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RESUMEN EN ESPANOL

Nurrl es un miembro de la familia de receptores nucleares huérfanos NR4A que modula
la respuesta inflamatoria tanto de manera positiva como de manera negativa en varios
linajes celulares. Los macrofagos (M¢s) son células clave en la regulacion de los
procesos inflamatorios; sin embargo, el papel que Nurrl pudiera tener en los M¢s
humanos ha sido escasamente estudiado. Por esta razén, en nuestro grupo de
investigacion decidimos evaluar la expresion y la actividad de Nurrl en M¢s derivados
de monocitos humanos. En este estudio se cultivaron monocitos sanguineos humanos
con las citocinas hematopoyéticas GM-CSF o M-CSF, para generar M¢s con un perfil
pro-inflamatorio (los tratados con GM-CSF, GM-M¢s) o con funciones anti-inflamatorias
(los tratados con M-CSF, M-M¢s). En este contexto encontramos que la expresion de
Nurrl fue predominante en los GM-M¢s en comparacion con los M-M¢s. Ademas, la
transcripcion de Nurrl fue inducida tras la activacion de los M¢s con ligandos de TLR-2,
-3y -4, y tanto la MAPK p38 como el factor de transcripcion NF-kB estuvieron
involucrados en la induccién de Nurrl rio abajo de TLR-4. El tratamiento de los GM-M¢s
con los agonistas de Nurrl C-DIM12 e IP7e disminuyé de manera considerable la
produccién de los mediadores inflamatorios TNF, IL-1, IL-6, IL-12 p40, CCL2, e IFN-B,
asi como la produccién de especies reactivas de oxigeno, sin afectar su capacidad de
fagocitosis. El silenciamiento de Nurrl en los GM-M¢s estimulados con LPS potencio la
transcripcion de IL6, IFNB, y CCL2, por lo que podemos considerar que €stos son genes
regulados directamente por Nurrl. Mecanisticamente, la activacion de Nurrl con sus
agonistas disminuyé de manera parcial la actividad transcripcional de NF-xB en
respuesta a LPS, asi como la tasa de translocacion nuclear de NF-xB p6b5.
Colectivamente nuestros datos demuestran que Nurrl se expresa preferentemente en
M¢s humanos con un fenotipo inflamatorio, en los cuales limita sus respuestas
inflamatorias y citotoxicas. Estas funciones de Nurrl podrian estar relacionadas con su
capacidad de inhibir la actividad transcripcional de NF-xB en las células activadas con

estimulos inflamatorios.

12
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RESUMEN EN INGLES

Nurrl is a member of the NR4A orphan nuclear receptor family that modulates the
inflammatory response in several cell lineages, both positively and negatively.
Macrophages (M¢s) are key players in the regulation of inflammatory processes,
however, the role that Nurrl in human M¢s has been scarcely studied. Therefore, we
decided to evaluate the expression and activity of Nurrl in human monocyte-derived M¢s.
In our study we cultured human blood monocytes with the hematopoietic cytokines GM-
CSF or M-CSF, in order to generate M¢ with a pro-inflammatory profile (those treated with
GM-CSF, GM-M¢s) or with an anti-inflammatory phenotype (those treated with M-CSF,
M-M¢s). In this context we found that Nurrl expression was predominant in GM-M¢s
when compared with M-M¢s. Nurrl transcription was induced after activation of M¢ with
TLR-2, -3 and -4 ligands, and both MAPK p38 and the transcription factor NF-xB were
involved in the induction of Nurrl downstream of TLR-4. The treatment of GM-M¢s with
the Nurrl agonists C-DIM12 and IP7e considerably decreased the production of the
inflammatory mediators TNF, IL-1p, IL-6, IL-12 p40, CCL2, IFN-B, as well as the
production of reactive oxygen species, without affecting the the phagocytosis ability of
Més. In contrast, silencing of Nurrl in LPS-activated GM-M¢s enhanced the transcription
of IL6, IFNB, and CCL2; therefore, we consider these as bona fide Nurrl-responsive
genes. Mechanistically, Nurrl activation with C-DIM12 or IP7e partially decreased the
transcriptional activity of the NF-kB pathway in cells exposed to LPS, as well as the rate
of NF-xB p65 nuclear translocation. Collectively, our data demonstrate that Nurrl is
preferentially expressed in M¢s with pro-inflammatory attributes, where it limits their
inflammatory and cytotoxic responses. This role could be associated with a reduction in

the activation of the NF-xB pathway in cells activated with LPS.

13
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.  INTRODUCCION

Macrofagos

Los macrofagos (M¢s) son células heterogéneas del sistema inmune innato con una
elevada plasticidad y versatilidad. Presentan una gran diversidad de funciones
relacionadas con el mantenimiento de la homeostasis del organismo, como la
fagocitosis de células apoptoticas, cicatrizacion de heridas, la defensa frente a
patégenos y células tumorales, asi como la regulacién de la funcién inmunitaria (1).
Los M¢s, junto con los neutrdfilos, trabajan en conjunto constituyendo la primera linea
de defensa (inmunidad innata) contra microorganismos patégenos (2). Los neutréfilos
llegan antes, pero los M¢s sobreviven durante un mayor tiempo en el sitio de infeccion.
De esta manera, los M¢s son las células efectoras dominantes en los estados tardios

de la respuesta inmune innata.

Origen de los macrofagos

Los M¢s conforman el sistema fagocitico mononuclear junto con los monocitos y las
células dendriticas (DC, Dendritic Cell), cuyas funciones principales son el
mantenimiento de la homeostasis del organismo y la regulacion de la inflamacién y la

respuesta inmune (3, 4).

Estas células provienen de un progenitor comun en la médula 6sea (MDP,
Macrophage and Dendritic cell Progenitor), el cual da lugar a los monocitos/M¢s y al
progenitor comun de células dendriticas (CDP, Common Dendritic cell Progenitor),
con un potencial de diferenciacion restringido hacia células dendriticas (5, 6) (Figura
1).

Los monocitos humanos se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a la
expresion diferencial de las moléculas de superficie CD14 y CD16: los monocitos

clasicos CD14*CD16" (Ly6C" en ratén), también llamados inflamatorios, los cuales

14
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expresan altos niveles de CCR2 y bajos de CX3CR1, y los monocitos CD16*, los
cuales a su vez comprenden a los monocitos no clasicos CD14°“CD16* (Ly6C'° en
ratén) y a los monocitos intermedios CD14*CD16*. Ambos subgrupos expresan bajos
niveles de CCR2 y altos niveles CX3CR1. Los monocitos clasicos representan
alrededor del 90-95% y los monocitos CD16* del 5-10% de los monocitos sanguineos
en un individuo sano (7-10).

Los monocitos se generan en la médula 6seay circulan por la sangre. Algunos pueden
migran a los tejidos, especialmente durante las reacciones inflamatorias, donde se
pueden diferenciar a M¢s o células dendriticas (4). Las subpoblaciones de monocitos
tienen distinta capacidad migratoria, asi como potencial de diferenciacion hacia

diversos grupos de M¢s y células dendriticas, dependiendo del tipo de tejido y del

o

microambiente inmunolégico (11).

Macrophage
t
4 _
L@
O-@©-©—
= P\
¥ ¥ - Monocyte
Lymphoid Erythrocyte
lineages Megakaryocyte

Plasmacytoid /

DC

Lymphoid tissue CD8* and CD8~DCs Non-lymphoid tissue
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Figura 1. Linaje de Fagocitos mononucleares. El compromiso de diferenciacion a monocito,
macréfago o célula dendritica (DC) ocurre en la etapa de progenitor de M¢s y DC (MDP). MDP puede
dar lugar al progenitor comun de células dendriticas (CDP) o a monocitos. CDP esta comprometido a
el linaje de DC y da lugar tanto a DC CD8* y CD8" en tejidos linfaticos y DC CD103*CD11b- en tejidos
no linfoides. Ademas, los monocitos dan lugar a algunas DC CD11b*CD103- 0 M¢s. CMP, progenitor
mieloide comun; GMP, progenitor de granulocitos macréfagos; HSC, célula madre hematopoyética (3).
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Los monocitos clasicos o inflamatorios se consideran un subgrupo menos maduro y
capaz de dar lugar a M¢s con un fenotipo inflamatorio o a DCs (7, 12). Los monocitos
no clasicos han sido también llamados “patrulleros” debido a que se arrastran
lentamente a lo largo del endotelio (a manera de patrullaje) por la accion de la integrina
LFA-1. En un modelo de ratén infectado i.p. (intra-peritonealmente) con la bacteria L.
monocytogenes se observdO que este subgrupo de monocitos era reclutado
rapidamente al sitio de infeccidn para iniciar una respuesta inmune temprana y
diferenciarse a M¢s (13). Sin embargo, en modelos de ratébn de dafio al musculo
esquelético, asi como de infarto al miocardio, se ha mostrado que son los monocitos
clasicos (Ly6CM) los primeros en ser reclutados al tejido dafiado y diferenciarse a M¢s.
Tras un periodo agudo de inflamacién se produce un cambio en el fenotipo de estos
M¢s inflamatorios a M¢s con un perfil anti-inflamatorio. En estos modelos se ha
sugerido que los monocitos no clasicos dan lugar a los M¢s tisulares en condiciones
basales, y que durante la inflamacion migran méas tardiamente que los monocitos
clasicos y que pueden dar lugar a M¢s con caracteristicas anti-inflamatorias y

reparadoras de tejido (4, 14, 15).

Los M¢s se encuentran practicamente en todos los tejidos del cuerpo humano y son
capaces de adquirir diferentes caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas dependiendo
del tipo de tejido y de los diversos estimulos recibidos del microambiente
inmunoldgico. Se dividen en subpoblaciones dependiendo de su localizacion
anatémica y su funcionalidad. Por ejemplo, los osteoclastos (en el hueso), los
macréfagos alveolares (en el pulmdn) y las células de Kupffer (en el higado). Cada
una de estas subpoblaciones lleva a cabo funciones homeostéticas en sus respectivos
tejidos (16) (Figura 2).

Durante muchos afos se consider6 que los M¢s provenian solamente de la
diferenciacion de monocitos sanguineos que se extravasaban a los tejidos; sin embargo,
hallazgos en cuanto al origen primitivo y capacidad de autorrenovacion de la microglia
(17-19), la capacidad de expansion de los M¢s en respuestas inflamatorias del tipo 2

(20), asi como recientes hallazgos en individuos con monocitopenia (reduccion del
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recuento de monocitos en sangre) severa que no tienen afectados los numeros de M¢s
tisulares han refutado esta hipétesis (21, 22). Existe evidencia de que la mayoria de los
M¢s tisulares derivan de precursores del saco vitelino o del higado fetal durante el
desarrollo embrionario, y colonizan los tejidos antes del nacimiento. Ademas, estos M¢s
poseen capacidad de auto-renovacion y se mantienen durante la vida adulta con una
contribucion minima de los monocitos circulantes (23-25). Por otro lado, en un modelo
de peritonitis en ratén se ha demostrado la proliferacion de M¢s infiltrantes derivados de
médula 6sea, asi como de M¢s residentes de tejido (26). Por lo tanto, cada tejido en la
vida adulta tiene su propia combinacion de M¢s de origen embrionario/M¢s residentes
de tejido y M¢ de origen monocitico/M¢s infiltrantes (27, 28). De esta manera, la gran
diversidad fenotipica y funcional de los M¢s podria estar regulada por factores de
transcripcion maestros especificos del origen celular, asi como por los inducidos por el

microambiente tisular.
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Figura 2. Los macréfagos tisulares realizan funciones homeostéaticas. Los fagocitos
mononucleares son generados a partir de células madre hematopoyéticas comprometidas localizadas
en la médula ésea. Los precursores de los M¢s son liberados dentro de la circulacidn como monocitos
y répidamente migran a casi todos los tejidos del cuerpo, donde ellos se diferencian a M¢s maduros.
Varias poblaciones de M¢s tisulares maduros son estratégicamente localizadas a través del cuerpo y
realizan actividades importantes de vigilancia inmune, incluyendo fagocitosis, presentacion de
antigenos y supresion inmune (16).

Polarizacion M1y M2

Tradicionalmente, los M¢s han sido agrupados en dos clases en funcion de sus
caracteristicas funcionales, M¢s polarizados M1 y M¢s polarizados M2. Estos M¢s se
diferencian entre si en la expresion de receptores de superficie celular, en la

produccién y secrecidn de citocinas y quimiocinas, asi como en sus funciones
fisiologicas (29).
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Los M¢s M1 pueden ser generados in vitro mediante el cultivo de monocitos con
lipopolisacarido bacteriano (LPS) y con citocinas como interferon (IFN)-y, o factor
estimulante de colonias de granulocitos/M¢s (GM-CSF), mientras que los M¢s M2
pueden ser generados tras el cultivo con citocinas de tipo Th2 (IL-4, IL-13), asi como
con factores inmunosupresores como la IL-10, o el factor estimulante de colonias de
Mos (M-CSF) (30).

Los M¢s polarizados hacia un fenotipo M1 (clasico o pro-inflamatorio) se caracterizan
por una elevada produccion y secrecion de citocinas inflamatorias [interleucina (IL)-
1B, factor de necrosis tumoral (TNF), IL-6, IL-12 e IL-23], baja secrecion de IL-10, alta
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNI), y por su
alta capacidad microbicida y tumoricida. Los M¢s M1 estan relacionados con el inicio
y el mantenimiento del proceso inflamatorio, asi como en el mantenimiento de las
respuestas de linfocitos Thl y Th1l7 y en la defensa contra patdgenos intracelulares
(Figura 3).

Los M¢s polarizados hacia un fenotipo M2 (no clasico o alternativo) secretan
principalmente citocinas anti-inflamatorias (IL-10, antagonista del receptor de IL-1 -IL-
1Ra-), asi como diversos factores de crecimiento (PDGF, FGF, VEGF). Ademas,
tienen una alta capacidad fagocitica y alta expresién de lectinas y receptores
scavenger. Funcionalmente, los M¢s M2 estan asociados con la resolucion del
proceso inflamatorio, la eliminacion de células muertas, la remodelacion y reparacion
del tejido, la proliferacion de diversos tipos celulares (células endoteliales,
fibroblastos), y la angiogénesis. Estos M¢s modulan las respuestas de linfocitos Th2,
y estan involucrados en la defensa frente a pardsitos, la fibrosis y la progresiéon
tumoral (31-33) (Figura 3).

Los M¢s tienen roles tanto protectores como patogénicos, por lo que cambios en la
diferenciacion, polarizacion, o activacion de los M¢s, pueden jugar un papel decisivo
en la patogénesis de una amplia variedad de enfermedades inflamatorias,

metabdlicas, y autoinmunes, como lo son la obesidad, la diabetes, el cancer, la
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ateroesclerosis, la artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, entre otras

(34-39).

