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1. RESUMEN

La defensa inicial contra microorganismos tiene lugar a través de la inmunidad
innata en procesos como la inflamacion y el sistema de complemento. La
inflamacion se presenta ante infecciones ocasionadas por agentes inocuos vy
patdgenos y, en ocasiones se vuelve dafina para el propio individuo, lo que puede
contribuir a la patologia tisular y asi al dano del érgano. Por ello es necesaria una
regulacion para mantener un balance inmunoldgico entre la respuesta eficaz del

organismo y la pérdida de una respuesta protectora.

Las células del sistema inmune de mamiferos reconocen estructuras moleculares
denominadas Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos mediante estructuras
llamadas Receptores de Reconocimiento de Patrones presentes en células como
monocitos y macréfagos. Dentro de estos receptores se encuentran los receptores
tipo Toll y receptores tipo NOD; como TLR4 que reconoce al lipopolisacarido y
NOD2 que reconoce al muramildipéptido. Al ser activados los receptores, se
producen proteinas pro-inflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa o

TNF-a mediante un proceso de sefalizacion.

En este trabajo el objetivo principal fue determinar la participacion del receptor
innato NOD2 en la regulacion de la inflamacién generada en macréfagos humanos
por la exposicion a lipopolisacarido. Para ello, se estudiaron 6 sujetos sanos; se
les realizO una broncoscopia y un lavado bronquioloalveolar para obtener

macrofagos alveolares vy, a partir de su sangre periférica se obtuvieron monocitos



y algunos de ellos fueron diferenciados a macréfagos in vitro. Las células fueron
estimuladas con lipopolisacarido y después tratadas con muramildipéptido en
distintas condiciones de temporalidad; adicionalmente se incluyeron controles
negativos (medio) y positivos (lipopolisacarido y muramildipéptido). Después de 1
hora y 24 horas de estimulacion con ambos ligandos de los receptores, se
recuperaron los sobrenadantes del cultivo para la determinacién de TNF-a por el
método de ELISA. En experimentos seleccionados se investigo la participacion de
las vias de sefalizacién de la caspasa 1 y la molécula fostatidil enositol 3 cinasa o
PI3K, que se encuentran circundantes a las vias de senalizacion de estudio en el

proceso inflamatorio.

Se encontré que los macrofagos producen TNF-a en respuesta a lipopolisacarido
(los monocitos producen: 3216 + 754.2pg/ml, los macrofagos derivados de mocitos
producen: 819.8 + 399.2 pg/ml y los macréfagos alveolares producen: 5929 + 2364
pg/ml). Cuando los macréfagos alveolares se trataron con MDP durante 24 horas y
después con LPS durante 1 hora, se observé una reduccién del 40% en la
cantidad de TNF-a; en cambio, bajo las mismas condiciones, en los monocitos y
en los macrofagos derivados de monocitos, hubo un sinergismo al estimular con
LPS y después MDP. También se observd que en monocitos y en macréfagos
derivados de monocitos hubo una reduccion en la cantidad de TNF-a de 95% y
60% respectivamente cuando se agregd LPS durante 24 horas y después MDP

durante 24 horas.



Finalmente, se comprobd que las vias de sefalizacion de la molécula fosfatidil
inositol 3 cinasa y del inflamasoma que es un complejo protéico que forma la
caspasa 1, no participan en nuestro fendmeno de estudio, puesto que al agregar
de manera diferida en temporalidad los inhibidores que son Wortmanina para la
fostatidil inositol 3 cinasa y Z-vad-fmk para el inflamasoma, no se observaron

cambios en las cantidades de TNF-a..

En conclusion, NOD2 podria jugar un papel como regulador negativo en la
respuesta inflamatoria ocasionada por la activacion de TLR4 en macréfagos

alveolares humanos.



