se
originan como derivados secundarios no deseados en procesos industriales o de

la combustion de compuestos organicos.

Estos compuestos pueden atravesar las membranas celulares de una manera
sencilla, a través de una propiedad llamada lipofilicidad, mediante diferentes vias
como la cutédnea, pulmonar o gastrointestinal. Para evitar su acumulacion deben
ser eliminados. Su excrecién ocurre cuando adquieren una propiedad llamada
hidrofilicidad, que se adquiere por un proceso llamado biotransformacion, y que
generalmente se realiza gracias a enzimas metabolizadoras de xenobidticos
(Klaassen & Amdur, 2013). Si los xenobiéticos no son eliminados de la célula, se
pueden provocar efectos adversos en los tejidos y érganos, como cardiotoxicidad,
hepatotoxicidad, neurotoxicidad e inmunotoxicidad, entre otros (Eaton & Gilbert,
2008).

2.2. Enzimas metabolizadoras de xenobidéticos

La biotransformacion de los xenobidticos ocurre principalmente en el higado, pero
también tiene lugar en el plasma, pulmones, tracto gastrointestinal y en la piel.
Este proceso permite aumentar la polaridad y solubilidad en agua de compuestos

lipofilicos, para poder ser excretados mediante la bilis o la orina. Dicha conversion



es llevada a cabo por un conjunto de enzimas que pueden ser clasificadas en
cuatro grupos dependiendo de la reaccion que catalizan: 1) hidrdlisis, 2) reduccion,
3) oxidacion y 4) conjugacion. Las enzimas de los grupos 1-3 realizan las
reacciones conocidas como de fase 1 que se encargan principalmente de
incrementar la polaridad de los xenobioticos. Las reacciones de conjugacion son
llamadas reacciones de fase 2, cuyos sustratos son los productos de las
reacciones de fase 1. En su conjunto, estas enzimas se encargan de reducir la
toxicidad de los xenobidticos (bioinactivacion o detoxificacion) (Figura 1)
(Dancygier, 2009). Dentro de las reacciones de fase 1 las que llevan a cabo la
oxidacion de los xenobibticos son las mas abundantes. Dentro de este grupo
destacan las enzimas conocidas como citocromos P450 (CYPs) (Raunio et al.,
2015).

Metabolito
Xenobidtico i Metabolito
> EJ. —> =% conjugado

Oxidacién

Reduccidn Conjugacmn
Hidrolisis
™ Polaridad

™ Solubilidad en agua
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Figura 1. Biotransformacion y excrecion de xenobiéticos. Modificada de Dancygier, 2009.



2.3. Citocromo P450

Los citocromos P450 (CYP450s) son una superfamilia de proteinas con al menos
55 genes. Su nombre se debe a que el complejo ferroso del CYP450 tiene una
absorcion maxima a una longitud de onda de 450 nm (pigmento 450). Se
caracterizan por poseer en su pieza central un grupo hemo donde ocurre la
actividad catalitica (de Montellano, 2015; Zhou et al., 2006).

Las reacciones de oxidacion mediadas por el CYP450 se llevan a cabo,
principalmente, en el reticulo endoplasmico y consisten en la incorporacion de un
atomo de oxigeno al substrato, mientras que otro es reducido a agua (Isin &
Guengerich, 2007). La energia para romper la unién entre moléculas de oxigeno
es otorgada por la transferencia de electrones del NAD(P)H mediada por una
proteina cercana al CYP450 llamada NADPH - citocromo P450 reductasa (CPR)
(Figura 2) (Im & Waskell, 2011).

NAD(P)* R-OH + H,0

NAD(P)H + H*

R'H + 02
Citosol

Membrana RE

Figura 2. Mecanismo por el cual el citocromo P450 cataliza la oxidacién de los xenobio6ticos.
Modificada de Brixius-Anderko, 2016.



Los CYP450 se encuentran en mayor proporciéon en el higado e intestino, pero
también, en menor medida, en otros tejidos. Su principal localizacion celular es en
la membrana del reticulo endoplasmico liso (fraccion microsomal). Ademas de
llevar a cabo la biotransformacion de los xenobidticos, participan en la biosintesis
o catabolismo de hormonas esteroideas, acidos biliares, vitaminas liposolubles
como la Ay D, acidos grasos y eicosanoides, entre otros biocompuestos lipidicos
(Parkinson, et al., 2019).

Mayoritariamente las familias CYP1, 2, 3 y 4, realizan la detoxificacion de
farmacos y xenobioticos, y son seis de sus miembros los que metabolizan
aproximadamente el 90% de los farmacos, principalmente de la familia 1 a la 3:
CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 y 3A4 (Manikandan & Nagini, 2018).

2.4. Induccién de citocromo P450

La eliminacion de xenobidticos es un proceso adaptativo que permite disminuir la
exposicion prolongada a agentes quimicos. Esta es realizada, como se coment6
en la seccién anterior, por enzimas biotransformadoras de xenobi6ticos cuya
expresion esta mediada por receptores que son factores de transcripcion
dependientes de ligando, conocidos como xenosensores (Parkinson et al., 2019).
Cuando un ligando (xenobidtico) se une a un xenosensor este Ultimo se activa y
promueve la expresidon de los CYP450s a nivel transcripcional (Tompkins &
Wallace, 2007).

Algunos de los inductores mas potentes de los CYP450, son los hidrocarburos
aromaticos halogenados (HAHs). Dentro de estos se encuentran los derivados
policlorinados de dibenzo-p-dioxinas (PCDDs), dibenzofuranos (PCDFs), bifenilos
y naftalenos, y en general compuestos altamente clorados, que son resistentes a
la biotransformacion, y causan una prolongada induccién de los CYP450s y otras
enzimas (Pelkonen et al., 2008). Otros contaminantes ambientales con gran

capacidad de inducir la expresion de los CYP450s son los pesticidas como el



DDT, entre otros. También, los medicamentos y numerosos fitoquimicos poseen la

capacidad de unirse y activar a numerosos xenosensores.

Los xenosensores poseen un dominio de unién a ligando (LBD) y un dominio de
union a DNA (DBD) rico en cisteinas (Guengerich & Bartleson, 2005). Su
activacion y mecanismo de accion se da a traveés de los siguientes pasos: 1) union
de ligando (xenobi6tico) al xenosensor; 2) disociacibn de las proteinas co-
represoras; 3) internalizacion nuclear; 4) dimerizacion con co-activadores; 5) unién
del heterodimero a regiones discretas del DNA, llamados elementos de respuesta
(ER), localizados en la region promotora del gen blanco, y su transcripcion
(Parkinson et al., 2019) (Figura 3).

[:::J [:El Ligando
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Figura 3. Mecanismo de accion general de los xenoreceptores.