La exposicion de los M¢s M1 a sefiales M2 o viceversa puede inducir una

repolarizacion o reprogramacion de los M¢, es decir, el fenotipo de los M¢s

polarizados M1 y M2 puede en cierta medida ser revertido, tanto in vitro como in vivo,

otra evidencia de su elevada plasticidad la cual puede ser utilizada con fines

terapéuticos (40-42).
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Figura 3. Representacion esquemética de los macréfagos polarizados M1y M2. Se indican las
sefiales polarizantes, y las caracteristicas moleculares, metabdlicas y funcionales de estos M¢s. El
texto en cursivas muestra algunos posibles ejemplos de cada tipo de M¢s polarizado in vivo. SR
(receptor scavenger), MR (receptor de manosa), GR (receptor de glucocorticoides) (31).
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Macréfagos generados a partir de GM-CSF y M-CSF

Aunque el GM-CSF y el M-CSF inicialmente fueron definidos como factores de
crecimiento hematopoyéticos, se ha demostrado que tienen un rol mas amplio en la

regulacion de la respuesta inmune.

El M-CSF es detectable en condiciones normales en plasma y varios tejidos del cuerpo
humano y es producido por multiples tipos celulares, incluyendo fibroblastos, células
endoteliales, células estromales, células de musculo liso, M¢s y osteoclastos. En
contraste el GM-CSF es producido principalmente en zonas de inflamacion por leucocitos

activados en respuesta a la infeccion o dafio tisular.

Aungue muchas poblaciones de células mieloides, asi como de células pertenecientes a
otros linajes (células endoteliales, células epiteliales, células de musculo liso,
fibroblastos, queratinocitos y neuronas) cuentan con los receptores y son capaces de
responder al GM-CSF y M-CSF, son los M¢s el principal blanco de estos factores (43,
44).

Tanto el GM-CSF como el M-CSF promueven la sobrevivencia y la proliferacion de los
M¢s. La sefalizacion a través del receptor de M-CSF es importante para el
mantenimiento y supervivencia de los monocitos no clésicos, asi como en el control del
desarrollo de varias poblaciones de M¢s en todo el organismo, y esta relacionada con la
resolucién del proceso inflamatorio y la homeostasis. Por el contrario, el GM-CSF puede
contribuir a prolongar la respuesta inflamatoria mediante la amplificacion de la
supervivencia y la activacion de los M¢s asi como contribuyendo a la extravasacion de

monocitos clasicos y de neutrofilos (44-46).

Las poblaciones de M¢s producidas mediante el cultivo de monocitos con GM-CSF y M-
CSF han sido categorizadas como pertenecientes a los fenotipos M1 y M2,
respectivamente. Los M¢s generados con GM-CSF (GM-M¢s) promueven la inmunidad
de tipo 1 y secretan IL-23, IL-12, IL-1f, IL-18, IL-6 y TNF. Los M¢s generados con M-
CSF (M-M¢s) secretan principalmente IL-10, IL-8, y CCL2, expresan receptores
scavenger como CD163 y CD163L1, lectinas como CLEC5A, CD206, o CD209, y

estimulan la polarizacion Th2. Ademas, los M-M¢s muestran una baja capacidad de
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presentacion de antigenos, asi como una regulacién a la baja de la expresion de
moléculas coestimuladoras como HLA-DR, CD86 y CD40 tras la activacion con LPS, lo
cual no se observa en los GM-M¢s, los cuales incluso presentan una sobreexpresion de
estas moléculas tras la activacion. Ambos tipos de M¢s expresan niveles similares de los
receptores tipo Toll (TLR)-2 y -4, aunque el TLR-7 se expresa preferentemente en los M-
Mos (47, 48).

El perfil transcripcional de ambas poblaciones de M¢s esta regido por la activacion de
diversos factores de transcripcion. El estimulo con GM-CSF induce la activacion de los
factores de transcripcion STAT5 (signal transducer and activator of transcription 5), IRF5
(interferon regulatory factor 5) e IRF4 y se ha mostrado que estos factores de
transcripcion son importantes en el establecimiento del perfil inflamatorio (49-51),
mientras que el estimulo con M-CSF induce la activacion de STAT1, STAT3 e IRF5 (50,
52, 53). Por otro lado, el factor de transcripcion NF-«B (nuclear factor kB) participa en la

adquisicién de ambos fenotipos (51, 54).

Por todo lo anterior se ha propuesto que los GM-M¢s tienen un papel en el mantenimiento
y prolongacion de la respuesta inflamatoria mientras que los M-M¢s pueden tener un

papel en el mantenimiento de la homeostasis y en la resolucion de la inflamacion.

La via de sefalizacion de NF-xB

La familia de factores de transcripcion NF-xB consta de 5 miembros, p65 (RelA), RelB,
c-Rel, p105/p50 y p100/p52, los cuales comparten un dominio de homologia Rel
(RHD; Rel homology domain) en su extremo amino terminal (55, 56). (Figura 4). Esta
familia de factores de transcripcion desempefia un papel esencial en mdltiples

procesos tanto fisiol6gicos como patolégicos.
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Figura 4 Lafamilia de proteinas NF-kB. RELA/p65, c-REL, RELB, p105, p50, p100 y p52 — contienen
dominios de homologia REL (RHD). La porcién carboxi-terminal del RHD media la dimerizacién con
otros miembros de la familia NF-xB/REL y forma el sitio para el acoplamiento fisico a las proteinas
IxBs. Solo RELA, c-REL y RELB contienen dominios de transactivacion carboxi-terminal (TADs). Las
proteinas pl105 y pl00 contienen repetidos de anquirina (indicadas por circulos rosas), asi como
regiones ricas en glicina (GRR). Las GRR son importantes para el procesamiento de p105 a p50 y de
pl00 a p52. La fosforilacion de RELA en las serinas (S)276, S311, S529 y/o S536 es necesaria para
una actividad transcripcional 6ptima de NF-kB. La acetilacion de RELA en las lisinas (K)122, K123,
K218, K221 y K310 regula distintas funciones de NF-xB, incluida la unién al ADN, la asociacién IkBa y
la transactivacion mediada por RELA. La cremallera de leucina (LZ; leucine zipper) de RELB es
necesaria para la transactivacion por RELB (55).

Existen dos vias de sefalizacion de NF-«xB, la via candnica y la via no canonica (Figura
5) (57-59). El paso crucial en la activacion de la via candnica es la activacion dependiente
de la fosforilacion de las proteinas IkB (inhibitor of NF-xB) mediada por las proteinas
cinasas de IkB (IKKs) (56, 60-63). Dicha fosforilacién lleva a la ubiquitinacion y posterior
degradacion de las IkBs, resultando en la liberacién de los heterodimeros p50-p65 y su

translocacién al nucleo para dirigir la transcripcion génica (55, 56, 64, 65).

En los M¢s la via candnica es rapidamente activada a través de los receptores de
patrones de reconocimiento (PPRs), que reconocen diversos patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPSs) o asociados a dafio (DAMPS), para inducir la expresion
de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias que coadyuvan en la eliminacion de los

patdgenos y, posteriormente, en la reparacion del tejido (66-68). Algunas de estas
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citocinas proinflamatorias, como TNF e IL-1f, también son capaces de activar la via
canbnica de NF-xB mediante la unibn a sus receptores TNFR1 e IL-1R1,
respectivamente. La activacion de la via candnica de NF-kB es rapida pero transitoria,
ya gque esta via también induce la expresion de reguladores negativos como IkBa, A20
y p105 (55, 69, 70). La actividad prolongada de esta via de sefializacion puede llevar a
enfermedades inflamatorias cronicas tales como artritis reumatoide, enfermedad

inflamatoria intestinal (IBD), esclerosis multiple, o ateroesclerosis (71).

Por otro lado, la via no candnica de NF-kB es activada solamente a través de una serie
de receptores pertenecientes a la superfamilia del TNF (58, 59, 72). Tras la activacion,
la cinasa clave en esta via NIK (NF-kB inducing kinase) fosforila y activa a IKKa. Esta
cinasa fosforila a la subunidad p100, la proteina precursora de p52, la cual funciona como
una proteina tipo IxB bloqueando la translocacién de RelB al nacleo. El procesamiento
proteolitico de pl00 resulta en la liberacion del heterodimero p52-RelB para su
translocacion al nucleo y la regulacion de la transcripcion (73, 74). Se ha reportado la
participacion de la via no candnica de NF-kB en el desarrollo de érganos linfoides, asi

como en enfermedades inflamatorias crénicas (59, 75-77).
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Figura 5 Las vias de sefializacion candnicay no candnica de NF-kB. La via candnica es inducida
por TLRs, TNFRs, e IL-1R. La activacion de esta via lleva a la fosforilacion y degradacién de la proteina
inhibitoria 1kB. El heterodimero p65-p50 es liberado y translocado al ndcleo. La via no candnica se
activa por miembros de la superfamilia de receptores de TNF, como el receptor del factor activador de
células B (BAFFR; B-cell activating factor receptor), CD40, o por el receptor activador de NF-xB
(RANK). Su activacion induce la fosforilaciébn de NIK, la cual subsecuentemente fosforila IKKa.
Posteriormente el heterodimero p52-RelB es activado y traslocado al nacleo. La activacién de la via de
NF-kB regula varios procesos celulares a través de la regulacion de la expresion de diversas citocinas,
guimiocinas y otros genes (78).
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Los receptores nucleares y sus mecanismos de accion

La superfamilia de los receptores nucleares (NR) estd compuesta por 48 factores de
transcripcion (TF) en humanos y comprende receptores intracelulares que regulan una

gran variedad de funciones fisiolégicas (79).

Los NR estan formados por 5 6 6 dominios (designados en regiones de la A a la F, del
extremo N-terminal al extremo C-terminal): un dominio de activacion transcripcional
altamente variable (AF-1; activation funtion 1) o region A/B en su extremo amino terminal;
un dominio de union a DNA altamente conservado (DBD; regién C), el cual media la
union a los elementos de respuesta del DNA; un dominio de bisagra o region D que le
da flexibilidad a la proteina, que esta involucrado en los cambios conformacionales y que
contiene una secuencia de localizacién nuclear (NLS); una region E en el extremo
carboxilo terminal, con un segundo dominio de activacion transcripcional (AF-2)
dependiente de ligando y un dominio de union a ligando (LBD) el cual, ademas de
determinar la especificidad de ligando para cada receptor, estd involucrado en otras
funciones como la formaciéon de homodimeros o heterodimeros, la localizacion
subcelular, y la activacion o represion transcripcional dependiente del ligando. Algunos
receptores ademas presentan una region F en su extremo amino terminal cuya funcion
es pobremente entendida, pero se cree esta relacionada con la modulacion de su
actividad (80, 81). (Figura 6A).

Los NR pueden dividirse en tres subgrupos principales dependiendo del tipo y fuente de
ligando: i) los receptores endocrinos, que incluyen el receptor de glucocorticoides (GR)
y el receptor de estrogenos (ER), ii) los receptores huérfanos, para los cuales no se han
encontrado ligandos naturales y en algunos casos pueden funcionar de manera
independiente de ligando, vy iii) los receptores huérfanos "adoptados”, que funcionan
como heterodimeros con el receptor de retinoide X (RXR) y responden a lipidos
provenientes de la dieta. Estos ultimos fueron descritos inicialmente como receptores
huérfanos y posteriormente se descubrieron sus ligandos y se determinaron sus roles
fisiol6gicos [ej., los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPARS) o

los receptores hepaticos X (LXRs)] (79) (Figura 6B).
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Figura 6 La superfamilia de receptores nucleares. (A) Estructura esquemética de un tipico receptor
nuclear. (B) Los receptores nucleares pueden subdividirse en tres o cuatro grupos dependiendo de la
fuente y el tipo de ligando. Los receptores con ligandos fisioldgicos conocidos son mostrados en color,
y los actuales receptores huérfanos son mostrados en gris. En la lista de receptores nucleares
huérfanos se incluyen proteinas (ej. ERRs, HNF-4) que se ha demostrado que unen compuestos en
condiciones no fisiolégicas. Los receptores mostrados incluyen los 48 receptores humanos y el receptor
de insecto EcR (ecdysone receptor), que es el Gnico receptor nuclear de invertebrados con un ligando
conocido (79).

A pesar de que los NR son conocidos por sus actividades clasicas (funciones genémicas)
como TF, para algunos de ellos han sido descritas funciones no gendmicas, fuera del

nucleo celular, participando como mediadores de diversas vias de sefializacion (80, 81).

Las acciones de los NR estan moduladas por varios mecanismos endbdgenos que
incluyen:1) union al ligando, 2) modificaciones postraduccionales, 3) dimerizacién de
proteinas, 4) transferencia nuclear, 5) interacciones proteina-proteina con co-activadores

y co-represores 6) union cooperativa de DNA con otros factores de transcripcion (82, 83).

Los receptores nucleares pueden actuar como mondémeros, homodimeros o
heterodimeros y regular la transcripcion de sus genes blanco por distintos mecanismos,
incluyendo activacién transcripcional dependiente de ligando, represién independiente
de ligando, y transrepresion dependiente de ligando. No todos los receptores nucleares
presentan este rango de actividades transcripcionales y sus efectos varian de manera

especifica de célula a célula (83, 84) (Figura 7).
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La activacion dependiente de ligando es el mecanismo prototipico de los NR, y consiste
en la activacion transcripcional debida a la union directa al DNA del NR activado por
ligando en la region promotora de los genes blanco, y esté ligada al reclutamiento de
complejos co-activadores que modifican la estructura de la cromatina y facilitan el
ensamble de la maquinaria basal de transcripcion en el promotor (85, 86).

Varios receptores nucleares, incluyendo los PPARs y LXRs, reprimen activamente la
transcripcion de sus genes blanco como heterodimeros con RXRs de manera
independiente del ligando (84). Esta represion activa es ligada al reclutamiento de
complejos formados por moléculas co-represoras nucleares tales como NCoR (nuclear-
receptor co-repressor) y SMRT (silencing mediator of retinoic-acid and thyroid-hormone
receptors). Ademas de este papel como co-represores nucleares de NCoR y SMRT, se
ha encontrado que interactian con otros factores de transcripcion tales como NF-kB y
AP-1 en la region promotora de genes especificos, manteniendo estos genes en un

estado reprimido en ausencia de una sefial activadora (87-89).

La transrepresion dependiente de ligando consiste en la inhibicion de la actividad de otros
factores de transcripcion tales como NF-kB y AP-1 (los cuales son de particular interés
debido a su papel como reguladores clave de las vias de sefializacion inflamatorias) sin
la necesidad de la unién directa del NR al DNA (83, 90).

La presencia de sitios de union a ligando distintivos, ha hecho de los NR objetivos

atractivos para el desarrollo de terapias farmacolégicas (91).
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Figura 7 Actividades transcripcionales de los receptores nucleares. Miembros de la superfamilia
de receptores nucleares pueden regular la transcripcion tanto positivamente como negativamente por
multiples mecanismos. (A) Activacion transcripcional dependiente de ligando. Involucra la union
del DBD a elementos de respuesta especificos en los genes blanco.La unién del ligando lleva al
reclutamiento de complejos co-activadores que contienen actividades enzimaticas requeridas para el
remodelamiento de la cromatina, modificaciones especificas de histonas y reclutamiento de la RNA
polimerasa Il, por ejemplo actividad de remodelacién de nucleosomas (NRA, nucleosome remodelling
activity) , actividad de acetil transferasa de histonas (HAT, histone acetyltransferase) y actividad de
metil transferasa de histonas (HMT, histone metyltransferase). (B) represidn activa independiente
de ligando. Muchos receptores nucleares heterodimericos, incluyendo los LXRs y PPARSs son capaces
de unirse a elementos de respuesta en ausencia de ligando, y de reclutar complejos co-represores que
median la represion activa. Un complejo co-represor, bien definido contiene al co-represor del receptor
nuclear (NCoR, nuclear-receptor co-repressor) o al silenciador mediador del receptor de acido retinoico
y hormona tiroidea (SMRT, silencing mediator of retinoic-acid and thyroid-hormone receptor), la
desacetilasa de histona 3 (HDACS3, histone deacetylasa 3) TBL1 (transducin-B-like 1), TBLR1 (TBL1-
like related protein 1), y GPS2 (G-protein-pathway supressor).Este complejo antagoniza las acciones
de los co-activadores y mantiene los genes en un estado reprimido en ausencia de ligando. (C)
transrepresion dependiente de ligando. Muchos receptores nucleares, incluyendo el GR, los LXRs
y los PPARSs, reprimen la transcripcidon en una manera dependiente de ligando, antagonizando las
acciones de otros factores de transcripcion dependientes de sefial, tales como NF-«B (84).
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Receptores nucleares como reguladores de la funcion de los macréfagos

Esta bien documentado que varios receptores nucleares incluyendo el GR, los PPARs y
los LXRs son reguladores clave del metabolismo de lipidos y de la inflamacién en los
Mos (92-94).

Se ha reportado que la mayoria de los genes inflamatorios regulados negativamente por
este grupo de receptores no cuentan con elementos de respuesta que permitan la unién
directa del NR al DNA, por lo que se cree que la mayor parte de estos genes estarian

siendo regulados mediante mecanismos de transrepresion (90).

Receptor de glucocorticoides (GR)

El receptor de glucocorticoides (GR) forma parte de los receptores esteroideos, los
cuales son sintetizados en formas inactivas que estan asociadas con complejos de
proteina de choque térmico (HSP). El LBD media las interacciones de estos receptores
sin ligando con complejos HSP, facilita el plegamiento correcto del receptor y previene
su union al DNA en ausencia de ligando. La unién del ligando resulta en la disociacion
del receptor del complejo HSP, la unién al DNA y la actividad transcripcional (95) Los
glucocorticoides endégenos son liberados en respuesta al dolor, trauma o infeccién y la
activacion del GR ha demostrado tener potentes efectos inhibitorios sobre la respuesta
inflamatoria (94).

El empleo de agonistas del GR ha demostrado antagonizar las acciones
transcripcionales de varios mediadores pro-inflamatorios en diversos tipos celulares,
incluyendo los M¢s, de manera dependiente de ligando, pero independiente de la union
al DNA. Dentro de estos genes inflamatorios reprimidos por la actividad del GR se
encuentran los que codifican para el GM-CSF, TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, INOS, y COX2
(96-101). Debido a que la mayoria de los promotores de estos genes no cuentan con
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE, glucocorticoid response elements), se
sugiere que la mayoria son regulados mediante mecanismos de transrepresion, que
involucran la union directa a miembros de la familia de NF-kB y AP-1, la inhibicion del

reclutamiento de moléculas co-activadoras como PTEFB, GRIP1 y NTRIP6, asi como la
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inhibicién de la actividad de acetil transferasas de histonas (HATS) y el reclutamiento de
desacetilasas de histonas (HDACSs) (90, 91, 94).

Existen dos mecanismos bien descritos que involucran el impedimento de la formacion
de complejos NF-xB p65-IRF (factores reguladores de IFN), lo cual resulta en la
inhibicion de un gran grupo de genes pro-inflamatorios en los M¢s. Estos mecanismos
han mostrado ser dependientes de la sefializaciéon a través MyD88 y ademas ser

especificos de ciertos genes (102) (Figura 8).
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Figura 8 Modelos de la transrepresion mediada por GR. (A) Modelo especifico de sefial: p65
funciona como un co-activador de los IRF. La activacion mediada por IRF de genes que contengan
elementos de respuesta a IRF (ISRE) por TLR-4 y TLR-9 a través de MyD88, requiere que p65 funcione
como un co-activador especifico de sefial. La disrupcién de la interaccién p65/IRF por el GR activado
por ligando, resulta en la transrepresion de estos genes. La activacion especifica de IRF3 a través de
la sefializacion TLR3/TRIF, es independiente de p65 y por lo tanto resistente al GR. (B) Modelo
especifico de gen: IRF3 funciona como un co-activador obligado de NF-kB. La disrupcién de la
interaccion IRF3/p65 por el GR activado por ligando provee una explicacion para la inhibicion especifica
de promotor de la respuesta a LPS (102).
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PPARs

Los PPARs y LXRs se unen al DNA como heterodimeros con RXR (79). Estos
heterodimeros pueden unirse a los genes blanco tanto en ausencia como en presencia
del ligando. Generalmente se encuentran unidos a los elementos de respuesta del DNA
y a moléculas co-represoras como NCoR y SMRT de manera independiente de ligando,

funcionando como represores transcripcionales (84).

Los PPARs funcionan como sensores y reguladores transcripcionales del metabolismo
de lipidos. Los cuatro miembros de la familia PPAR (PPARa, PPARB, PPARY, y PPARJ)
pueden ser activados por acidos grasos poli-insaturados, eicosanoides y varios ligandos
sintéticos (103-106). Dos de los componentes de las lipoproteinas de baja densidad
oxidadas (oxLDL), &cido 9-hidroxi-octadecadienoico (9-HODE) y 13-HODE han sido
identificados como activadores de PPARy y tal activacion potencia la expresion del
receptor scavenger CD36, promoviendo de esta manera la captacion de oxLDL por parte
de los M¢ y su subsecuente diferenciacion a células espumosas, las cuales son
caracteristicas de la ateroesclerosis (107, 108). A pesar de esto, el heterodimero PPARYy-
RXR ha demostrado tener un papel anti-aterogénico al ser capaz de inducir la expresion
de la enzima mitocondrial CYP27, resultando en el incremento de la producciéon de 27-
hidroxicolesterol en M¢s, el cual activa a LXR y potencia el eflujo de colesterol en los
M¢s, a través de miembros de la familia de proteinas transportadoras ABC (ABC, ATP-
binding cassette) (109).

Los PPARs se expresan en los monocitos, M¢s, y otras células involucradas en la
regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria, y pueden modular el desarrollo de
estas respuestas mediante la regulacién transcripcional en estas células en una manera
dependiente de ligando (110-113). Los PPARs pueden inhibir la expresion génica
inflamatoria por multiples mecanismos incluyendo: i) la formacién de complejos con NF-
kB p65, aumentando su exportacion nuclear, ii) la modulacion de la actividad de la MAPK
p38, iii) la formacion de complejos directamente con miembros de las familias AP-1y NF-

kB e inhibiendo la remocién de complejos NCoR de la region promotora de sus genes
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blanco (112, 114-117). Un mecanismo de transrepresion dependiente de ligando de
genes de la respuesta inflamatoria bien identificado en los M¢s consiste en la sumoilacion
del LBD de PPARY, lo que lleva a la unidn de este receptor con complejos co-represores,
impidiendo asi su remocién de la region promotora de los genes blanco y su posterior
degradacion (90, 116, 118, 119) (Figura 9).

Ademas, los PPARs han demostrado ser reguladores criticos del fenotipo de los M¢,
siendo capaces de dirigir la polarizacion de M¢s de las lesiones ateroescleréticas, M¢s
de tejido adiposo (ATM), y células de Kupffer, hacia un fenotipo M2. De esta manera se
ha sugerido a los PPARs como posibles blancos terapéuticos para disminuir la expresion

de mediadores inflamatorios, asi como la resistencia a la insulina (120-123).

LXRs

Los LXRs se describieron inicialmente como receptores nucleares que funcionan
regulando la homeostasis del colesterol y pueden ser activados por oxisteroles

especificos como el 24S-hidroxicolesterol y el 22R-hidroxicolesterol (124-127).

A medida que los niveles de colesterol celular aumentan se generan oxisteroles
endogenos que llevan a la activacion dependiente de los LXRs de las vias de eflujo de

colesterol y restauracion de los niveles apropiados de colesterol celular (93, 94).

Los LXRs podrian tener un papel importante en regular la homeostasis del colesterol en
los M¢s tras la fagocitosis de células apoptoticas. Estudios en modelos de
ateroesclerosis en ratén indican que el tratamiento con agonistas sintéticos de los LXRs
inhibe el desarrollo de la lesién, mientras que la pérdida de la expresion de LXR en los

Mos resulta en el desarrollo de una ateroesclerosis acelerada (128, 129).

Ademas, los LXRs han sido caracterizados como reguladores de las vias inflamatorias
en los M¢s. Ratones que no expresan LXRs muestran una exagerada respuesta al LPS,
mientras que el empleo de agonistas sintéticos del LXR tales como GW3965 y T1317
inhiben la respuesta de los M¢s a patdégenos bacterianos y antagonizan la induccion de
un gran numero de genes inflamatorios. Dentro de éstos se incluyen los genes que
codifican para IL-1p, IL-6 MMP9, INOS, COX2, CCL2, CCL3, CCL7 y CXCL10 (130, 131).
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El mecanismo molecular responsable de la represion de estos genes de la respuesta
inflamatoria por los LXRs, al igual que el mecanismo antes descrito para PPARYy,
involucra una sumoilacion dependiente de ligando, que conlleva a la unién directa del
NR sumoilado (en este caso del LXR) con complejos co-represores y a la inhibicion de
la degradacion de estos complejos, impidiendo de esta manera la actividad de los

factores que inducen la transcripcion de estos genes, como NF-kB (90, 118) (Figura 9).
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Figura 9 Vias de transrepresion paralelas utilizadas por PPARy y los LXRs. En ausencia de un
estimulo de los TLRs un complejo co-represor conteniendo NCoR y otras subunidades esta presente
en la regiéon promotora de muchos genes de la respuesta inflamatoria y activamente reprime la
transcripcion. Tras la activacién de un TLR con un agonista, se activa la via de sefializacién intracelular,
llevando a la ubiquitinacion del complejo co-represor y a su posterior degradacién por el proteosoma
19S. Pias1:SUMO1 pathway La union de PPARy a su ligando induce la sumoilaciéon de una fraccion
del PPARYy celular con Su-1 (SUMO1, samall ubiquitin-like modifier 1). Esta es dependiente de Ubc9
(ubiquitin-conjugating enzyme 9) y Pias1 (protein inhibitor of activated STAT1) como ligasas SUMO E2
y E3 respectivamente. PPARy sumoilado interactua con el complejo co-represor para prevenir el
reclutamiento de la enzima UbcH5 y el proteosoma 19S, componentes requeridos para la remocién del
complejo co-represor de la regién promotora de los genes blanco. HDAC4:SUMO2/3 patway La del
LXR con su ligando induce la sumoilacion de una fraccion del LXR celular con Su-2 o Su-3, dependiente
de Ubc9 y HDAC4 como ligasas SUMO E2 y SUMO E3 respectivamente. Los LXRs sumoilados
también interactuan con el complejo co-represor para prevenir el reclutamiente dependiente de sefial
de UbcH5 y del proteosoma 19S, componentes requeridos para la remocion del complejo co-represor
de la region promotora de los genes blanco (118).
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Ademas de regular la homeostasis del colesterol y la respuesta inflamatoria, se ha
descrito que los LXR son capaces de inhibir la apoptosis de los M¢s inducida por los
patégenos, esto mediante la induccion de la expresion de factores anti-apoptoticos y
la disminucion de factores pro-apoptoticos (132, 133). De manera inversa, ratones
carentes de LXRs mostraron ser altamente susceptibles a la infeccién con la bacteria
intracelular L. monocitogenes. Los M¢s de estos animales mostraron una apoptosis
acelerada después de la infeccidén y una reducida capacidad para eliminar bacterias
(132). Otro factor que podria estar contribuyendo a la susceptibilidad bacteriana
presentada por estos ratones es la ausencia de macrofagos de la zona marginal del
bazo, ya que se ha reportado que la diferenciacion de este subgrupo de macrofagos

esta mediada por la actividad del LXRa (134).

Por todo lo anterior, el uso de agonistas de estos receptores ha sido empleado en el
tratamiento de varias enfermedades inflamatorias en las que los M¢s juegan un papel
central como la ateroesclerosis, la artritis reumatoide, la enfermedad inflamatoria

intestinal, etc.

El papel de los NR huérfanos en la funcionalidad de los M¢s ha sido muy poco
estudiado. De ellos, la familia de receptores NR4A ha sido asociada recientemente
con varios aspectos de los procesos inflamatorios, por lo que constituyen un area de
investigacion activa para el desarrollo de estrategias terapéuticas (135). La
modulacion de la actividad de los NR4A ha demostrado ser beneficiosa en modelos

animales de diabetes (136) y de aterosclerosis (137).

Familia de receptores nucleares huérfanos NR4A

La familia de receptores nucleares NR4A estd compuesta por tres miembros: Nur77
(NR4A1), Nurrl (NR4A2) y NOR-1 (NR4A3) (80, 138-140). Los tres se expresan
predominantemente en tejidos como musculo esquelético, higado y tejido adiposo, asi
como en células del sistema nervioso, musculo liso y endotelios vasculares (141).
También se ha demostrado su expresion en células del sistema inmunitario, y han sido

especialmente estudiados en los linfocitos T, células dendriticas, y M¢s (142-145).

35



CINVESTAV |

Los receptores NR4A presentan la estructura tipica de un NR. Contienen un dominio de
transactivacion independiente de ligando en la regién N-terminal (AF-1), un dominio
central DBD altamente conservado formado por dos dedos de zinc, y un dominio LBD
gue a su vez contiene un dominio de transactivacion dependiente de ligando en su
extremo C-terminal (AF-2) (146) (Figura 10A). El LDB tiene una estructura atipica, y
hasta el momento no se han descrito ligandos enddgenos, por lo que se les ha llamado
receptores nucleares huérfanos. Se considera que estos NR estan constitutivamente
activos y que actuan independientemente de ligando. No obstante, se han descrito
algunas moléculas que pueden unirse al LBD y actuar como agonistas o antagonistas de
los NR4A, como el farmaco anti-neoplasico 6-mercaptopurina, el octaquétido
cytosporone B (CsnB), el 1,1-Bis3’-(Indolyl)-1-(p-Clorofenil) Metano (C-DIM12), el
Isoxazolo-Pyridinone 7e (IP7e) la cloroquina (CQ) y la amodiaquina (AQ) (147-151).