Existen cuatro principales xenosensores que inducen la transcripcion de la
mayoria de los CYP450s que llevan a cabo mas del 80% de la biotransformacion.
El receptor para hidrocarburos arilo (AhR), que permite principalmente la induccion
de genes de la familia CYP1 como respuesta a la exposicion a los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHSs). Los otros tres, que pertenecen a la superfamilia de
receptores esteroideos, son el receptor X para pregnano (PXR) el cual induce a la
subfamilia CYP3A en respuesta a diversos quimicos; el receptor constitutivo para
androstano (CAR), que media la induccion de la subfamilia CYP2B en respuesta a
fenobarbitales; y el receptor activado por proliferadores del peroxisoma (PPAR) y
gue media la induccién de la subfamilia CYP4A por diferentes ligandos (Pelkonen
et al., 2008) (Tabla 1).

Tabla 1. Principales xenosensores, sus ligandos y genes blanco. Modificada de Manikandan

& Nagini, 2018.
Receptor Ligando Proteina Elemento de CYPs Inducidos Otras Enzimas Inducidas
Dimerizadora respuesta al DNA
AhR HAPs, (HAHSs), farmacos, ARNT XRE CYP1A1, GST, UGT, QR
cafeina y eicosanoides CYP1A2,
CYP1B1
PXR Esteroides naturales y RXRat PXRE CYP3A4 Genes de resistencia a
sintéticos, hormonas y multidrogas que codifican a la
metabolitos esteroideos, P-glicoproteina (ABCB1)
farmacos (comestrol, Mrps, oatp2, UGT
rifampicina,
carbamazepina,
dexametasona,
fenilbutazona y
carotenoides), xenobioticos
CAR Fenobarbital, amobarbital, RXRa PBREM CYP2B, Sulfotransferasas,
secobarbital, androstanol CYP2CS, glucorunosiltransferasas, GST
CYP2C9 y transportadores
PPAR Carcinégenos y RXRat Genes de CYP4A Enzimas metabolizadoras de
proliferadores del respuesta a PPAR acidos grasos
peroxisoma, dcidos grasosy
leucotrienos.




2.5. Receptor para hidrocarburos arilo (AhR)

El AhR es un factor de transcripcion, dependiente de ligando, involucrado en la
biotransformacion de toxinas ambientales. Su ligando con mayor actividad y
afinidad es el 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD), pero posee otros
ligandos de compuestos exdgenos como los PAHs y algunos fitoquimicos como la
cafeina, ademas de endobidticos como los compuestos derivados del metabolismo
del triptéfano (Quintana & Sherr, 2013).

Posee un motivo basico hélice-bucle-hélice (bHLH) en el amino terminal cuya
funcion es permitir la unién al DNA, asi como su dimerizacién. En este dominio
también se encuentra la sefial de localizaciébn nuclear y de exporte nuclear
(Wagner Jr et al., 2016). Seguido del dominio bHLH se encuentra el dominio PAS
(de Per — period circadian protein, Arnt — aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator protein, Sim — single minded protein) posee dos repetidos imperfectos
PAS-A y PAS-B que contienen el dominio de union a ligando (LBD), asi como el
sitio de union para la proteina de choque térmico 90 (Hsp90) que mantiene al AhR
en una localizacion citoplasmica. El extremo carboxilo terminal contiene el dominio
de activacion transcripcional (Wagner Jr et al. 2016), que es una region rica en
glutaminas (Fukunaga et al., 1995).

En el citoplasma, el AhR se encuentra unido a Ara9, c-SRC y HSP90, proteinas
gue lo mantienen en dicho compartimiento celular. Al unirse a su ligando, se libera
c-SRC el cual realiza la fosforilaciébn en residuos de tirosina (tirosin cinasa), de
proteinas importantes en diferentes vias de sefializacién celular. Por otro lado, el
AhR actla a través de 2 vias: la no gendmica en la que su funcién es de E3 ligasa,
promoviendo la ubiquitinacion y degradacion proteosomal de varias proteinas; y la
gendmica en la que actua como factor de transcripcion. Se transloca al nucleo, se
une a coactivadores y controla la transcripcion de diferentes genes (Figura 4)
(Kawajiri & Fujii-KuriYama, 2017).
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Figura 4. Vias de sefializacién del AhR. Modificada de Quintana & Sherr, 2013.

Ademas de su papel como xenosensor, existe evidencia que sitia al AhR en otros

procesos celulares. Particularmente, participa de manera relevante en el desarrollo

y funcion de la respuesta inmune innata y adaptativa. En el sistema inmune innato,

principalmente en células presentadoras de antigenos como los macrofagos

(M®’s) y CDs, suprime la expresion de citocinas inflamatorias (IL-1p, IL-6, IL12 y

TNFa). Lo hace promoviendo la ubiquitinacion de NF-kB y su consecuente

degradacion mediada por el proteosoma 26S (Dominguez-Acosta et al.,

2018). En

la respuesta inmune adaptativa, el AhR provoca, a través de la induccién de

FOXP3, la diferenciacion de los linfocitos T nativos CD4* a células Th17 y Treg

(Quintana et al., 2008).
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2.6. Receptor X para pregnano (PXR)

El PXR también es un factor de transcripcion dependiente de ligando que regula la
expresion de enzimas tanto de fase | como Il, asi como de transportadores de
farmacos fundamentales en la eliminacion de los xeno y endobidticos. En los seres
humanos, es el principal regulador de la induccion del CYP3A4, el cual participa
en el metabolismo de aproximadamente 50% de los medicamentos de uso actual.
Entre los principales ligandos del PXR se encuentran farmacos como antibioticos
(rifampicina), antiinflamatorios (dexametasona), antiglucocorticoides
(pregnelonona 16a—carbonitrilo), asi como compuestos derivados del metabolismo
esteroideo. Su expresibn es mas abundante en higado e intestino, aunque
también se expresa en menor medida en otros 6rganos (Pavek, 2016).

La estructura proteica del PXR posee un DBD en el amino terminal con dos dedos
de zinc. Esta region se une al promotor del gen blanco al cual se le conoce como
el modulo potenciador de respuesta a xenobioticos (XREM). En el carboxilo
terminal se encuentra el LBD, dominios de dimerizacioén, de transactivacion, y la
region central H (hinge), que es un dominio flexible que conecta al DBD con LBD
lo que permite una multiconformacion para unirse a diferentes ligandos (Oladimeji
& Chen, 2018).

La asociacion de PXR con HSP90 y con la proteina de retencion citoplasmica de
CAR (CCRP) lo mantiene en el citosol. Al unirse a un ligando se disocia y se
transloca al ndcleo, donde forma un heterodimero con el receptor X para
retinoides (RXR), llevandose a cabo el reclutamiento de la maquinaria para la

transcripcion de sus genes blanco (Figura 5) (Squires et al., 2004).
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Figura 5. Via de sefializacion del PXR. Modificada de Squires, et al. 2004.

Se ha reportado que el PXR no solo forma heterodimeros con el RXR, sino que
puede formar homodimeros PXR-PXR. Debido a esta versatilidad puede regular la
transcripcion de una gran variedad de genes y participar en varios mecanismos
celulares (Oladimeji & Chen, 2018). ElI PXR tiene un efecto dual en la regulacion
de la proliferacién celular. Por un lado, inhibe la proliferacién celular bloqueando la
transicion G2-M mediante la inhibicion de la expresion de ciclinas, y por el otro,
puede potenciar la proliferacion inhibiendo genes supresores del ciclo celular de la
transicion G1-S. Aun se desconoce el como se determina entre una via u otra

(Shizu et al., 2016). Ademas de controlar la proliferacion celular, también tiene un
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efecto en la motilidad. Su activacion puede potenciar la migracion, especialmente
en células de cancer, en donde se aprecia una sobreactivacion del PXR lo que
resulta en una activacion de algunas vias de sefalizacion que promueven la
migracion de este tipo de células (Qiao et al., 2013). Ademas, su activacion regula
positivamente la expresion de proteinas antiapoptoticas (Bcl-2 y Bcl-xL) vy

negativamente proteinas proapoptoticas (p53) (Zucchini et al., 2005).