Estos TF pueden activar la transcripcion de sus genes blanco en forma monomeérica,
homodimérica y heterodimérica. Como heterodimeros pueden formar complejos con
otros TF de su misma familia o con otros receptores nucleares. Los monémeros se unen
a los elementos de respuesta a NGFI-B (NGFI-B responsive element) NBRE
(AAAGGTCA), mientras que los homodimeros y los heterodimeros formados entre los
miembros de la familia NR4A se unen al elemento de respuesta a Nurr (NurRE,
TGATATTTn6AAATGCCA) (152, 153). Ademas, Nur77 y Nurrl pueden formar
heterodimeros con RXR-a y activar la transcripcion a través del elemento de respuesta
DR-5 (154) (Figura 10B).

Inicialmente los receptores NR4A fueron descritos como activadores de la transcripcion,
a través de su union a moléculas co-activadoras (SRC-1 y -2, p300), pero estudios
recientes han demostrado que también pueden reprimir la transcripcion génica mediante
su union a complejos co-represores con actividad de desacetilasa y demetilasa de
histonas (ej: LSD1, SMRT, CoREST, HDAC1) (155, 156).
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Figura 10. Estructura de los receptores nucleares huérfanos NR4A. (A) Los receptores NR4A
comparten una estructura molecular conservada que consta de un dominio de transactivaciéon N-
terminal AF-1, un dominio central de unién a DNA (DBD), un dominio de unién a ligando (LBD) y un
dominio de transactivacion C-terminal AF-2. (B) Los receptores NR4A inducen la expresién génica al
unirse como monémeros al sitio NBRE y como homodimeros o heterodimeros al sitio NurRE en el
promotor de sus genes blanco. NurREromc representa la secuencia de union demostrada en el
promotor de pro-opiomelanocortina (POMC), mientras que NurREcon representa el sitio NurRE que
comprende sitios NBRE consenso. Nur77 y Nurrl, pero no NOR-1, heterodimerizan con RXR y se unen
a las repeticiones directas del motivo de unién al receptor nuclear separados por cinco nucleétidos
(DR5) (146).

Ademas, los NR4A pueden regular la expresion génica a través de mecanismos de
“transrepresién”, interfiiendo con varias vias de sefalizacion. Particularmente se ha
reportado que Nurrl puede reprimir la transcripcion de genes inflamatorios en microglia
y astrocitos de raton, mediante la union a NF-kB p65 en la region promotora de sus genes
blanco y el posterior reclutamiento del complejo corepresor COREST, resultando en la
liberacion de NF-kB p65 de la regién promotora y reprimiendo la transcripcion (157)
(Figura 11).

37



CINVESTAV |

clearance

7 Nurr
Y : '
y i 3 ) ¥SD¢ | Goa
y LBD o D COREST #Bfic)
E . e

Activation Transrepression
Inflammatory Anti-inflammation
Gene Expression Neuroprotection

Figura 11. Nurrl regula la actividad de NF-xB para limitar la respuesta inflamatoria. Diagrama
gue muestra el mecanismo molecular por el cual Nurrl regula la actividad transcripcional de NF-«B rio
abajo de la activacion del receptor TLR-4. Nurrl limita la respuesta inflamatoria alterando la regulacién
de la expresion génica de citocinas y quimiocinas dependiente de NF-kB. Durante la inflamacién Nurrl
es SUMOilado por la proteina inhibidora de STAT4 activado (PiaS4, protein inhibitor of activated
STAT4) y fosforilado por la cinasa tipo NEMO (NLK, nemo-like kinase). Nurrl puede unirse a NF-xB
p65 fosforilado por la glucégeno sintasa cinasa-3 (GSK3, glycogen synthase kinase-3) en la region
promotora de sus genes blanco. Nurrl recluta un complejo represor conocido como CoREST. La
asociacion de este complejo represor promueve la liberacion de NF-xB p65 del promotor de sus genes
blanco, tales como TNFq, y la subsecuente inhibicién de la respuesta inflamatoria (157).

La expresion basal de los receptores NR4A es baja, y esta regulada por una gran
variedad de sefales extracelulares, como factores de crecimiento [factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), aminas
biogénicas (histamina, serotonina), y estimulos inflamatorios (LPS, TNF, lipidos
oxidados)]. Su transcripcion esta mediada por varias vias de sefalizacion: proteina
cinasa (PK) A, PKC, MAPKs, proteinas G heterotriméricas, PI3K, Wnt, NF-xB y AP-1
(141, 158-160).
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La actividad de los receptores NR4A se ha asociado con diversos procesos fisiologicos
como la inflamacion, el metabolismo de lipidos y carbohidratos, asi como con la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular (158). Sin embargo, su actividad es

compleja, y parece depender del contexto celular evaluado. (Figura 12).

Asi, Nur77 induce apoptosis e inhibe el crecimiento celular en algunos tipos de céncer,
timocitos y células de musculo liso, y actia como un factor anti-apoptatico en otras lineas

tumorales, fibroblastos y células de endotelio vascular (161)

En respuesta a estimulos inflamatorios, los genes NR4A se transcriben rapidamente, y
forman parte de los genes de respuesta "temprana inmediata". Debido a que estos
mismos estimulos han mostrado ser fundamentales en la regulacién del estado de
activacion, asi como en la funcién de los M¢s, y debido al papel central que ocupan los
M¢s en la regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria se ha despertado un gran

interés en el estudio de estos NR en estas células.

Receptores NR4A en los macroéfagos

Mediante experimentos realizados in vitro se ha mostrado que la expresion de los tres
miembros de la familia NR4A es inducida fuertemente, tanto a nivel de mRNA como
de proteina, en cultivos primarios y lineas celulares de M¢s humanos y murinos tras
el tratamiento con diversos estimulos inflamatorios tales como LPS, TNF y oxLDL
(160, 162).

Nur77, Nurrl, y NOR-1 se expresan en M¢s de lesiones ateroesclerdticas y su
sobreexpresion en células THP-1 (linea celular monocitica humana derivada de un
paciente con leucemia monocitica aguda) reduce la expresion y produccion de IL-1,
IL-6, IL-8, CCL2, MIP1a y MIP1pB en respuesta a LPS y TNF. Ademas, reducen la
captacién de oxLDL y regulan a la baja la expresion de los receptores scavenger SR-
A, CD36 y del marcador CD11b. Estos datos sugieren un papel atero-protector para
estos receptores (162).

En este contexto se ha encontrado que la deficiencia de Nur77 aumenta el desarrollo

de ateroesclerosis en modelos de ratén, lo cual a su vez esta asociado con un cambio
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en la polarizacion de los M¢s deficientes de Nur77 hacia un fenotipo M1, mostrando
mayor activacion de la via de NF-«B tras el estimulo con LPS y una mayor expresion

de TNF, IL-12, iINOs, y menor expresion de arginasa 1 (Argl) (163).
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Figura 12. Vias de sefalizacion involucradas en la regulacién de los receptores nucleares
huérfanos NR4A y procesos celulares en los que estos receptores estan involucrados. Los
receptores NR4A estan involucrados en una gran variedad de funciones celulares que incluyen
angiogénesis, apoptosis, metabolismo, migracion, proliferacion y reparacién del DNA. La expresion de
los receptores NR4A es inducida por una variedad de estimulos a través de mdultiples vias de
sefializacion celular: proteina cinasa A (PKA)/CREB, NF-kB, (PI3K)/AKT, y MAPK. MAP, proteina
activada por mitdgenos; MC1R, receptor de melanocortina 1; PK, proteina cinasa; PKC, proteina cinasa
C; PKD, proteina cinasa D; SRC-1, coactivador de receptores esteroides 1 (159).

Ademas, se ha reportado que el receptor nuclear Nur77 potencia la resistencia a la
sepsis inducida por el LPS en ratdn. En este contexto, M¢s peritoneales aislados de
ratones deficientes de Nur77 mostraron una mayor produccion de TNF, IL-6, IL-1B y

NO tras el estimulo con LPS. Estos animales mostraron ademas ser mas susceptibles
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al choque endotoxico, probablemente debido al exceso en la produccién de citocinas
y mediadores pro-inflamatorios.

También se ha demostrado que en M¢s peritoneales de raton, asi como en células
RAW264.7, Nur77 inhibe la actividad de NF-kB y suprime la produccion de citocinas
pro-inflamatorias, debido a la asociacion directa con p65, bloqueando de esta manera
Su union a los elementos de respuesta kB en la region promotora de sus genes blanco
(164) (Figura 13).

Por otro lado, la sobreexpresion de Nurrl en M¢s derivados de médula 6sea de ratdon
(BMDM, bone marrow derived macrophages) potencia la expresion a nivel de mRNA
de genes marcadores de la polarizacion M2 tales como Argl, el receptor de manosa
(MR), y la proteina similar a la quitinasa (Ym1), potencia la expresion en membrana
de CD36, e induce la secrecion de IL-10 mientras que disminuye la de TNF e IL12
p70. De estos genes, Argl ha demostrado ser un blanco directo de Nurrl al ser
regulada de manera directa por la union de Nurrl al elemento NBRE ubicado en la

region distal del promotor de Argl.

Ademas, Nurrl ha demostrado tener un papel protector en raton en la sepsis inducida
por LPS, ya que la transferencia adoptiva de M¢s transducidos con un adenovirus que
expresa NR4A2 (Ad-NR4A2) protege al raton de la endotoxemia, reduciendo los

niveles séricos de citocinas pro-inflamatorias (165).

En cuanto a NOR-1, se ha demostrado que los M¢s generados mediante el cultivo de
monocitos humanos con IL-4 (polarizados hacia un fenotipo M2) expresan altos
niveles de NOR-1, efecto que no se observa en los M¢s murinos. Ademas, el
silenciamiento de NOR-1 en estos M¢s provoca una disminucion en la expresion,
tanto a nivel de mMRNA como a nivel de proteina, de varios marcadores caracteristicos
del fenotipo M2, entre los que se encuentra el MR, PPARy, IL-1Ra e IL-10. De éstos,
al menos IL-1Ra e IL-10 presentan elementos NBRE en sus promotores, por lo que
pueden estar siendo regulados de manera directa por NOR-1 (166).
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Todos estos resultados sugieren que los receptores NR4A podrian tener un papel
importante como mediadores transcripcionales de la respuesta inflamatoria en M¢s, asi

como en su polarizacion.

Inflammation

Figura 13. Papel regulatorio de Nur77 en la actividad de NF-kB durante la respuesta inflamatoria
inducida por LPS. En condiciones basales, la asociacion de Nur77/NF-kxB p65 bloquea la union de
esta subunidad a los elementos de respuesta kB en la region promotora de los genes blanco. Sin
embargo, tras la activacion con LPS se produce una interaccion directa entre la MAPK p38a con el
LBD de Nur77y se lleva a cabo la fosforilacién de Nur77 en las treoninas 27 y 143 (Thr-27 y -143), lo
cual interfiere en su interaccién con p65, permitiendo asi la formacién del complejo NF-kB, su union al
DNA vy la induccién de la transcripcion de sus genes blanco. El compuesto PDNPA compite con p38a
por la interaccién con el dominio de union a ligando y de esta manera impide la fosforilacién de Nurr77,
inhibiendo de esta manera la transcripcion de los genes rio abajo de NF-xB en respuesta al LPS (164).

La mayoria de los estudios encaminados a la identificar la funcién y los genes que son
regulados por estos receptores en M¢s se han basado en el andlisis de Mds murinos
deficientes de los mismos, o en sistemas experimentales que implican su sobreexpresion
en estas células. Sin embargo, los resultados obtenidos no son siempre consistentes.
Ademas, en el caso particular de Nurrl, su concentracion intracelular parece afectar el
patrén de transcritos que regula, por lo que es posible que los ensayos que modulan

artificialmente su expresion reflejen solo una realidad parcial de su actividad (167).

Sin duda Nur77 es el miembro de esta familia de NR mas ampliamente estudiado; sin

embargo, aun se conoce muy poco de estos NR y los genes que regulan en M¢s
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humanos. Por este motivo, el conocimiento de la funcidon de estos receptores en M¢s
humanos polarizados servira de base para proponerlos como blancos de nuevas terapias

farmacoldgicas que modulen la actividad de estas células durante procesos patoldgicos.
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.  ANTECEDENTES DIRECTOS

Nurrl se expresa de manera preferencial en los macrdofagos con un perfil pro-

inflamatorio

Previamente en nuestro laboratorio se evaluo la expresion de Nurrl en M¢s humanos
derivados de monocitos con caracteristicas pro- y anti-inflamatorias, generados
mediante el cultivo de los monocitos durante seis dias con GM-CSF (GM-M¢s) o M-
CSF (M-M¢s). Los resultados indicaron que los GM-M¢s expresaron mayores niveles

de la proteina de Nurrl con respecto a los M-M¢s (Figura 14).
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Figura 14. Expresion basal de la proteina de Nurrl en macr6fagos pro- y anti-inflamatorios. (A)
Expresion de de Nurrl, evaluada mediante Western blot en los GM-M¢s (GM) y M-M¢s (M) obtenidos
tras seis dias de diferenciacion. (B) Analisis densitométrico de la expresion de Nurrl con respecto a y-
tubulina. Se muestra la expresion de la proteina de Nurrl en los M¢s aislados 3 donantes
independientes, indicada como la media + SD.

Cinética de expresion del mMRNA de Nurrl en respuesta a distintos PAMPs

Se evalud el cambio en el nivel de expresién del mMRNA de Nurrl en respuesta a
diferentes patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs), como el ligando de
TLR-2 PGN, el ligando de TLR-3 poly (I:C), y el ligando de TLR-4 LPS (Figura
15Figura 15. Cinética de expresion del mRNA de Nurrl en respuesta a distintos
PAMPs. Cinética de expresion del mRNA de Nurrl en los GM-M¢s y M-M¢s sin
estimular (0 h) y a los tiempos de 1, 2, 4, 6 y 8 h tras el estimulo con LPS (100 ng/mL)
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(A), PGN (10 pg/mL) (B) y poly I:C (50 ug/mL) (C), evaluada mediante RT-gPCR. Se
muestra la expresion del mMRNA de NR4A2 en los M¢s aislados de 6 donantes
independientes (LPS) o de 3 donantes independientes (PGNy poly I:C), indicada como

la media £ SD..
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Figura 15. Cinética de expresion del mRNA de Nurrl en respuesta a distintos PAMPs. Cinética
de expresion del mRNA de Nurrl en los GM-M¢s y M-M¢s sin estimular (0 h) y a los tiempos de 1, 2,
4, 6y 8 h tras el estimulo con LPS (100 ng/mL) (A), PGN (10 pg/mL) (B) y poly I:C (50 pg/mL) (C),
evaluada mediante RT-gPCR. Se muestra la expresion del mMRNA de NR4A2 en los M¢s aislados de 6
donantes independientes (LPS) o de 3 donantes independientes (PGN y poly I:C), indicada como la
media £ SD.