En cuanto a la respuesta inmune, como el AhR, el PXR tiene una funcion
antiinflamatoria. Su activacién en el higado e intestino inhibe la accién de NF- kB y

la consecuente expresion de citocinas inflamatorias (Zhou et al., 2006).

2.7. Sistema inmune innato

El sistema inmune es un complejo de células y moléculas encargadas de
desencadenar una respuesta colectiva y coordinada frente a sustancias extrafias
como microorganismos y macromoléculas infecciosas. Esta defensa esta mediada
por reacciones tempranas -inmunidad innata- y respuestas tardias -inmunidad
adaptativa- (Abbas et al., 2017).

La respuesta inmune innata constituye la primera linea de defensa durante una

infeccion, dando lugar a respuestas rapidas para evitar la patogenicidad. Esta es

llevada a cabo por células fagociticas y APCs, como granulocitos, DCs y M®'s.

La respuesta adaptativa se encarga de la eliminacion de los patdgenos en fases
tardias. También genera una memoria inmunolégica contra subsecuentes
infecciones a través de un amplio repertorio de arreglos clonales en los receptores
de los linfocitos, que son las células mas importantes de este tipo de respuesta.
(Medzhitov & Janeway Jr, 2000).

La respuesta inmune innata ha evolucionado al punto de reconocer tanto
estructuras altamente conservadas en los microorganismos conocidas como
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs), como productos de

desecho del metabolismo celular, llamados patrones moleculares asociados a
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dafio (DAMPs). Dicho reconocimiento es realizado a través de un numero limitado
de receptores, los cuales son conocidos como receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs). Los PAMPs son moléculas muy importantes en la supervivencia
y estructura de patdgenos como virus, bacterias (Gram positivas y negativas),
hongos y parasitos. Y sin embargo, estos microorganismos son reconocidos por
las células a través de sus PAMPs lo que resulta en una respuesta inmune que
evita la infeccion y colonizacion de las células, tejidos y érganos evitando un

desequilibrio en el funcionamiento fisiolégico del organismo (Mogensen, 2009).

2.8. Receptores de reconocimiento de patrones (PRRS)

Los PRRs son de importancia vital para los organismos y se les puede clasificar
como membranales y citopldsmicos. Son activados por un ligando (PAMP) lo que
genera la activacién del complemento, fagocitosis, autofagia y activacion inmune
mediante vias de sefalizacion, moléculas adaptadoras, cinasas y factores de
transcripcion. Lo anterior resulta en la regulacion de la expresién génica de
diferentes moléculas importantes en la respuesta inmune, como las citocinas,
qguimiocinas, moléculas de adhesidén celular e inmunoreceptores que crean un

vinculo directo con la respuesta inmune adaptativa (Figura 6) (Akira et al., 2006).
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Protozoos

Figura 6. Principales PAMPs y sus correspondientes PRRs. Modificada de Mogensen, 2009.

Existen 4 diferentes familias de PRRs:

1) Los receptores tipo Toll o TLR son glicoproteinas integrales con un dominio
extracelular el cual se une al ligando y que consiste en repetidos ricos en leucina
(LRR) y un dominio intracelular homadlogo a TIR (Toll — interleucina 1). Su unién al
ligando permite su oligomerizacion, iniciando la transduccion de sefiales. Los hay
citoplasmicos e intracelulares y son los mas estudiados ya que reconocen un
amplio numero de PAMPs de diferentes patdégenos debido a su capacidad de

homo y heterodimerizacién (O'Neill & Bowie, 2007).

2) Los receptores tipo RIG-I (gen inducible por acido retinoico) o RLR inician la via
de sefalizacion CARD-CARD (dominio de

generalmente median la respuesta antiviral mediante IFN-I. Poseen un dominio de

reclutamiento de caspasas) Yy

helicasa (dominio central con actividad ATPasa) y un dominio de unién a RNA,
(Yoneyama et al., 2004).
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3) El receptor tipo NOD (dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos) o
NLR contiene un dominio central NOD que induce la oligomerizacion, un C-
terminal (LRR) que identifica al ligando y una region N- terminal que inicia la
sefalizacion celular, generando la expresion de citocinas proinflamatorias y la
activacion de caspasas induciendo la formacion del inflamosoma. Ademas de los
PAMPs, los NLR también son activados por DAMPs (Kanneganti et al., 2007).

4) Sensores de DNA, entre los mas comunes son el DAI (activador de factores
regulatorios de IFN, dependientes de DNA) que se caracteriza por aumentar la
expresion de IFN-I y el AIM2 (Ausente en melanoma 2) que estimula la
maduracion y sefializacion de la pro-IL-1p. En su mayoria poseen dominios de
uniéon a DNA (DBD), y son responsables de identificar el DNA de diferentes

microorganismos (Takaoka et al., 2007).
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3. ANTECEDENTES

Los xenosensores han sido estudiados, principalmente, como parte del sistema de
detoxificacion y excrecion de xenobioticos debido a su papel en la induccion de
enzimas metabolizadores de xenobioticos. Sin embargo, se ha sugerido que estos
sistemas de detoxificacion participan directa o indirectamente en actividades
inflamatorias mediada por patégenos (Moreau, et al., 2007). En el 2014, se reportd
que las fenazinas, las cuales son metabolitos secundarios de algunas bacterias y
que participan en la patogenicidad, tienen la capacidad de unirse directamente al
AhR e inducir la expresion de sus genes blanco como el CYP1A1 (Moura-Alves et
al., 2014).

En otro estudio realizado por Hubbard et al. en el 2015, se demostré que los
indoles, productos derivados del metabolismo de la microbiota que participan en la
formacion de biofilms, virulencia y resistencia a antibioticos, provocan la activacion
del AhR en la linea celular Caco-2 (Hubbard et al., 2015).

En cuanto al PXR y posibles ligandos derivados de microorganismos existe menos
informacion. Se ha reportado que, en M®’s algunos lipidos de Mycobacterium

tuberculosis activan a este xenosensor (Bhagyaraj et al., 2016).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente, el receptor para hidrocarburos arilo (AhR) ha sido propuesto como
un receptor de reconocimiento de patrones (PRR). Se ha observado que los
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) como las fenanzinas,
correspondientes a bacterias, activan al AhR lo que resulta en una regulacion de la
respuesta inmune. Sin embargo, aun se desconoce si otros PAMPs del repertorio
patogénico pueden activar al AhR. Ademéas de este dUltimo, existen otros
xenosensores que pudieran ser considerados como PRRs. En particular, el
receptor X para pregnano (PXR) que como el AhR también puede regular la

respuesta inmune, por lo que pudiera actuar como un PRR.

5. HIPOTESIS

La exposicion a lipopolisacarido (LPS), péptidoglicano (PGN), zimosano (Zym) y
virus del dengue serotipo 2 (DENV-2) modificara la actividad del AhR y PXR de

M®’s peritoneales de raton.
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6. OBJETIVO GENERAL

Analizar si la exposicion a LPS, PGN, Zym y DENV-2 modifica la actividad del AhR

y PXR en M®’s peritoneales de raton.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1 Determinar si la exposicion a diversos PAMPs modifica la transcripcion de

genes blancos del AhR y el PXR.

1 Evaluar si la exposicion a diversos PAMPs promueve la translocacion
nuclear del AhR y el PXR.
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7. METODOS

7.1. Obtencién de macrofagos peritoneales

Se obtuvieron M®’s peritoneales de ratones de la cepa C57BL/6, machos, de 8 -
13 semanas de edad. Se sacrificaron, de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999, por
dislocacion cervical. Posteriormente, se realizé una incision cutanea para exponer
el peritoneo donde se inyectaron, con una jeringa 22G, 10 mL de solucion buffer
de fosfatos 1X (PBS) frio. Se procedio a realizar un masaje por 10 min, se obtuvo
el PBS dentro del peritoneo y se coloc6 en un tubo de recoleccion, realizandose
asi un “pull” de M®’s peritoneales de todos los animales. La muestra se centrifugd
a 16773 g por 10 min a 4° C, se retir6 el sobrenadante, y se diluyo6 el botén celular
en 1 mL de medio RPMI-1640 (Thermofisher MA, USA) suplementado. Del
resuspendido celular se tomd una muestra de 10 uL, se diluy6 en 190 uL de azul
tripano y se determiné el niumero vy la viabilidad celular por el método de exclusion
de azul de tripano en un microscopio invertido con la ayuda de una camara de

Neubauer.

7.2. Cultivo celular

La concentracion celular utilizada se indica para cada tipo de experimento que se
realiz6. Los cultivos se llevaron a cabo en 1 mL de medio RPMI suplementado en
una caja de Petri de 3.5 mm?2. Posteriormente, los M®’s se incubaron al menos 3 h
para permitir su adherencia a la superficie de la caja. Transcurrido el tiempo de
adhesion, para eliminar eritrocitos y células no adheridas, se realiz6 un lavado con
PBS 1X, y se adicion06 medio RPMI suplementado con el tratamiento
correspondiente, las condiciones de estandares de cultivo fueron 5% CO:2 y

temperatura de 37 °C.
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7.3. Tratamientos

Los tratamientos utilizados fueron los siguientes: 1) TCDD (Sigma-Aldrich MO,
USA), ligando prototipo del AhR y 2) 5-pregnano-3[3-ol-20-ona-16a-carbonitrilo
(PCN) (Sigma-Aldrich MO, USA), ligando prototipo del PXR. En un inicio, se
utilizaron 1, 10, 20 y 50 nM de TCDD y 10, 20, 50 y 100 uM de PCN para obtener
las curvas de citotoxicidad en los M®’s peritoneales de raton y determinar la
concentracion de cada uno de estos compuestos para los experimentos

posteriores. Como vehiculo de estos compuestos se utiliz6 DMSO 0.008%.

Por otra parte, los PAMPs utilizados fueron los siguientes: 1) lipopolisacarido
(LPS) (Sigma-Aldrich MO, USA) de Escherichia coli, como representante de
bacterias Gram negativas. Se empled en una concentracion de 10 pg/mL por 24 h;
2) péptidoglicano (PGN) (InvivoGen CA, USA) de Staphylococcus aureus como
representante de bacterias Gram positivas. Se utilizé a una concentracién de 10
pg/mL por 48 h; 3) zimosano (Zym) (InvivoGen CA, USA) de Saccharomyces
cerevisiae como representante del grupo de hongos. Se emple6é a una
concentracion de 10 pug/mL por 48 h; y 4) Un sonicado del virus del dengue
serotipo 2 (DENV-2) agente infeccioso, perteneciente al grupo de los virus, el cual
fue donado gracias al grupo de trabajo del Dr. Leopoldo Flores. Este fue
previamente inactivado y fue utilizado a una concentracion de 5 unidades
formadoras de placa (UFP)/mL por 72 horas. Como vehiculo de estos tratamientos
fue empleado medio RPMI.

7.4. Ensayo de citotoxicidad por MTT

Se sembraron, en una placa de 98 pozos, 1x10® M®’s/mL y se incubaron como se
describe en la seccidn 7.2. Los tratamientos empleados fueron medio RPMI como
control, DMSO 0.008% como vehiculo, TCDD (1, 10, 20 y 50 nM) y PCN (10, 20,
50 y 100 puM) por 24 h. Se preparé6 MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro)
diluido en PBS 1X a una concentracion final de 5 mg/mL y se filtr6 con una

membrana de 0.22 um. Tres horas antes de finalizar el tratamiento de 24 h, se
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afadid a los cultivos 50 pL de la solucién de MTT. Finalizado el tratamiento, se
retir6 el medio y se dej6é secar por 5 min. Se diluyeron los cristales formados con
DMSO para leerse en un Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Fisher
Scientific MA, USA) a una longitud de onda de 590 nm.

7.5. Extraccion de RNA

Finalizados los tratamientos, se retir6 el medio y se realiz6é un lavado con PBS 1X,
se coloco la caja Petri en hielo, y se extrajo el RNA mediante el uso del kit
RNeasy® (Quiagen DE-NW, GER). En este procedimiento las células son lisadas y
homogenizadas, posteriormente se afiadié etanol 70% y se centrifugd en
columnas RNeasy mini-spin a 12000 rpm por 15 s, se lavaron con buffer de
lavado, diluido 1:4 con etanol absoluto, y se centrifugaron en las mismas
condiciones. El RNA se diluyé en 30 pL de agua libre de RNasa. Posteriormente,
se determind la concentracion del RNA en un NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific MA, USA). Para verificar la integridad del RNA, en un gel de agarosa al
1% se cargaron 2 uL por pozo y se corrié a 100 V por 30 min. Terminado el tiempo
se visualizaron las bandas en un transiluminador Gel Doc™ XR+ Imager (Bio-Rad

CA, USA), donde se procedio a tomar un registro fotogréfico.