Los resultados indican que los tres ligandos indujeron un incremento en la expresion
del mRNA de Nurrl en ambas poblaciones de M¢s. Las cinéticas de expresion fueron
muy similares, presentando un pico de induccion a las 4 h en los GM-M¢s y mas
temprano en los M-M¢s; con un pico de induccion al tiempo de 1h tras los estimulos
con LPSy poly (I:C), y a las 2 h tras el estimulo con PGN. Ademas las diferencias en
los niveles de induccion en los GM-M¢ asi como en el pico de induccion en los M-M¢
sugieren una mayor eficiencia de la via de sefializacién independiente de MyD88 en
la induccion de Nurrl, ya que como se sabe, la sefalizacion independiente de MyD88
se induce en respuesta a los estimulos con LPS y poly (I:C) pero no tras el estimulo
con PGN.
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Nurrl parece ser un regulador negativo de la funcién inflamatoria de los

macrofagos pro-inflamatorios

De manera interesante, en los GM-M¢s transfectados con el siNurrl se observé una
induccion en la expresion de los genes asociados a la polarizacion M1 y una inhibicion
de los genes correspondientes al fenotipo M2. Sin embargo, en los M-M¢s la
transfeccion con el siNurrl arrojo resultados mas heterogéneos, presentando tanto
induccion como supresion de la expresion de genes correspondientes a ambos
fenotipos (Figura 16). En conjunto, estos datos sugieren que Nurrl podria funcionar

como un regulador negativo del perfil inflamatorio en las GM-M¢s, pero no en los M-

Més.
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Figura 16. Expresion de marcadores de polarizacién en M¢ transfectados con el siNurrl. Se
evaluo el cambio en la expresién de genes asociados al fenotipo M1 (TNF, IL1B, IL6, INHBAy CLEC5A)
y de genes asociados a un fenotipo M2 (IL10, CCL2, IFNB, IL8, MMP9 y CD163L1), asi como de
NR4A2, en los GM-M¢s y M-M¢s tras el silenciamiento de Nurrl con un siRNA dirigido contra el mRNA
de Nurrl (100 nM) o un siRNA control (siCtrl, 100 nM). Las gréaficas representa el cambio en la
expresion relativa del mRNA de los genes evaluados en los macrofagos transfectados con el siRNA
dirigido contra el mMRNA de Nurrl con respecto a los tratados con el siCtrl, que corresponden al valor
de 0, en valores logaritmicos. Se muestran las medias + SD de tres experimentos independientes.
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.  JUSTIFICACION

Los M¢s son células del sistema inmune innato que presentan una gran diversidad de
funciones para el mantenimiento de la homeostasis del organismo, tales como la defensa
frente a patégenos, la fagocitosis de células apoptoticas, la regulacion de los procesos
inflamatorios, asi como la de la respuesta inmune. Varios miembros de la superfamilia
de NR han mostrado ser importantes reguladores de la funcion de los M¢s.
Recientemente, el estudio de los miembros de la familia de NR huérfanos NR4A ha sido
de particular interés, por su asociacion con varios aspectos de la respuesta inflamatoria
y su estudio en M¢s sugiere un importante papel como regulador transcripcional en estas
células. El conocer las funciones, asi como los genes blanco de los receptores NR4A en
la regulacion transcripcional de M¢ps humanos polarizados, podria sentar las bases para
el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas encaminadas a modular la actividad de
estas células en diversas patologias inflamatorias en las que los M¢s ocupan un papel

central.
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IV. HIPOTESIS

Nurrl se expresa de manera preferencial en los M¢s humanos con un perfil pro-
inflamatorio. Sin embargo, el papel que desempefia es como un regulador negativo

de la funcion inflamatoria en estas células.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcién del receptor nuclear Nurrl en los macrofagos humanos con un perfil

pro-inflamatorio.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1. Determinar la expresién y regulacion de Nurrl en los M$¢ humanos

polarizados

Objetivo 2. Determinar la contribucién del receptor nuclear Nurrl a la

funcionalidad de los M$¢ humanos

a) Evaluar la expresion génica de marcadores relacionados con la polarizacion de
los M¢s.

b) Evaluar la expresion de citocinas pro- y anti-inflamatorias en condiciones

basales y en respuesta a LPS.

c) Determinar el efecto de Nurrl sobre diversas funciones asociadas a la
polarizacion M1 y M2: produccion de especies reactivas de oxigeno (M1) y

capacidad de fagocitosis (M2)

Objetivo 3. Identificar algunos de los mecanismos de accion de Nurrl en los Més

humanos

48



CINVESTAV |

VIl.  MATERIALES Y METODOS

7.1. Aislamiento de monocitos

Los concentrados leucocitarios fueron obtenidos a partir de donantes varones sanos
de los Bancos de Sangre del CMN “La Raza” del IMSS, el Hospital Ticoman y el Centro
Nacional de la Transfusibn Sanguinea. Las células fueron sometidas a un gradiente
de densidad con Lymphoprep (densidad 1.077 g/mL). Las células fueron centrifugadas
a 800 xg durante 30 min a temperatura ambiente y se aislaron las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de la interfase. Los monocitos CD14+
fueron purificados por seleccion positiva mediante MACS (Magnetic Cell Sorting)
utilizando un anticuerpo (Ab) anti-CD14 conjugado con microesferas magnéticas

(Miltenyi Biotec).

7.2. Generacion de macrofagos pro-y anti-inflamatorios

Los monocitos CD14+ fueron cultivados a una densidad de 0.5-0.7 x 108 células/mL en
medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB), 2 mM L-
glutamina y 1% antibiéticos. El medio fue suplementado con GM-CSF (1000 U/mL,
ProBiomed) o con M-CSF (10 ng/mL, Calbiochem) afiadidos cada 2 dias (dia O, dia 2 y
dia 4) para inducir la diferenciacion de los monocitos hacia GM-M¢s o M-M¢s
respectivamente. El cultivo se mantuvo durante 6 dias, tras los cuales se obtuvieron M¢s
maduros completamente diferenciados. Ocasionalmente, en el sexto dia de
diferenciacion los M¢ fueron estimulados con peptidoglicano (PGN, [10 pg/m],
InvivoGen), acido poliinosinico-policitidilico [poly (I:C), [50 ug/m], InvivoGen], o LPS de
E. coli ([100 ng/mL], Sigma-Aldrich). Para algunos experimentos al sexto dia de
diferenciacion los M¢s se estimularon con los agonistas de Nurrl, C-DIM12 (1 o 10 uM,

Sigma-Aldrich) o IP7e (1 o 10 uM, Tocris Bioscience).
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7.3. Ensayos de Western blot

Los GM-M¢s y M-M¢s fueron recolectados al sexto dia de diferenciacion y lisados con
5% SDS. Los lisados totales fueron resuspendidos en buffer de carga y resueltos en
SDS-PAGE al 10% bajo condiciones reductoras. Las proteinas fueron transferidas a
membranas de PVDF. Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con TBS-
T (0.2 M Tris-HCI, 1.37 M NacCl, 0.1% Tween 20) y leche en polvo al 5% durante 1 h
a temperatura ambiente, lavadas con TBS-T, e incubadas con los anticuerpos (Abs)
primarios anti-Nurrl (F-5, #sc-376984), anti-GAPDH (6C5, #sc-32233), anti-lamin B1
(B-10, #sc-374015) (Santa Cruz Biotechnology), anti-IlkB-a (44D4, #4812), anti-
phospho-IkB-a (Ser32) (14D4, #2859), anti-NF-«xB p65 (D14E12, #3033) (Cell
Signaling Technologies), or anti y-tubulina (GTU-88, #T6557, Sigma-Aldrich) en TBS-
T con 0.1% BSA. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS-T e
incubadas con los correspondientes Abs secundarios conjugados a peroxidasa
(Invitrogen). La reaccion se reveld6 mediante el sistema de quimioluminiscencia
Immun-StarTM (BioRad Laboratories) y para el andlisis densitométrico de las bandas
se empleo el software Fiji (Fiji Is Just ImageJ).

7.4. Inhibicién de las vias de NF-kB y MAPKs

Los M¢s fueron cultivados y diferenciados en placas de 12 pozos (GM-M¢s = 0.5 x
10 cel/mL, M-M¢s = 0.7 x 108 cel/mL) en 1.5 mL de medio y al sexto dia de
diferenciacion fueron tratados por 1 h con alguno de los siguientes inhibidores:
inhibidor de la MAPK p38 (BIRB 796, 0.1 uM), inhibidor de MEK1/2 (UO126, 2.5 uM),
inhibidor de la MAPK JNK (SP600125, 30 uM), inhibidor de IKK-a. (BAY-117082, 10
pMM), o con 0.01% DMSO como control. Posteriormente se estimul6 a los GM-M¢s (4
h) y a los M-M¢s (1 h) con LPS (100 ng/mL), se extrajo el RNA y se cuantifico el mMRNA
de Nurrl mediante g-PCR.
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7.5. Extraccién de RNA

La extracciéon de RNA se realizd con el reactivo Trizol® (Ambion). Se afiadieron 400
uL de trizol a 0.5-0.7 x 10° células. Posteriormente, la mezcla se agité en vortex y se
conservo 5 min a temperatura ambiente. Se afiadieron 80 uL de cloroformo, se agité
por 15 seg y la mezcla se conservd 3 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 200 uL de isopropanol y se incubé 10 min a 4 °C. Posteriormente se
centrifugé a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C y se desechd el sobrenadante. A
continuacion, se adicionaron 400 pL de 75% etanol diluido en agua con
dietilpirocarbonato (DEPC), se mezclé y se centrifugé nuevamente a 8,000 rpm por 5
min a 4 °C. El sobrenadante se desecho y el RNA se resuspendié en 20 yL de agua-
DEPC. El RNA se incub6 a 60°C por 10 min y finalmente se cuantifico y evalu6 su

integridad en un gel de agarosa al 1%.
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7.6. Analisis de expresion de transcritos por PCR cuantitativa

Una vez obtenido el RNA, el cDNA fue sintetizado utilizando el Kit RevertAid H Minus
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific). Posteriormente se realizé el analisis
de expresion génica mediante PCR cuantitativa (q-PCR) utilizando las sondas y
oligonucledtidos predisefiados de Applied Biosystems (TagMan® Gene Expression

Assays), en el sistema 7500 de Applied Biosystems, bajo las siguientes condiciones:

Componentes de reacciéon ML por Rx. Vol total de 20 pL
20X TagMan® Gene Expression 0.5

Assay

2X TagMan® Gene Expression Master | 10

Mix

cDNA template (1 to 100 ng) 9.5 (25 ng)

PCR (45 ciclos)
Incubacion Activacion
AmpliTag | Desnaturalizacion | Alineamiento/Extensién
UNG
Gold
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min

Los valores de ACt (cycle threshold) se obtuvieron relativizando cada valor de Ct del gen
problema al valor de Ct del gen TATA-box binding protein (TBP). Para comparar los niveles
de transcritos entre dos condiciones problema se empled la formula Qr = 2t44€D donde la

AACt entre dos condiciones se calculd con la siguiente formula:

AACt (condicion 1 — condicién 2) = (ACtgen—TBP) condiciéon 1 ~ (ACtgen—TBP) condicion 2.
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7.7. Microscopia Confocal

Los M¢s fueron cultivados sobre cubreobjetos, en placas de 24 pozos.
Posteriormente, los M¢s fueron pre-tratados con C-DIM12 por 2 h o con DMSO como
control y luego fueron estimulados o no con LPS por 0.5-2h. Después las células
fueron fijadas con paraformaldeido al 4%, permeabilizadas con Triton X-100 al 0.03%
en PBS e incubadas con un Ab primario anti-NF-xB p65 (D14E12, Cell Signaling
Technologies) o con un Ab control de isotipo. Posteriormente las células fueron
tefiidas con un ADb secundario anti-conejo marcado con Cy™5 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories). Los nucleos y el citoesqueleto se contratifieron con
4'.6-diamidino-2-fenilindol  (DAPI) y faloidina conjugada con rodamina,
respectivamente. Las imagenes se adquirieron con un microscopio Confocal SP8

(Leica Microsystems).

7.8. Deteccidn intracelular de la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS)

Las especies reactivas de oxigeno fueron detectadas utilizando el reactivo CellROX™
Deep Red dye (Thermo Fisher Scientific). Las células fueron pre-tratadas con C-
DIM12, IP7e, o DMSO como control, durante 4 h. Posteriormente los M¢s fueron
expuestos durante 1 h a PMA (50 ng/mL) e ionomicina (500 ng/mL); pasado este
tiempo las células fueron incubadas con el reactivo CellROX™ Deep Red (5 uM) por
30 min a 37°C. La intensidad de fluorescencia fue determinada mediante citometria
de flujo. Los resultados se expresaron como porcentaje del valor control (muestra
tratada con DMSO).

7.9. Ensayo de fagocitosis

Los M¢s fueron cultivados con particulas de zymosan-FITC sin opsonizar u

opsonizadas con suero fresco humano (5 particulas/célula) por 1 0 2 h a 37°C. La
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fagocitosis se detuvo lavando las células con PBS frio con 0.1% de BSA y 0.01% de
azida de sodio. Como controles de internalizacion se emplearon células incubadas
con particulas de zymosan-FITC a 4°C. Posteriormente las células fueron evaluadas

mediante citometria de flujo.

7.10. Silenciamiento de Nurrl

Los GM-M¢s fueron transfectados con un siRNA dirigido contra el mRNA de Nurrl al
cuarto dia de diferenciacion utilizando la tecnologia de HiPerFect Transfection Reagent
(Qiagen), la cual se basa en la formacion de complejos entre los siRNA vy lipidos
cationicos. ElI medio de cultivo fue reemplazado por 200 uyL de medio RPMI 1640
suplementado con 10% SFB. En un tubo de poliestireno de fondo redondo estéril se
preparé la mezcla de siRNA (especifico de Nurrl o un control negativo) que consistio en
200 pL de RPMI 1640 (sin SFB), 12 pL de siRNA (concentracion final 200 nM, Ambion),
y 12 uL de HiPerFect Transfection Reagent. La mezcla se incubé durante 10 min a
temperatura ambiente para permitir la formacion de los complejos de transfeccion.
Transcurrido dicho tiempo, la mezcla fue adicionada gota a gota de manera uniforme por
todo el pozo de cultivo y las células se incubaron durante 6 h en condiciones normales
de 37°C y una atmdésfera de COzal 5%. Pasadas las 6 h se adicionaron 800 uL de medio
RPMI 1640 suplementado con 10% SFB y se adicioné la citocina polarizante GM-CSF.
El RNA y la proteina se extrajeron 48 h después de la transfeccion, mediante el kit
NucleoSpin® RNA/Protein (Macherey-Nagel). El analisis de silenciamiento de Nurrl fue

realizado mediante g-PCR y Western blot.