7.6. PCR cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR)

Se obtuvo cDNA a patrtir de la cadena molde de RNA mediante una transcriptasa
reversa (Superscript Ill, Thermo Fisher Scientific MA, USA). Se parti6 de una
concentracion de 500 ng de RNA y mediante un termociclador GeneAmp PCR
System 2700 (Applied Biosystems CA, USA), se calento la muestra a 65 °C por 5
min, se incubo en hielo por 1 min, se afiadio 0.4 uL por muestra de transcriptasa
reversa y se incubo a 25 °C por 5 min a temperatura ambiente (TA). Se realizo la
retrotranscripcion a 65 °C por 40 min, se inactivo la reaccion a 70 °C por 15 min 'y

se guardaron las muestras a 4 °C.
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Después de obtener el cDNA, se realiz6 el gPCR mediante sondas TagMan™
acopladas al fluoréforo reportero FAM, correspondientes al gen de interés a
amplificar. Para el Cyplal se utiliz6 0.2 uL de la sonda ID: MmM00487218 m1
(Thermo Fisher Scientific MA, USA) y para el Cyp3all la sonda ID:
MmO00731567_m1 (Thermo Fisher Scientific MA, USA). Como gen enddgeno se
utilizé la sonda para la unidad ribosomal 18s ID: MmM00507222_s1 (Thermo Fisher
Scientific MA, USA). Se colocaron 2 uL de cDNA por pozo en una placa de 48
pozos, y 13 uL de una mezcla de la sonda del gen de interés con TagMan™
Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific MA, USA), la cual contiene la
DNA polimerasa, posteriormente se leyé en un StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystem CA, USA). Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo
de incubacion a 50 °C por 2 min, un ciclo de activacion de la enzima (DNA
polimerasa) a 45 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 s
seguido de la alineacion y extension de la sintesis del DNA a 60 °C por 1 min.
Terminado la gPCR se determind la expresion relativa del gen de interés con
respecto al gen enddgeno y a un tratamiento basal, mediante el método de Ct
comparativo (AACt) (Life technologies, 2014).

7.7. Inmunoflorescencia

Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia, se sembraron 5 x 10° M®’s/mL
sobre un cubreobjetos dentro de una caja Petri de 3.5 mm? Se adicioné el
respectivo tratamiento y se ajustd a un volumen final de 1.5 mL con medio RPMI
suplementado. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se retiré el medio, se realizd
un lavado con PBS 1X y se fijaron las células con paraformaldehido (PFA) al 4%
durante 30 min a TA. Después se realizaron 2 lavados con PBS 1X, se
permeabilizaron las células con triton X-100 al 0.05% enfriado a 4 °C por 5 min a
TA, se realiz6 un lavado y se procedi6 a bloquear uniones inespecificas del
anticuerpo con el medio de bloqueo (BSA 1%, 22.52 mg/mL de glicina diluida en
PBS 1X al 0.1% de tween 20) por 30 min. Posteriormente, se elimind la solucion
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de bloqueo y sin realizar ningun lavado se colocé el anticuerpo primario para el
AhR ab84833 (Abcam CAM, UK) a una dilucién de 1:150, y para el PXR bs-2334R
(Bioss antibodies MA, USA) a una dilucion de 1:150, y se incubo toda la noche a 4
°C. Finalizado el tiempo de incubacion, se llevaron a cabo 3 lavados con PBS-T
0.1% por 5 min c/u, se afiadié el anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor®
488 ab150077 (Abcam CAM, UK) a una dilucién de 1:1000, y se incubé por 1 h a
TA en completa obscuridad. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS-T
0.1% por 5 min c/u. Y se agreg6 rodamina-faloidina R415 (Thermo Fisher
Scientific MA, USA), a una diluciébn 1:20 por 15 min a TA, protegiendo las
muestras de la luz. Se realizaron 2 lavados con PBS 1X por 3 min c/u, se monto el
cubreobjetos en un portaobjetos con 5 pL de vectashield con DAPI H-1200-10
(Vector Laboratories CA, USA), y se procedié a tomar fotografias, mediante un
microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems DE-HE, GER).

7.8. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizaron las pruebas de analisis de varianza
(ANOVA) para determinar diferencias significativas en el efecto de los diferentes

tratamientos y sus controles. Se consider6 una *P<0.05 como significativa.
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8. RESULTADOS

8.1. EI TCDD no disminuye la viabilidad celular de los macrofagos
peritoneales de raton.

En la figura 7 se puede apreciar que la exposicion a 1, 10, 20 y 50 nM de TCDD, a
las 24 h, no modificé significativamente la viabilidad celular de los M®’s
peritoneales de ratén. De hecho, la actividad mitocondrial se mantuvo igual o por
arriba cuando se compara con el vehiculo (DMSO 0.008 %) o con el control sin
vehiculo (medio RPMI). Estos datos indican que cualquiera de estas
concentraciones puede ser utilizada para evaluar la activacion, mediada por el
TCDD, del AhR en M®’s peritoneales de raton. La concentracion que se decidio
utilizar para posteriores experimentos fue la de 10 nM, ya que esta es la que mas

frecuentemente se utiliza en ensayos in vitro.
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Figura 7. Efecto del TCDD sobre la viabilidad celular de M¢’s peritoneales de raton. 1x10

Me’s fueron tratados con TCDD a las concentraciones sefialadas. 24 h después se determind la
viabilidad celular mediante el uso de MTT. DMSO (0.008%), control (medio RPMI). Cada barra

representa el promedio de 3 ensayos individuales + D.S.
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8.2. EI PCN no disminuye la viabilidad celular de los macré6fagos peritoneales
de raton

Se trataron M®’s peritoneales de raton con PCN, ligando agonista del PXR, a las
concentraciones de 10, 20, 50 y 100 pM a un tiempo de exposicion de 24 h. Los
resultados sefialan que ninguna de las concentraciones empleadas altera la
viabilidad celular y como en el caso del TCDD, ésta se mantuvo igual o por arriba
cuando se compara con el vehiculo (DMSO 0.008 %) o con el control (medio
RPMI) (Figura 8). Se concluye de estos ensayos que el PCN no posee efecto
citotéxico sobre las células y puede ser empleado para activar al PXR. La
concentracion que se decidi6 utilizar a partir de estos resultados fue la de 50 uM,

ya que es la mas comunmente utilizada en diversos tipos celulares.

140 -

120 ~ T
100 A T

=

s

=3 80

[<5]

o

3

5=} 60

=

O

> 40 -
20

0 T T
Control DMSO 10 20 50 100

PCN (uM)

Figura 8. Efecto del PCN sobre la viabilidad celular de Me’s peritoneales de raton. 1x106 Mo’'s
fueron tratados con PCN a las concentraciones sefialadas. 24 h después se determiné la viabilidad
celular mediante el uso de MTT. DMSO (0.008%), control (medio RPMI). Cada barra representa el
promedio de 3 ensayos individuales + D.S.
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8.3. EI TCDD induce la expresién del Cyplal en macréfagos peritoneales de
raton

Para evaluar la capacidad del TCDD de activar al AhR, se determind la expresion
de su gen blanco canonico, el citocromo P450 l1lal (Cyplal), en M®’s
peritoneales de raton. Los resultados muestran que, a las 4 y 8 h, comparado con
el vehiculo (DMSO 0.008%) el tratamiento con TCDD activa al AhR, ya que a las 4
y 8 h se observa una induccion del transcrito del Cyplal de 60 y 275 veces,
respectivamente (Figura 9). De lo anterior, se concluye que el TCDD activa al AhR
en los M®’s peritoneales de raton. Considerando estos datos, se decidié evaluar

el efecto de los diferentes PAMPs sobre la expresion del Cyplal.
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Figura 9. El TCDD induce la expresion de Cyplal en Me’s peritoneales de raton. 2.5 x 106
Meo’s peritoneales se trataron con 10 nM de TCDD a los tiempos indicados. Transcurrido el tiempo
de tratamiento, se obtuvo el RNA y se evaluaron los niveles del transcrito del Cyplal. Vehiculo
(DMSO 0.008%). Cada barra representa el promedio de 3 ensayos individuales + D.S. ANOVA
*P<0.05, ** P<0.01.