7.11. Endocitosis de Lipidos oxidados

Los GM-M¢s fueron cultivados en placas de 24 pozos a una densidad de 0.5 x 106 cel/mL
y pre-tratados con DMSO o C-DIM12 (10 uM) durante 24 h. Posterior a este tiempo los
M¢s fueron cultivados con el reactivo Dil-oxLDL (5 mg/mL, Invitrogen™) por 4 h.
Concluido este tiempo se recuperaron las células y se evaluo la captacion de Dil Ox-LDL

mediante citometria de flujo.
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7.12. Expresion de CD36

El analisis de la expresion de CD36 se realiz6 en M¢ completamente diferenciados
cultivados durante 24 h con el agonista C-DIM12 (10 uM) o DMSO como control.
Concluido este tiempo se llevo a cabo el marcaje con un anticuerpo monoclonal dirigido
contra CD36 humano (BD Biosciences) o con un anticuerpo control de isotipo durante 30
min. Posteriormente se incubaron las células con un anticuerpo anti-inmunoglobulinas
(Ig) de ratén acoplado a FITC. Finalmente, las células se resuspendieron en 300 nl de

tampon fijador y se analizé la expresion de CD36 mediante citometria de flujo.

7.13. Analisis de gen reportero

Los GM-M¢s fueron transfectados con 1 ug de DNA reportero de NF-kB (Cignal® NF-
kB Reporter Assay Kit, Qiagen) usando el reactivo Viromer RED (Lipocalyx) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La mezcla del plasmido reportero
contiene una construccion de la luciferasa firefly sensible a NF-xB y una construccion
de la luciferasa Renilla que se expresa de manera constitutiva para normalizar la
eficiencia de la transfeccion (40:1). Después de la transfeccion, las células se
cultivaron durante toda la noche antes de la exposicion a LPS por 12 h, y luego fueron
lisadas. Las actividades de las luciferasas firefly y Renilla se determinaron utilizando

el Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega).

7.14. Anédlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando los paquetes Excel y GraphPad Prism
version 6.01. 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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VIIl.  RESULTADOS

8.1. Expresion diferencial de Nurrl en los macréfagos pro-y anti-inflamatorios

Se evalud la expresion del mRNA, asi como de la proteina de Nurrl en ambas
poblaciones de M¢s. Para ello se obtuvo el RNA y la proteina de los GM-M¢s y M-
M¢s diferenciados durante seis dias y se evalué el mRNA y la proteina de Nurrl
mediante q-PCR y Western blot respectivamente. En concordancia con los resultados
previamente observados en 3 donantes durante la maestria, se observd una
expresion preferencial de Nurrl en los M¢s con un perfil pro-inflamatorio (GM-M¢s)
(Figura 17 A y B). Esta expresion diferencial se establece durante los ultimos dias
del proceso de diferenciacion, ya que como se ha observado en resultados previos
del laboratorio, la expresion de la proteina Nurrl es practicamente indetectable en las
células precursoras (monocitos CD14+). Esta se induce, pero se mantiene baja y muy
similar en ambos subtipos de M¢s durante los primeros dias de cultivo, y no es hasta
el dia 4 en que la expresion preferencial de Nurrl en los GM-M¢s se vuelve evidente
y se mantiene asi hasta el final del cultivo. Estos resultados indican que la induccion
de Nurrl en los GM-M¢s es progresiva mientras que en los M-M¢s es transitoria
(Figura 17 C).
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Figura 17. Expresion de la proteina de Nurrl en GM-M¢s y M-Més. (A) Imagen representativa de la
expresion de Nurrl evaluada mediante Western blot en los GM-M¢s (GM) y M-M¢s (M) obtenidos tras
seis dias de diferenciacion. (B) Andlisis densitométrico de la expresién de Nurrl con respecto a y-
tubulina. Se muestra la expresion de la proteina de Nurrl en los M¢s aislados de 7 donantes
independientes, indicada como la media = SD. (C) Western blot representativo de la expresion de Nurrl
a lo largo del proceso de diferenciacion.

Por otro lado, mediante la q-PCR se observé claramente un mayor nivel del mRNA
NR4A2 en los M¢s del fenotipo anti-inflamatorio (M-M¢s) (Figura 18 A). De manera
interesante, al evaluar la estabilidad del mMRNA en ambas poblaciones de M¢s
encontramos una mayor vida media del mMRNA NR4A2 (~1 h) en los GM-M¢s
comparada a la observada en los M-M¢ (~30 min) (Figura 18 B y C). En conjunto
estos resultados indican una regulacién post-trancripcional distinta en ambos

fenotipos de M¢s.
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Figura 18. Expresién basal del mRNA de Nurrl en GM-M¢s y M-Més. (A) Expresion de NR4A2,
evaluada mediante RT-qgPCR en los GM-M¢s (GM) y M-M¢s (M) obtenidos tras seis dias de
diferenciacion. Cada simbolo representa el dato de un donante independiente (n = 23; *, p < 0,05). (B-
C) Evaluacién de la vida media del transcrito de NRA42 en GM-M¢s (B) y M-M¢s (C). Se muestran los
resultados de 2 donantes independientes.

8.2. La inhibicion de p38 y NF«kB en los macrofagos humanos disminuye la

expresion del mMRNA de NR4A2 en respuesta a LPS.

Durante el proyecto de Maestria se observd que en respuesta a diferentes ligandos
de los TLRs (dentro de ellos el LPS) se induce la expresion del mRNA de NR4A2 en
ambas poblaciones de M¢s (Figura 15). La cinética de expresidn en respuesta a estos
diferentes PAMPs mostro ser siempre mas temprana en los M-M¢s (1 h) con respecto
a la observada en los GM-M¢s (4 h), como se muestra en la grafica de respuesta al
LPS (Figura 19 A). Como un primer acercamiento para elucidar las vias de
sefalizacion que inducen la expresiéon de NR4A2 evaluamos la expresiéon de este gen
en ambas poblaciones de M¢s tras la inhibicion de las vias de las MAPKSs, asi como

de la via de NF-xB. Para ello empleamos los reactivos BIRB 796 (0.1 uM) como
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inhibidor de la MAPK p38, UO126 (2.5 uM) como inhibidor de MEK1/2, SP600125 (30
uM) como inhibidor de la MAPK JNK, y BAY-117082 (10 uM) como un inhibidor
irreversible de IKKa y de la fosforilacion de IkBa. Cada uno de estos inhibidores
fueron afladidos 1 h antes del estimulo con LPS. La expresion de NR4A2 se evalud
mediante RT-gPCR en los tiempos correspondientes al pico de expresion tras el
estimulo con LPS en cada una de las poblaciones de M¢s (4 h para GM-M¢s y 1 h
para M-M¢s). Los niveles de induccion del mMRNA de NR4A2 en respuesta al LPS se
redujeron en ambas poblaciones de M¢ tras la inhibicion de p38, asi como tras el
blogueo de la via de NF-kB en los GM-M¢s (Figura 19 B y C). Este resultado sugiere
que, de las vias analizadas, p38 y NF-xB podrian estar involucrados en la induccion

de la expresion de NR4A2 en respuesta a LPS.
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Figura 19. Cinética de expresion de NR4A2 en respuesta a LPSy tras la inhibicion de las MAPks
y NF-xB. (A) Cinética de expresion del mMRNA de Nurrl en los GM-M¢s y M-M¢s sin estimular (0 h) y
a los tiempos de 1, 2, 4, 6 y 8 h tras el estimulo con LPS (100 ng/mL) evaluada mediante RT-qPCR.
Se muestra la expresion del mMRNA de NR4A2 en los M¢ aislados de 6 donantes independientes tras
el estimulo de LPS indicada como la media £ SD (B) y (C) Expresion relativa de NR4A2 tras la
estimulacién de los M-M¢s (B) y GM-M¢s (C) con LPS (100 ng/mL), en presencia de los inhibidores
BIRD 796 (0.1 uM), UO126 (2.5 uM), SP600125 (30 uM) y BAY-117082 (10 uM), 0 DMSO como control.
Tanto los inhibidores como el DMSO fueron afiadidos 1 h antes del estimulo con LPS. La evaluacién
del transcrito se realizd6 mediante RT-gPCR. Los valores en presencia de los inhibidores se expresan
en relacion con los obtenidos en los M¢s cultivados con DMSO en cada punto temporal evaluado.
Media + SEM (n = 3; * p < 0,05).
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8.3. El empleo de los agonistas C-DIM12 e IP7e tiende a aumentar la expresion,

asi como lalocalizacion nuclear de Nurrl en los GM-Més

Debido a las diferencias encontradas en cuanto a los niveles de expresion de Nurrl en
ambos fenotipos de M¢s, y resultados previos en los que se observé que Nurrl podria
ser un regulador negativo del perfil inflamatorio en los GM-M¢s , pero no en los M-M¢s
(Figura 16), decidimos evaluar el papel que pudiera estar jugando este factor de
transcripcion en la funcion y el fenotipo pro-inflamatorio de los M¢s humanos. Para ello
empleamos los agonistas de Nurrl, C-DIM12 e IP7e. El tratamiento de los GM-M¢s con
ambos agonistas indujo la expresion del mRNA NR4A2 (Figura 20 A), mientras que el
tratamiento con C-DIM12 también indujo de manera significativa la expresion de la
proteina (Figura 20 B y C), lo cual esta en concordancia con lo previamente descrito en
otros estudios (168, 169). Ademés, el tratamiento con C-DIM12 o IP7e a la
concentracion mas alta evaluada (10 uM) mostré una tendencia a incrementar la

cantidad de Nurrl en el nucleo (Figura 20 Dy E).
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Figura 20. Induccion de Nurrltras el empleo de los agonistas C-DIM12 e IP7e. Los GM-M¢s fueron
tratados con C-DIM12 (1 o 10 uM), IP7e (1 0 10 uM) o con DMSO por 4 h. (A) Expresion relativa del
gen NR4A2 evaluada por RT-gPCR. Los resultados son expresados relativos a los niveles de mRNA
en presencia de DMSO. (B) Western blot representativo y (C) gréafica de los niveles de expresion de
Nurrl con respecto a y-tubulina después de 4 h de tratamiento con los agonistas (n = 6-8; *, p < 0.05).
(D) Western blots representativos de la expresién de Nurrl en el nacleo y (E) en el citoplasma en los
GM-M¢s tratados con los agonistas. (F) Cuantificacidn de los niveles de expresién de Nurrl relativos a
la expresidn de la proteina lamin B (para el ntcleo) y (G) GAPDH (para el citoplasma) (n = 4-5).
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8.4. La activacion de Nurrl no modifica de manera global el estado de

polarizacion de los GM-M¢.

Después decidimos investigar si la activaciéon de Nurrl con estos agonistas afecta el

estado de polarizacién de los GM-M¢s. La expresion de marcadores asociados al
fenotipo M1 (INHBA, TNF, IL1B, y CLEC5A) y de marcadores asociados al fenotipo M2
(IL-10, CCL2, MMP9 y CD163L1) fue evaluada en los GM-M¢s expuestos a C-DIM12 o

IP7e. No se detecté un cambio claro en el fenotipo de los M¢s con ninguno de los

agonistas (Figura 21 A y B). Una excepcion fueron las células tratadas con IP7e 10 uM,

donde varios de los marcadores M1 fueron regulados a la baja (INHBA, TNF e IL1B).

Sin embargo, en estas células también observamos una disminucién en la expresion de
los genes IL10 y CCL2 asociados al fenotipo M2 (Figura 21B).
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Figura 21. Expresion de marcadores de la polarizacion en respuesta ala activacion de Nurrl con
los agonistas C-DIM12 e IP7e. Los GM-M¢s fueron tratados con C-DIM12 (1 0 10 uM) (A), IP7e (1 y
10 uM) (B), o DMSO por 4 h. La expresion de los genes asociados al fenotipo M1 (INHBA, TNF, IL1B,
y CLEC5A) y los genes asociados al fenotipo M2 (IL-10, CCL2, MMP9 y CD163L1) fue determinada
mediante RT-gPCR (n = 2-7; *, p < 0.05, *** p < 0.0005). ND: no determinada.
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Posteriormente, evaluamos los niveles de las citocinas solubles en el sobrenadante de
los cultivos. Dos factores solubles enddgenos clave que gobiernan la diferenciacion
M1/M2 con las citoquinas polarizantes empleadas en este estudio (GM-CSF y M-CSF)
son la activina Ay la IL-10, producidas constitutivamente por los GM-M¢s (170) y los M-
Més (171), respectivamente. El tratamiento con los agonistas de Nurrl no afecto la
cantidad de activina A e IL-10 producida por los GM-M¢s (Figura 22). Vale la pena
mencionar que la produccion constitutiva de IL-10 estuvo por debajo del limite de
deteccién de nuestro ensayo en la mayoria de los donantes analizados. La secrecién de
las citocinas asociadas al fenotipo M1 (TNF e IL-1) asi como la de la quimiocina CCL2
asociada al fenotipo M2 también fueron evaluadas. Si bien no hubo variacién en las
cantidades de IL-1f, IP7e disminuyo significativamente los niveles de TNF y C-DIM12
los de CCL2 (Figura 22). En consecuencia, aunque la activacion de Nurrl no induce un
cambio global en el estado de polarizacion de los GM-M¢s, su agonista IP7e suprime la

produccién de factores inflamatorios fuertemente asociados con los M¢s M1.
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Figura 22. Produccion de citocinas en los GM-M¢s tratados con C-DIM12 o IP7e. La secrecion de
las citocinas asociadas al fenotipo M1 (Activina A, TNF e IL-1B) y de las citocinas relacionadas al
fenotipo M2 (IL-10 y CCL2) se evaluo en los sobrenadantes de los GM-M¢s tratados previamente con
C-DIM12 (1y 10 uM), IP7e (1 y 10 uM) o DMSO durante 4 h mediante la técnica de ELISA. (n=5; *, p
< 0.05; ***, p < 0.0005).
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8.5. Nurrlenlafuncionalidad de los GM-M¢s: regulador negativo de la funcion

inflamatoriay de la produccion de especies reactivas de oxigeno

Funcionalmente, los GM-M¢s pre-tratados con los agonistas de Nurrl y expuestos a
LPS disminuyeron significativamente la cantidad de transcritos que codifican para
citocinas pro-inflamatorias, tales como IL6 (con ambos agonistas), e IL1B, IL12, e
IFNB (con C-DIM12) (Figura 23). Ademas, estos resultados se vieron reflejados a
nivel de proteina. Los GM-M¢s activados con LPS secretaron menores niveles de IL-
6, IL-1B, IL-12p40, e IFN-B cuando fueron pre-tratados con C-DIM12 o IP7e
comparado con las condiciones control. La concentracion mas alta utilizada de IP7e

indujo ademas una profunda supresion de la secrecion de TNF, IL-8, CCL2 e IL-10
(Figura 24).
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Figura 23. Los agonistas de Nurrl disminuyen la transcripcion de citocinas pro-inflamatorias en
respuesta a LPS. Los GM-M¢s fueron pre-tratados con C-DIM12 (10 uM) (A), IP7e (10 uM) (B), o
DMSO durante 4 h, y luego activados con LPS por 1 h. La expresion de los transcritos evaluados se
analiz6 mediante RT-qPCR. (n = 2-12; *, p < 0.05, **, p < 0.005).
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Figura 24. La activacion de Nurrl atenua la respuesta inflamatoria de los GM-M¢s. Los GM-M¢s
fueron pre-tratados con C-DIM12 (1 0 10 uM), IP7e (1 0 10 uM), o DMSO durante 4 h y luego activados
con LPS por 18 h. La secrecion de las citocinas/quimiocinas indicadas se evalué mediante la técnica
de ELISA en el sobrenadante de los cultivos celulares. (n = 3—7; *, p < 0.05, **, p < 0.005, ***, p <
0.0005).

La actividad de Nurrl ha sido asociada con tres caracteristicas principales de los M¢s, la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la captacion de lipidos oxidados, y

la fagocitosis.

En cuanto a la produccion ROS, se ha reportado que Nurrl suprime la expresion de una
enzima clave en la sintesis de ROS codificada por el gen NCF1 (157). La produccion de

especies reactivas de oxigeno fue evaluada mediante el tratamiento de los GM-M¢s con
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PMA/ionomicina. Los niveles generados de ROS se redujeron cuando las células fueron
pretratadas con los agonistas de Nurrl C-DIM12 o IP7e (Figura 25).

A)

B)

1007 Negative

ctrl

807

——CDIM12 10uM

——CDIM12 1uM

1007 Negative

\f\'\

Ctrl

80 —— IP7e 10uM

—— IP7e 1uM

Counts

3
0

3
10 10
Fluorescence Intensity ROS

L]

C)
120
D i
B § 100
£ 804
Q5
O o 604
x5
© - 40
o=
— 201
0
DMSO
C-DIM12 (uM) —
IP7e (uM)

T
+

10

I_\I_

10

Figura 25. La activacion de Nurrl con C-DIM12 o IP7e disminuye la producciéon de ROS en los
GM-M¢s. Los GM-M¢s fueron pre-tratados con C-DIM12 (1 o 10 uM), IP7e (1 o 10 uM), o DMSO
durante 4 h y luego estimulados con PMA/ionomicina durante 1 h. Los niveles totales de ROS fueron
evaluados mediante citometria de flujo empleando una sonda fluoresente para su deteccion. (A-B)
Histogramas representativos de la produccion de ROS en los GM-M¢s pre-tratados con C-DIM12 (A)
o IP7e (B). (C) Gréfica de la produccion total de ROS (n =4, *, p < 0.05).
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En cuanto a la actividad fagocitica, previamente se ha reportado que la activacion de
Nurrl disminuye la actividad fagocitica en células BV-2 de microglia de raton (172). Para
evaluar la capacidad fagocitica, los GM-M¢s fueron cultivados con particulas de
zymosan-FITC (5 particulas/célula) sin opsonizar u opsonizadas con suero humano
fresco por 1-2 h a 37°C. La fagocitosis se detuvo lavando las células con PBS frio con
0.1% de BSA y 0.01% azida de sodio. Posteriormente las muestras fueron evaluadas
mediante citometria de flujo. El tratamiento con los agonistas de Nurrl no alter6 la
capacidad fagocitica de los GM-M¢s en ninguna de las condiciones evaluadas (Figura
26).
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Figura 26. La activacion de Nurrl no altera la capacidad fagocitica de los GM-M¢s. Los GM-M¢s
fueron pre-tratados con C-DIM12 (1 0 10 uM), IP7e (1 0 10 uM), o DMSO durante 4 h y luego cultivados
con particulas de zymozan-FITC (5 particulas/célula) sin opsonizar (A) u opsonizadas con suero
humano fresco por 1-2 h a 37°C (B). Se muestran las graficas del % de células fagociticas (izquierda),
asi como de la intensidad media de fluorescencia (MFI, derecha) relativa a la obtenida en los M¢
tratados con DMSO. Media + SEM (n = 3).
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Por otro lado, se ha descrito que la sobreexpresion de Nurrl en células THP-1 disminuye
la expresion de los receptores scavenger SR-A y CD36, asi como la captacion de lipidos
oxidados (162). Por ello en este estudio decidimos evaluar la expresion de los transcritos
que codifican SR-A (MSR1) y CD36 en GM-M¢s deficientes de Nurrl y en GM-M¢s
tratados con el agonista C-DIM12. En concordancia con lo previamente descrito, los GM-
Mdos deficientes de Nurrl presentaron un ligero aumento en la expresion del mRNA de
MSR1 mientras que los GM-M¢s tratados con C-DIM12 presentaron una ligera
disminucién en la expresion de este gen (Figura 27 A). De manera interesante, al evaluar
el mRNA de CD36 encontramos lo contrario, una disminucion de su expresion tras el
silenciamiento de Nurrl y un aumento tras el tratamiento con el agonista (Figura 27 B).
Posteriormente decidimos evaluar la expresion en membrana de CD36 en GM-M¢s
estimulados con C-DIM12 durante 24 h, mediante citometria de flujo. En concordancia
con los resultados previamente observados a nivel de mRNA, el tratamiento de los GM-

M¢s con C-DIM12 aumento la expresion del receptor scavenger CD36 (Figura 27 C).

Finalmente, se evalud la captacion de lipidos oxidados en las células en respuesta a la
activacion de Nurrl. Se realizé un ensayo preliminar donde los GM-M¢s fueron pre-
tratados con el agonista de Nurrl C-DIM12 durante 24 h y luego fueron cultivados en
presencia del reactivo Dil-oxLDL por 4 h. Concluido este tiempo se recuperaron las
células y se evalud la captacion de Dil-oxLDL mediante citometria de flujo. En los dos
donantes evaluados la activacion de Nurrl con el agonista disminuyé la internalizacion
de oxLDL (Figura 28), lo cual concuerda con lo previamente reportado en células THP-
1 tras la sobreexpresion de Nurrl (162). Sin embargo, éste sb6lo es un resultado

preliminar y tiene que ser corroborado en otros donantes.

En resumen, los hallazgos encontrados respecto a la funcionalidad de Nurrl en los GM-
Mds indican que la activacion de Nurrl en estos M¢s induce una disminucion de su perfil
pro-inflamatorio. Ademas, Nurrl regula negativamente las capacidades citotoxicas de los
GM-M¢s en términos de la produccién de ROS. La activacion de Nurrl también modifica

la expresion de al menos dos receptores involucrados en la captacion de lipidos oxidados
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(MSR1 y CD36) en sentido inverso, aunque el efecto neto parece relacionarse con una

menor internalizacion de dichos lipidos.
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Figura 27. Expresion de MSR1 y CD36 tras la activacion o el silenciamiento de Nurrl. (A-B) Los
GM-M¢s fueron transfectados con un siRNA control (siCtrl) o con un siRNA especifico de Nurrl
(siNurrl), o fueron pre-tratados con C-DIM12 (10 uM) o DMSO durante 4 h. La expresion de MSR1 y
CD36 se analiz6 mediante RT-gPCR. (C) Expresion de CD36 de membrana en GM-M¢s tratados
durante 24 h con C-DIM12 10 uM o DMSO. Los niveles totales de CD36 fueron evaluados mediante
citometria de flujo empleando un Ab monoclonal anti-CD36 y un Ab secundario acoplado a FITC para
su deteccion. (n = 3-5; *, p < 0.05, **, p < 0.005,***, p< 0.0005).
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Figura 28. Captaciéon de lipidos oxidados tras la activacion de Nurrl. Los GM-M¢s fueron pre-
tratados con DMSO o C-DIM12 (10 uM) durante 24 h. Posterior a este tiempo los M¢s fueron cultivados
con el reactivo Dil Ox-LDL (5 mg/mL) por 4 h. Concluido este tiempo se recuperaron las células y se
evaluo la captacion de Dil-oxLDL mediante citometria de flujo.

8.6. El silenciamiento de Nurrl promueve el perfil pro-inflamatorio de los GM-
Mos

Ademas de su papel como agonistas de Nurrl, se ha demostrado que C-DIM12 e
IP7e ejercen actividades independientes de Nurrl (173). Por lo tanto, para corroborar
los resultados anteriores, generamos M¢s deficientes de Nurrl. Los niveles
endégenos del mRNA NR4A2 disminuyeron en mas de un 60% en los M¢s
transfectados con un siRNA especifico para Nurrl (siNurrl) en comparacion con el
siRNA control (siCtrl) (Figura 29A), y esto se reflejé a nivel de proteina (Figura 29B).
Los niveles de mMRNA de NR4A2 también disminuyeron en mas de un 40% en los M¢s
tratados con el siNurrl y activados con LPS (Figura 29A), al igual que la cantidad de
proteina (Figura 29B). Los GM-M¢s deficientes de Nurrl no modificaron de manera
sustancial la expresion de los marcadores asociados a la polarizacion M1 o M2
(Figura 29C).
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Figura 29. El silenciamiento de Nurrl no altera de manera global el estado de polarizacion de
los GM-M¢. Los GM-M¢s fueron transfectados con un siRNA control (siCtrl) o un siRNA especifico
contra Nurrl (siNurrl), y luego dejados sin tratar (CTRL) o estimulados con LPS durante 2 0 12 h. (A)
Niveles del transcrito NR4A2 en los GM-M¢s Ctrl o activados con LPS durante 2 h (n = 3; *, p < 0.05,
** p < 0.005). (B) Western blot representativo del silenciamiento de Nurrl en los GM-M¢s Ctrl o
activados con LPS por 2 h. (C) Expresion de los marcadores asociados a la polarizacion M1 (INHBA,
TNF, IL1B, CLEC5A) y M2 (IL10, CCL2, MMP9, CD163L1), evaluada mediante RT-qPCR Los valores
estan referenciados a aquellos obtenidos en los GM-M¢s transfectados con el siCtrl (n = 3).

Sin embargo, el silenciamiento de Nurrl tuvo un impacto en la respuesta inflamatoria de
los GM-M¢s activados con LPS. Entre las citocinas y quimiocinas evaluadas, los GM-
M¢s deficientes de Nurrl potenciaron significativamente los niveles de los trancritos IL6,
IFNB, y CCL2 con respecto a las células transfectadas con el siCtrl (Figura 30A). El
incremento en el MRNA de IL6 se acompaiié de un aumento significativo en la secrecion

de la proteina (Figura 30B). En conjunto, estos datos confirman que Nurrl controla hasta
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cierto punto el perfil inflamatorio de los M¢s humanos primarios sin afectar su estado de

polarizacion global.
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Figura 30. El silenciamiento de Nurrl aumenta la expresion de factores pro-inflamatorios en los
GM-M¢s en respuesta a LPS. Los GM-M¢s fueron transfectados con un siRNA control (siCtrl) o un
siRNA especifico contra Nurrl (siNurrl), y luego dejados sin tratar (CTRL) o estimulados con LPS
durante 2 o0 12 h. (A) Cuantificacién del mRNA de la citocinas y quimiocinas indicadas en los GM-M¢s
Ctrl y los estimulados con LPS por 2 h, transfectados con el siCtrl o con el siNurrl. Se muestran los
valores relativos a aquellos obtenidos en los GM-M¢s Ctrl transfectados con el siCtrl (n = 3; *, p < 0.05,
** p < 0.005, *** p < 0.0005). (B) Determinacion de los niveles de secrecion de las citocinas indicadas
en los sobrenadantes de los GM-M¢s transfectados con el siCtrl o con el siNurrl y activados con LPS
por 2 h (TNF, IL-6, IL-8) 0 12 h (IL-10, CCL2). Se muestran los valores relativos a los obtenidos en los
GM-M¢s transfectados con el siCtrl (n = 3; *, p < 0.05).
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8.7. La activacion de Nurrl afecta la via de sefalizacion de NF«xB en los GM-

M¢ estimulados con LPS.

Se hareportado que la funcién antiinflamatoria de Nurrl es mediada por una inhibicién
de la via de sefalizacion de NF-xB (147, 157). Nosotros decidimos evaluar si la
activacion de Nurrl en los GM-M¢s afectaba esta via en las células estimuladas con
LPS. Primero, nosotros determinamos la actividad transcripcional de NF-kB en los
GM-M¢s activados con LPS transfectando las células con un plasmido reportero con
el gen de la luciferasa firefly bajo el control de elementos de respuesta kB dispuestos
en tAndem. Comparado con las células control, la actividad transcripcional de NF-xB
se incrementd de manera significativa en las células estimuladas con LPS (Figura
31A). Sin embargo, cuando las células fueron pretratadas con el agonista de Nurrl
C-DIM12 durante 4 h, la actividad transcripcional de NF-xB en respuesta a LPS se
redujo (Figura 31A). Esta disminucion estuvo en concordancia con la disminucion en
la translocacion nuclear de la subunidad p65 de NF-xB, evaluada mediante
inmunofluorescencia (Figura 31B-D) y Western blot (datos no mostrados). La
disminucion en los niveles de p65 nuclear se detecto en los GM-M¢s tratados con C-
DIM12 o IP7e, aunque la reduccion observada fue significativa Unicamente tras el
tratamiento con C-DIM12 (Figura 31B-D). De manera interesante, en ausencia de
LPS ambos agonistas incrementaron la cantidad de p65 nuclear con respecto a las

células control (Figura 31B).
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Figura 31. La activacion de Nurrl previene la activacion de la via de NF-xB en células activadas
con LPS. Los GM-M¢s pre-tratados con C-DIM12 10 uM o DMSO durante 4 h fueron estimulados o no
con LPS (100 ng/mL) por 12 h. (A) Actividad transcripcional de NF-xB en los GM-M¢s. Se muestra la
actividad de la luciferasa firefly dependiente de NF-«B relativa a la actividad de la luciferasa Renilla (n
= 5). (B) Cinética de translocacion nuclear de NF-xB p65 en GM-M¢s control o activados con LPS a los
tiempos indicados. Los GM-M¢s fueron pre-tratados con C-DIM12 (10 uM) o DMSO durante 2 h. Se
muestra la cuantificaciéon de la relacion nucleo/citoplasma de la intensidad de fluorescencia relativa
(RFI) de NF-xB p65 evaluada mediante microscopia Confocal. (C) Imagenes representativas de la
localizacion nuclear de NF-kB p65 en GM-M¢s control o activados con LPS por 1 h, pre-tratados con
C-DIM12 o DMSO por 2 h. Imagenes de microscopia Confocal mostrando la tincién del ntcleo (DAPI,
rojo), p65 (verde) y el merge (DAPI/p65, yellow). Barra de escala, 25 um. (D) Cuantificacion de la RFI
de NF-xB p65 nuclear, expresada como porcentaje de la RFI total de p65, en GM-M¢s de tres donantes
distintos activados con LPS. Los diagramas de caja y bigotes muestran los percentiles 10-90 en los
bigotes, los percentiles 25-75 en las cajas y la mediana en la linea horizontal.
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Debido a los resultados mostrados anteriormente decidimos investigar si la activacion de
Nurrl afectaba la expresion o estabilidad de IkB-a. Ni C-DIM12 ni IP7e parecen modular
la estabilidad de IkB-oa ya que no modificaron de manera significativa ni la fosforilacion

ni la degradacion de 1kB-a en las células estimuladas con LPS (Figura 32A y B).
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Figura 32 La activacion de Nurrl no modifica la estabilidad de IkB-a. Degradacion y fosforilacion
de IkB-a en GM-M¢s pre-tratados por 2 h con C-DIM12 (10 uM), IP7e (10 uM) o DMSO, y luego
expuestos a LPS (100 ng/mL) por 15 min. (A) Western blot representativo de la expresién de 1kB-a
total y fosforilado en la Serina 32 (plkB-Ser32). (B) Graficas de la cuantificacion de la expresién de 1kB-
o total (izquierda) y plkB-Ser32 (derecha). Los valores estan referenciados a aquellos obtenidos en los
GM-M¢s tratados con DMSO (n = 4).
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IX. DISCUSION