28



8.4. El PCN induce la expresion del Cyp3all en macrofagos peritoneales de
raton

De manera similar al AhR, se evalud si el PXR es capaz de ser activado, en M®’s
peritoneales de raton, por el PCN mediante la expresion de uno de sus genes
blanco, el citocromo P450 3all (Cyp3all). Los resultados indican que alas 2, 4y
8 h, comparado con el vehiculo (DMSO 0.008%), el tratamiento con PCN sélo
activd al PXR a las 8 h, en donde se observa una induccion del transcrito del
Cyp3all de 2 veces (Figura 10). De lo anterior, se concluye que el PCN activa al
PXR en los M®’s peritoneales de raton. Considerando estos datos, se decidio

evaluar el efecto de los diferentes PAMPs sobre la expresion del Cyp3all.
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Figura 10. El PCN induce la expresion de Cyp3all en M@’s peritoneales de ratén. 2.5 x 10 Mo
peritoneales se trataron con 50 uM de PCN a los tiempos indicados. Transcurrido el tiempo de
tratamiento, se obtuvo el RNA y se evaluaron los niveles del transcrito del Cyp3all. Vehiculo
(DMSO 0.008%). Cada barra representa el promedio de 3 ensayos individuales + D.S. ANOVA
*P<0.05.
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8.5. Efecto de los PAMPs sobre la expresion del Cyplal

Se procedié a determinar si los PAMPs son capaces de modificar la activacion de

del AhR. Para ello se evalud la expresion de Cyplal bajo los tratamientos con

LPS, PGN, Zimosano y DENV-2. Como se observa en la figura 11, de los 4

PAMPs utilizados, solo el zimosano tiene un efecto significativo sobre los niveles

del transcrito del Cyplal, el cual se manifiesta como una reduccion de

aproximadamente el 50% respecto a los controles (DMSO y medio RPMI). Como

era de esperarse, el tratamiento con TCDD indujo la expresion del Cyplal en mas

de 300 veces.
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Figura 11. El zimosano disminuye la expresion del Cyplal en M@ peritoneales de raton. 2.5 x
108 Mo peritoneales se trataron con 10 nM de TCDD, 10 ug/ml de LPS, PGN, Zymosano y 5
UFP/mL de DENV-2 a los tiempos indicados en la seccion 7.3. Transcurrido el tiempo de
tratamiento, se obtuvo el RNA y se evaluaron los niveles del transcrito del Cyplal. Vehiculos
(DMSO 0.008%, medio RPMI). Cada barra representa el promedio de 3 ensayos individuales + D.S.

ANOVA *P<0.05, *** P<0.001.
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8.6. Efecto de los PAMPs sobre la expresion del Cyp3all

También se determiné si los PAMPs son capaces de modificar la activacion del
PXR. Para ello se evalud la expresion de Cyp3all posterior a los tratamientos con
LPS, PGN, Zimosano y DENV-2. La figura 12 contiene los datos que muestran
que, de los 4 PAMPs utilizados, so6lo el DENV-2 tiene un efecto significativo sobre
los niveles del transcrito del Cyp3all, el cual se muestra como una induccién de
aproximadamente 4 veces respecto a los controles (DMSO y medio RPMI) y del
doble con respecto al tratamiento con PCN, el cual fue de 2 veces respecto a los

controles.
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Figura 12. El DENV-2 induce la expresion del Cyp3all en M@’s peritoneales de ratén. 2.5 x 10°
Mo ’s peritoneales se trataron con 50 [M de PCN, 10 pg/ml de LPS, PGN, Zimosano y 5 UFP/mL de
DENV-2 a los tiempos indicados en la seccion 7.3. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se obtuvo
el RNA y se evaluaron los niveles del transcrito del Cyp3all. Vehiculos (DMSO 0.008%, medio
RPMI). Cada barra representa el promedio de 3 ensayos individuales + D.S. ANOVA *P<0.05, **
P<0.01.

31



8.7. Localizacién celular del AhR y PXR en macréfagos peritoneales de ratén

Una vez identificados los PAMPs que modifican la expresion del Cyplal y
Cyp3all, genes blanco del AhR y PXR, respectivamente, se procedio a evaluar si
la exposicion a estos PAMPs promueve la translocacion nuclear de estos factores
de transcripcion. Para ello, se determinaron las condiciones para detectar al AhR y
al PXR por ensayos de inmunofluorescencia en M®’s peritoneales de raton. En la
figura 13 se puede apreciar la localizacion celular del AhR. En el panel A en
condiciones basales y en el panel B con el tratamiento con el TCDD. En el primer
caso se observa una localizacién predominantemente citosélica. En contraste, el
tratamiento con TCDD resulta en una localizacion nuclear de cierta cantidad de
AhR. De la misma manera, en condiciones basales el PXR se sitla en el citosol y
después de su activacion con PCN, aparentemente, una fraccion de este se

localiza en el nucleo (Figura 14, panel Ay B, respectivamente).
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Figura 13. Localizacion celular del AhR en M@’s peritoneales de ratdn. Condiciones basales
(Panel A) y tratados con TCDD (Panel B), determinada por microscopia confocal. EI AhR (a), la
actina (b) y los nucleos (c), se visualizan en verde, azul y rojo respectivamente. En d se muestra el

merge.
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Figura 14. Localizacion celular del PXR en M@’s peritoneales de raton. Condiciones basales
(Panel A) y tratados con PCN (Panel B), determinada por microscopia confocal. EI PXR (a), la
actina (b) y los nucleos (c), se visualizan en verde, azul y rojo respectivamente. En d se muestra el

merge.
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9. DISCUSION

El AhR y el PXR son receptores nucleares cuya funcion principal es identificar
xenobidticos e iniciar como respuesta celular la induccion de la expresion de
genes que codifican para enzimas biotransformadoras, principalmente citocromos
P450, permitiendo de esta manera, convertirlos a metabolitos més solubles y asi
poder eliminarlos del organismo (Klotz & Steinbrenner, 2017). Recientemente, su
estudio se ha enfocado hacia otros procesos celulares diferentes al de la
detoxificacion, como la proliferaciéon, migracion y diferenciaciéon celular, y la
regulacion de la respuesta inmune (Climaco-Arvizu et al., 2016; Kawajiri & Fujii-
KuriYama, 2017; Oladimeji & Chen, 2018). Es en este ultimo proceso, la
regulacion del sistema inmune, en el que estos xenosensores han adquirido un

importante papel (Pascussi et al., 2008).