Los M¢s son células del sistema inmune innato con una elevada plasticidad capaces
de adquirir diferentes caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas dependiendo del tipo
de tejido y del microambiente inmunolégico (16, 33). En respuesta a la infeccién o al
dafo tisular los monocitos son reclutados y se diferencian a M¢s, que se adaptan
inicialmente al microambiente inflamatorio (174). Tras un periodo agudo de
inflamacion se produce un cambio en el fenotipo de estos M¢s inflamatorios a M¢s
con un perfil anti-inflamatorio (13, 175). Mientras que la inflamacién aguda se
considera un mecanismo beneficioso que devuelve al tejido a la homeostasis, la
inflamacion prolongada se asocia con trastornos de enfermedades cronicas. En este
contexto, los M¢s cuentan con diferentes estrategias para desactivar su propia
produccion de mediadores inflamatorios cuyas acciones pueden ser perjudiciales si
se prolongan en el tiempo. En este trabajo describimos el rol del receptor nuclear
Nurrl como un factor limitante de la respuesta inflamatoria en los M¢s humanos. De
manera inicial encontramos una expresion preferencial de este factor de transcripcion
en los M¢s con un perfil pro-inflamatorio (GM-M¢s) en comparacioén con los M-M¢s
los cuales se asemejan a los M¢s residentes de tejido u homeostéticos (47, 48).
Ademas, la expresion de Nurrl fue inducida por varios estimulos inflamatorios, una
caracteristica comun a otros factores que contrarrestan la inflamaciéon (176). Los GM-
Mos expresaron mayores niveles de la proteina Nurrl incluso cuando estas células
sintetizaron menores niveles del MRNA NR4A2 con respecto a los M-M¢s, lo que
sugiere una regulacion postranscripcional diferencial de Nurrl en los GM-M¢s y M-
M¢s. En ese sentido, se ha descrito que los microRNAs (miRNAs) miR-132 y miR-
145-5p inhiben postranscripcionalmente la traduccion de Nurrl (177-179). Por lo
tanto, la regulacion diferencial de estos miRNAs en GM-M¢s y M-M¢s puede ser la
base de la diferencia en la cantidad de transcritos de NR4A2 y Nurrl a nivel de

proteina mostrada por estos subtipos celulares.
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El gen NR4A2 es un gen de respuesta inmediata temprana que se transcribe
rapidamente en respuesta a la activacion de TLRs y otros estimulos inflamatorios
(141, 160, 165, 180, 181). Se ha demostrado la induccion temprana (1 h) de la
expresion del mMRNA de NR4A2 en la linea celular mielomonocitica humana THP-1
tras la activacion con LPS (160). Por el contrario, la induccion de la expresion del gen
NR4A2 en los GM-M¢s estimulados por ligandos de los TLRs fue relativamente lenta,
alcanzando su punto méaximo a las 4 h. El aumento en la transcripcion del gen NR4A2
tras la estimulacion con poli (I:C) en comparacion con la obtenida con PGN sugiere
gue la via de sefalizacion independiente de MyD88 indujo la expresion del mRNA de
NR4A2 de manera mas eficiente (182). Numerosos estudios apuntan a la via de
sefalizacion NF-xB como la principal mediadora de la expresion de los receptores
NRA4A (183). La region promotora de Nurrl en humano y en raton contienen elementos
de respuesta conservados a NF-«xB y CREB, y su unién a estos sitios se ha
demostrado en sinoviocitos humanos activados con TNF o IL-18 (xB) y PGE2 (CRE)
(184). En nuestro sistema celular, la induccion de la transcripcion del gen NR4A2 en

los GM-M¢s activados con LPS se redujo tras el bloqueo de las vias de NF-kB y p38.

Previamente se ha reportado que la sobreexpresion de Nurrl en M¢s derivados de
médula 6sea de ratdén induce un aumento en la expresion de genes asociados con el
fenotipo M2 (arginasa 1, Ym1, receptor de manosa), asi como una disminucién en la
expresion de genes relacionados con la polarizacion M1 (TNF, IL-12, CXCL9) y un
aumento en la secrecion de IL-10 (165). En nuestro estudio, ni la activacion, ni el
silenciamiento de Nurrl afectaron de manera significativa la expresion de los genes
asociados con el fenotipo pro-inflamatorio o anti-inflamatorio de los GM-M¢s y M-M¢s,
respectivamente. Sin embargo, observamos una supresion en la transcripcion de
genes de citocinas pro-inflamatorias, especificamente IL1B, IL6, IL12B e IFNB, en los
GM-M¢s estimulados con LPS tras la activacion de Nurrl con C-DIM12. La
disminucién en la produccion de estas citocinas se verificé a nivel de proteina. El
agonista IP7e mostré mayores efectos que C-DIM12, disminuyendo la produccion de

todas las citocinas y quimiocinas evaluadas, es decir, TNF, IL-1p, IL-6, IL-12 p40, IL-
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8, IL-10, CCL2 e IFN-B. Aunque las concentraciones evaluadas de IP7e no mostraron
efectos citotoxicos sobre los GM-M¢s (datos no mostrados), una supresion
generalizada de la funcion de los M¢s podria ser la causa de la reduccion general de
la secrecion de citocinas, incluida la citocina anti-inflamatoria IL-10, inducida por IP7e
en células estimuladas con LPS. Sin embargo, estos datos son consistentes con el
mayor efecto como activador de Nurrl mostrado por IP7e en comparaciéon con C-
DIM12 en células epiteliales pigmentarias de la retina que sobre-expresaban Nurrl
(185). Ademas, se ha demostrado que la activacion de Nurrl con diferentes agonistas
derivados de bis-indol y quinolina depende de la estructura, el contexto celular y el
gen (186), por lo que parece razonable que C-DIM12 e IP7e puedan tener diferente
potencia e incluso regular distintos grupos de genes. Un factor adicional que hace la
funcidén de Nurrl mas compleja es que este ejerce efectos de manera dependiente de
la concentraciéon. Nurrl regula diferentes grupos de genes de manera dependiente de
su abundancia, y para algunos transcritos relacionados con el sistema inmunolégico
incluso se detectan cambios bidireccionales (p. ej., IL1B, IL8, CSF2, CCL5, CCL7,
CCL20, entre otros) (167, 187), lo que puede explicar las funciones pro-inflamatorias
y anti-inflamatorias de Nurrl descritas en diferentes contextos celulares (149, 165,
188, 189).

Ademas del papel de Nurrl como un regulador negativo de la respuesta inflamatoria
en los GM-M¢s, nuestros hallazgos refuerzan el rol previamente descrito de Nurrl en
dos actividades fundamentales del M, como lo son la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), y la captacion de lipidos oxidados. En cuanto a la
produccién ROS, se ha reportado que Nurrl suprime la expresiéon de la enzima NCF1
(subunidad p47-phox del complejo NADPH oxidasa), la cual es clave en la sintesis de
ROS (157). La disminucion encontrada en la produccion de ROS en los GM-M¢s tras
el empleo de los agonistas C-DIM12 e IP7e indican que Nurrl podria actuar como un
regulador negativo de la funcion citotoxica de estas células. En cuanto a la captacion
de lipidos oxidados, previamente se ha descrito la expresion de Nurrl en M¢s de

lesiones ateroesclerdticas, y su sobreexpresion en células THP-1 induce una
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disminucién en la captacion de lipidos oxidados, asi como una regulacion a la baja de
los transcritos que codifican para los receptores scavenger MSR1 y CD36 (162). En
este sentido, a pesar del aumento observado en este trabajo en los niveles de
expresion en membrana de CD36 mediados por la activacion de Nurrl, los hallazgos
encontrados en este estudio en la disminucion de la captacion de lipidos oxidados en
los GM-M¢s tras la activacion con el agonista C-DIM12 refuerzan el papel de Nurrl
como un regulador negativo de la captacion de lipidos por parte de los M¢s, actividad
qgue podria funcionar como una via de regulacion negativa para la formacion de
células espumosas, y sugieren un efecto protector de Nurrl frente al desarrollo de

ateroesclerosis.

En este trabajo hemos mostrado que el tratamiento de los GM-M¢s con C-DIM12
aumenta la expresion de Nurrl de manera significativa, mientras que el tratamiento
con IP7e no, por lo cual, algunos efectos diferenciales de estos agonistas también
podrian estar relacionados con la abundancia de Nurrl. La regulacién de la expresion
de IL6, CCL2 e IFNB por parte de los agonistas de Nurrl se confirmé en los M¢s
deficientes en Nurrl, lo que confirma a Nurrl como un regulador transcripcional de la

expresion de estos genes.

También se ha demostrado el efecto sobre la expresién de IL-6 y CCL2 en fibroblastos
sinoviales activados por TNF-a tras el silenciamiento de Nurrl (190). En el caso de
IL6 y CCL2, cuya expresion esta regulada por NF-kB, no se han identificado sitios
NBRE en sus promotores y Nurrl no requiere union al DNA para reprimir su expresion
(191), por lo que mecanismos de transrepresion a través de la interaccion proteina-
proteina deben impulsar su regulacién negativa. En ese sentido, se han descrito
distintos mecanismos inhibitorios de Nurrl sobre la via de NF-xB. En varios reportes
se ha demostrado la interaccion de Nurrl con NF-xB p65 (192-194), y se ha sugerido
gue C-DIM12 promueve esta interaccion (193). La formacién de dichos complejos da
lugar a la inhibicién de la translocacién nuclear de p65 (193, 194) o al reclutamiento
de complejos proteicos coreprepresores en los elementos de respuesta kB sin impedir

la translocacion de p65, resultando en ambos casos en la inhibicion transcripcional de

81



CINVESTAV |

NF-xB (147, 157). De manera adicional se ha descrito que C-DIM12 disminuye la
expresion de IkB-a y de p65 en fibroblastos sinoviales (190). En este estudio
encontramos que C-DIM12 disminuy0 la actividad transcripcional de NF-xB, asi como
la translocacion nuclear de p65 en los GM-M¢s activados con LPS, sin afectar la
expresion o degradacion de 1kB. Esta misma tendencia fue observada con IP7e. Por
lo tanto, nuestros datos sugieren que la inhibicion de la expresion de ciertos genes
inflamatorios (ej: IL6, CCL2) causada por la activacion de Nurrl con C-DIM12 podria

deberse a una inhibicion del acceso de NF-kB p65 a sus genes blanco en el nucleo.

En conclusion, los miembros de la familia de receptores nucleares NR4A regulan tanto
de manera positiva como de manera negativa los genes pro-inflamatorios en
diferentes contextos celulares (162, 188, 195), por lo que es imperativo evaluar la
funcion enddgena de estos receptores, cuya actividad podria estar fuertemente
relacionada con su expresion en un tipo de célula o en un microambiente de citocinas
particular. En conjunto, nuestro estudio proporciona informacién sobre la expresion,
la localizacién subcelular y la regulacién transcripcional de Nurrl en M¢s primarios
derivados de monocitos humanos. Evidenciamos que Nurrl no altera globalmente el
estado de polarizacion de los M¢s pro-inflamatorios in vitro, pero revela una potente
actividad anti-inflamatoria de Nurrl en condiciones inflamatorias, o que podria

contribuir a restringir la respuesta inflamatoria en diversas patologias.
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CONCLUSIONES

El receptor nuclear Nurrl se expresa preferencialmente en los M¢s con un perfil
pro-inflamatorio (GM-M¢s) con respecto a los M¢s con caracteristicas anti-

inflamatorias (M-M¢s).

Los niveles del mMRNA NR4A2 son mayores en los M-M¢s en comparacion con los
GM-M¢s; sin embargo, este mRNA tiene una vida media méas corta en los M-M¢s,
lo cual evidencia una regulacién post-transcripcional diferencial en ambos fenotipos
de M¢s.

El gen NR4A2 se induce en los M¢s en respuesta a distintos PAMPS. Su expresion

esta mediada por la activacion de p38 y NF-xB en respuesta a LPS.

La activacion de Nurrl con sus agonistas C-DIM12 e IP7e tiende a aumentar la
expresion del mRNA, asi como de la proteina (C-DIM12), de Nurrl, ademas de

aumentar su localizacion nuclear en los GM-M¢s.

La activacion o el silenciamiento de Nurrl no modifica de manera global el estado

de polarizacion de los GM-M¢s.

Los GM-M¢s pre-tratados con los agonistas de Nurrl y expuestos a LPS
disminuyen significativamente la sintesis de las citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-
1B, IL-12 p40, e IFN-B. Ademas, la activacion de Nurrl en los GM-M¢s disminuye
de manera significativa la produccion de ROS. Todo lo anterior indica que el factor
de transcripcién Nurrl actiia como un regulador negativo de la funcién inflamatoria

y de las capacidades citotoxicas de los GM-M¢s.
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7 La activacion de Nurrl en los GM-M¢s modifica la expresion de receptores
scavenger relacionados con la internalizacion de lipidos oxidados y reduce la
captacion de dichos lipidos, por lo que podria tener un efecto ateroprotector.

8 Los efectos anti-inflamatorios de Nurrl parecen estar mediados en parte por la
disminucién de la translocacién nuclear de p65 y la subsecuente disminucion de la

actividad transcripcional de NF-xB en respuesta a LPS.

El receptor nuclear Nurrl se expresa de manera preferencial en los M$¢ humanos con un
perfil proinflamatorio (GM-M¢). Su activacion en condiciones basales no altera de manera
global el estado de polarizacion de los M¢s. Sin embargo, en condiciones inflamatorias
parece inhibir de manera parcial la activacion de la via de NF-xB, restringiendo asi la

respuesta inflamatoria de estas células.
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