En los ultimos afios se han realizado abundantes estudios con la finalidad de
entender el papel de dichos xenosensores en la regulacion de diferentes células
del sistema inmune, en particular durante procesos infecciosos provocados por
diferentes microorganismos. Se ha observado que estos xenosensores, en
particular el AhR, pueden identificar compuestos microbianos que participan en la
patogenicidad de algunos microorganismos como es el caso de P. aeruginosa.
Entre dichos compuestos se encuentran las fenazinas, que son importantes en la
formacion del quorom sensing para colonizar tejidos como el pulmonar (Moura-
Alves et al., 2019). De este estudio, se ha llegado a proponer la posibilidad de que
el AhR pueda actuar como un PRR. Considerando lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar si algunos PAMPs, representativos de diferentes
microorganismos, propician algun efecto en la actividad tanto del AhR como del

PXR, en M®’s peritoneales de ratén.

Inicialmente, nos enfocamos a determinar si ligandos agonistas del AhR y PXR
tienen efectos citotoxicos en los M®’s peritoneales de ratén. Se ha reportado que
el TCDD, un HAH y el ligando con mayor afinidad por el AhR, produce efectos
toxicos a muy bajas concentraciones (Denison & Nagy, 2003). En lineas celulares
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derivadas de monocitos, como M®’s RAW 264.7, a las 24 h de tratamiento con 10
nM de TCDD se observa un disminucion en la viabilidad del 20% (Park et al.,
2005). Otros reportes muestran que el TCDD sensibiliza a las células RAW 264.7
generando un estrés oxidativo, lo que resulta en un incremento en las especies
reactivas y una disminucion en su viabilidad. En contraste, los M®’s peritoneales
de raton son menos sensibles a el tratamiento con 10 nM de TCDD (Pestka &
Zhou, 2006). En consonancia, en el presente estudio, la exposicion a 10 nM de
TCDD por 24 h no provocé una disminucién en la viabilidad de los M®’s
peritoneales de raton. AUn mas, tampoco se observaron diferencias cuando se
utilizé la concentracion de 50 nM de esta dioxina (Figura 7). Se opto6 por utilizar la
concentracion de 10 nM de TCDD, ya que es una concentracion que ha sido
empleada constantemente en nuestro grupo de trabajo para activar al AhR en
diversas lineas celulares como Hepalclc, HepG2, SHSY-5Y, HelLa (Patel et al.,
2009; Yamaguchi & Hankinson, 2019; Gonzalez-Barbosa et al., 2019; Flores-
Pérez & Elizondo, 2018).

El PCN es un compuesto esteroideo enddgeno, precursor y metabolito
intermediario de hormonas esteroideas (estrogenos, androgenos, etc.). Es
utilizado comunmente como farmaco o suplemento (Vallée, 2016), y es un ligando
con alta afinidad por el PXR de raton, a diferencia del de humano, donde presenta
baja afinidad (Jones et al., 2000). Existen pocos estudios en los que se evalle el
efecto del PCN en M®’s peritoneales de raton. Zhou y colaboradores en el 2009
reportaron que el tratamiento con 10 uM de PCN por 24 h no tuvo un efecto
citotéxico sobre M®’s peritoneales de raton (Zhou et al., 2009). De manera similar
nuestros resultados demuestran que a ninguna de las concentraciones empleadas

de PCN se aprecié un efecto citotéxico.

Una vez establecido que ni el TCDD ni el PCN provocaban citotoxicidad en
nuestro modelo de estudio, se procedid a evaluar si eran capaces de activar al

AhR y PXR a través de medir la expresion relativa de sus genes blancos.

Cuando se activa el AhR por alguno de sus ligandos, se inicia la transcripcion de
CYP450s pertenecientes a la familia 1 como son el Cyplal y Cypla2, entre otros
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(Lin, 2006). En este estudio, se evalué la expresion del gen Cyplal. Como
podemos observar en la figura 9, a las 4 h de tratamiento con TCDD se observa
una induccion de aproximadamente 60 veces, mientras que a las 8 h esta llega a
ser hasta de 300 veces respecto al vehiculo. Es de llamar la atencion los niveles
elevados de induccién, lo que sugiere que el Cyplal podria tener un papel
relevante en la fisiologia del M®’s. Lo mas probable es que lleva a cabo la
biotransformacion de PAHSs, sustratos del Cyplal, que de no ser eliminados
podrian generar aductos en el DNA (Piipari et al., 2000). Otro papel muy
importante del Cyplal es en la biotransformaciéon de ligandos enddégenos, como
algunos metabolitos derivados de la via del acido araquidénico como las
prostaglandinas y leucotrienos, que son activados cuando existe alguna lesion
tisular o exposicion a diferentes compuestos y los cuales son importantes para la
activacion de los M®’s tipo |. Estos generen quimioatrayentes para el
reclutamiento de otras células de la respuesta inmune (Byun, et al. 2017). Es
probable que los M®’'s expresen altos niveles de Cyplal en presencia de TCDD
como respuesta a un proceso inflamatorio. Ademéas de su participacion en
procesos de detoxificacion, el Cyplal podria tener un papel en la regulacién de la
respuesta innata, sin conocerse aun los detalles de ello (Fang et al., 2016). La
induccion de la expresion del Cyplal reportada en nuestro estudio contrasta con
la hallada por Zhu y colaboradores, quienes observan una induccién de 10 veces
respecto al control. La diferencia podria explicarse debido a que nosotros tratamos
alos M®’s con 10 nM de TCDD por 4 h y 8 h, mientras que ellos utilizaron 1 nM
de TCDD por 1 h.

El PXR es capaz de inducir la expresion de CYP450s pertenecientes a la familia 3,
principalmente, en el caso de los humanos, el CYP3A4 (Tompkins & Wallace,
2007). En el ratén, su ortdlogo es el Cyp3all. El ligando con mayor afinidad por el
PXR, en ratén, es el PCN (Manikandan & Nagini, 2018). En la presente
investigacion se evalud la induccion de la expresion del gen Cyp3all en M®’s
peritoneales de raton mediante el tratamiento con PCN. Los resultados
demostraron que a una concentracion de 50 uM a las 2 y 4 h hay un ligero

aumento en la expresion de Cyp3all el cual no es significativo. Sin embargo, a
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las 8 h el aumento es de més de 2 veces, el cual es significativamente
diferentemente respecto al vehiculo. En la literatura no existen reportes que
establezcan la induccion de Cyp3all por PCN en M®’s peritoneales de raton, por
lo que este resultado es novedoso. En las células de Kupffer (macrofagos
hepéticos) de raton, el Cyp3all lleva a cabo la biotransformacion de diferentes
farmacos como el acetaminofén, también conocido como paracetamol (Lacour et
al., 2009), pero también es importante para la biotransformacion de endobidticos
como precursores de acidos biliares, los cuales si no son eliminados pueden
provocar dafio en el higado, de tal modo que su expresion es un mecanismo de
proteccion (Goodwin, et al. 2003). El Cyp3all pudiera tener funciones similares en
los M®’s peritoneales. Comparado con la induccion del Cyplal, el efecto del PCN
sobre los niveles del Cyp3all es pequefio. Lo anterior podria deberse a que la
presencia de PXR es baja en este tipo celular, a comparacion de otras células
como hepatocitos y células intestinales, donde llevan a cabo la mayoria de sus
funciones (Dussault & Forman, 2002; Kliewer et al., 2002). A pesar de ello, es la
primera vez que se demuestra que en M®’s peritoneales de ratdbn se puede
inducir, con PCN, la expresion del Cyp3all, presumiblemente a través del PXR.

Como se describi6 en la introduccion, los monocitos y M®’s tienen un papel muy
importante en el reconocimiento de microorganismos. Lo hacen a través de la
identificacion de diferentes PAMPs mediante los PRRs, lo que resulta en el inicio
de una respuesta inflamatoria para atenuar la infeccion (Abbas et al., 2017).
Debido al papel que juegan el AhR y el PXR en la inhibicion de la respuesta
inflamatoria provocada por algunos patégenos (Elizondo et al., 2011; Qiu et al.,
2016), se determiné verificar si alguno de los PAMPs mas representativos de
diferentes microorganismos podia tener un efecto en la activacibn de estos

Xxenosensores.

El AhR ha sido descrito como un regulador negativo de la respuesta inmune
inflamatoria, particularmente en M®’s (Kimura et al., 2009). Cuando los M®’s
peritoneales fueron tratados con los diferentes PAMPs no se encontr6 que

aumentaran la expresion del Cyplal. Sin embargo, el zimosano disminuy6 en
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alrededor de un 50% los niveles basales del transcrito del Cyplal en comparacién
a su control. Este resultado concuerda con los datos reportados por Peres, et al.
en el 2017. Este grupo de investigacion observé que el zimosano, a través de un
mecanismo desconocido, inhibe la expresion del Cyplal. El zimosano podria
actuar como un ligando antagonista, bloqueando al AhR en su funcién como
regulador negativo de la respuesta inmune inflamatoria, permitiendo la produccién
de citocinas inflamatorias como IL-6, IL-1 y el TNFa. En este contexto, seria
interesante evaluar primero, si el zimosano inhibe la induccién del Cyplal
mediada por el TCDD y posteriormente, determinar si bloquea la inhibicion de la
sintesis de citocinas inflamatorias provocada por la activaciéon del AhR.

El PXR también tiene un papel como regulador negativo de la respuesta
inflamatoria. Se ha reportado que cuando se silencia al PXR, aumenta la
expresion de TNF-a, el cual a través de su via de sefializacion disminuye el
potencial de membrana mitocondrial y aumenta la produccion de ROS, lo cual
provoca la disminucion de monocitos y la sobrevivencia de M. tuberculosis
(Bhagyaraj et al., 2016). En este trabajo, observamos que so6lo el sonicado del
virus del dengue serotipo 2 incrementa la expresion del Cyp3all hasta casi 4
veces respecto al control. Es de llamar la atencion que dicho incremento es
significativamente mayor al observado cuando los M® smacrofagos son tratados

con el PCN, agonista prototipo del PXR.

En la literatura no existen reportes que muestren que el DENV-2 pueda activar al
PXR o inducir la expresion de CYP450s. El mecanismo a través del cual el DENV-
2 podria activar al PXR se desconoce, sin embargo, existe en la literatura
informacion que nos permite hipotetizar que es a travées de la desfosforilacion del
PXR. Mediante un analisis de microarreglos en diferentes poblaciones tropicales
con la enfermedad del Dengue, se observl que estas presentaban un aumento en
la expresion de PPP2R5E, una subunidad reguladora de la proteina fosfatasa 2A
(PP2A) (Oliveira et al., 2018). Esta enzima, al desfosforilar al PXR promueve, en el
citoplasma, su separacion de sus correpresores lo que resulta en su translocacion

al nucleo y la transcripcion de sus genes blanco (Figura 5) (di Masi et al., 2009).
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Considerando lo anterior, es posible que el incremento en la expresion de
PPP2R5E provocada por el virus active al PXR provocando el aumento observado

en los niveles de Cyp3all.

En el presente estudio también se plante6 determinar la activacion del AhR y PXR
a través de evaluar su localizacién nuclear. En las figuras 13 y 14 se muestran
ensayos de inmunofluorescencia en los que se aprecia, en condiciones basales, a
ambos xenosensores en el citoplasma. Posterior a su activacion con TCDD o
PCN, se aprecia una localizacién nuclear del AhR y PXR, respectivamente. Sin
embargo, la internalizacion nuclear es baja, posiblemente a que se requieren
ajustes en el método. Una vez establecidas las condiciones 6ptimas, se procedera

a evaluar el efecto de los PAMPs sobre la localizacion celular del AhR y PXR.

La aparicion de homologos del AhR se remonta hace 600 millones de afios, al
phylum Cnidaria (medusas), pero es en el origen de los primeros vertebrados hace
500 millones de afios, que se empieza a diversificar su funcién en el sistema
vascular, reproductivo e inmune. En este ultimo, es posible que su papel principal
fuera la identificacion de moléculas derivadas de microorganismos comensales y
patogénicos. Posteriormente, con la diversificacion de vertebrados y diferentes
estilos de vida, comenz6 a desarrollar otras funciones, convirtiéndose en uno de

los principales sensores de xenobibticos (Kawaijiri, et al. 2009; Hahn, et al. 2017).

Por otro lado, el origen del PXR es de hace aproximadamente 310 millones de
afos, apareciendo en una infraclase de actinopterigios llamada teledsteos. Su
funcibn es mas complicada de comprender. Actualmente identifica multiples
ligandos, pero sus funciones en un principio estaban limitadas a identificar
compuestos derivados de sales biliares y responder con la transcripcién de genes
que metabolizan dichos compuestos. Con esta informacion podriamos suponer
gue en sus inicios pudo haber detectado DAMPSs, activAndolo para ejercer una
respuesta en la inflamacién, y posteriormente, esto haya derivado a un posible
papel como PRR ante diversos PAMPs derivados de microorganismos, lo cual
podria justificar su participacion en la regulacién inflamatoria (Krasowski, et al.
2011; Eide, et al. 2018).
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Se requieren de mas estudios, evolutivos y funcionales, para considerar a estos y
otros xenosensores como PRRs en la respuesta inmune innata. Sin embargo, los
datos obtenidos en este estudio, junto con los reportados previamente, indican que

es importante continuar evaluando esta posibilidad.
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10. CONCLUSIONES

1 Los ligandos utilizados para inducir la expresiéon de genes blanco del
AhR y PXR no tienen un efecto sobre la viabilidad celular de los M®’s

peritoneales de raton.

1 ElI TCDD y el PCN inducen la expresion del Cyplal y Cyp3all,

respectivamente, en los M®’s peritoneales de raton.

1 El zimosano inhibe la expresion basal del Cyplal, sugiriendo un efecto

antagonista sobre el AhR.

1 El DENV-2 induce la expresion del Cyp3all, sugiriendo un efecto

agonista sobre el PXR.
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11. PERSPECTIVAS

1 Realizar tratamientos con diferentes compuestos patogénicos de hongos
similares al zimosano, y verificar si son capaces de inhibir la activacion del
AhR.

1 ldentificar qué compuesto del DENV-2 es el que permite la activacion del

PXR, asi como determinar a través de cual via ocurre este proceso.

1 Evaluar el efecto del zimosano y DENV-2 sobre la produccion de citocinas.
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