2. ABREVIATURAS

CARD15. Dominio Recultador de Caspasa contenido en la proteina 15
CARD9. Dominio Recultador de Caspasa contenido en la proteina 9
CLR. Receptores de Lectina tipo C, Receptores tipo Lectina
CpG. Oligonucledtido trifosfato con un motivo CG

DC. Células Dendriticas

DNA. Acido Desoxirribonucléico

IKK1.Inhibidor de Cinasa 1

IKK2. Inhibidor de Cinasa 2

IL1. Interleucina 1

IL-10. Interleucina 10

IL1-b. Interleucina 1- Beta

IL-1B. Interleucina 1, beta

IL-2 . Interleucina 2

IRAK. Receptor de Interleucina Asociado a Cinasas

IxB. Factor nuclear de de los péptidos ligeros kappa en células B
kDa. Kilo Daltones

LPS. Lipopolisacarido

MA. Macroéfagos Alveolares

MAKP. MAP Cinasas

MDP. Muramil dipéptido

MN. Monocito

Md. Macréfagos



MyD88. Gen Inducido por Ac. Retindico de Resp. Primaria de Dif. Mieloide
NF«kB. Factor Nuclear de las cadenas ligeras kappa de células B
NLR / NACHT-LRR. Receptores tipo NOD

NOD1. Dominio de Oligomerizacion de Nucleétido 1

NOD2. Dominio de Oligomerizacién de Nucleétidos 2

NOD2fs. Dominio de Oligomerizacion de Nucledétidos

PAMP. Patrones Moleculares Asociados a Patogenos

PI3K. Fosfatidil inositol 3 cinasa

PRR. Receptor de Reconocimiento de Patrones

RICK. Receptor Interacting C Kinase

RIG. Gen Inducido por Acido Retinéico

RLR. Receptores tipo RIG

RNA. Acido Ribonucléico

RPMI. Medio Roswell Park Memorial Institute

RPMIg+g. Medio Roswell Park Memorial Institute con Glutamina y Gentamicina
TAK1. TRIF Activating kinase

TIR. Receptor tipo Toll/1L; Dominio Toll-IR-1L

TLR. Receptores tipo Toll

TLR2. Receptor tipo Toll 2

TLR4. Receptor tipo Toll 4

TNFa. Factor de Necrosis Tumoral alfa

TRAFG6. Factor Asociado al Receptor de TNF, 6

TRAIL. Ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF



3. INTRODUCCION

3.1 Propuesta de estudio

En este trabajo estudiaremos la interaccion entre NOD2 y TLR4, ambos son
receptores de reconocimiento de patdégenos que pueden iniciar la respuesta
inflamatoria. Se ha demostrado que el muramil dipéptido (MDP), que es ligando de
NOD2, puede actuar sinérgicamente con el lipopolisacarido (LPS), que es ligando
de TLR4, para inducir la produccion de citocinas proinflamatorias en condiciones in
vitro, usando monocitos (MN) purificados y que sobreexpresan artificialmente
TLR2, NOD1 y NOD2 en presencia de MDP y de LPS (100nM y 40 6 100 ng/mL
respectivamente) (Fritz, Jorg, 2005), lo que sugiere que NOD2 y TLR4 interactuan
sinérgicamente en MN.

Aqui, nosotros proponemos que la posible interaccidon entre las vias de
senalizacion de NOD2 y TLR4 puede no solo ser sinérgica sino antagonica, es
decir, reguladora (al inhibir la sefalizacién de los receptores y asi la produccion de
TNF-a) como se muestra en la figura 1. Y, que depende del estadio de
diferenciacion de la célula; es decir, si es monocito, macréfago derivado de
monocito (MDM) o macrofago alveolar (MA) y del periodo con que se administre

los estimulos, el resultado de las interacciones entre ambos receptores.

A continuacion explicaré las generalidades del sistema inmune innato y los

receptores que son objeto de este estudio.



B) Accion de un PRR secundario en la sefializacion
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Fig 1. Respuesta general de la activacion de los receptores TLR4 y NOD2. Cuando los PRR
reconocen a su PAMP ligando, generan una sefializacién intracelular que termina en la produccién
de citocinas (que pueden ser pro-inflamatorias) como TNF-a. Sin embargo, esta sefial puede ser
regulada de manera natural o inhibida en condiciones in vitro provocando asi que no haya tal

produccion de citocinas pro-inflamatorias.



3.2 Generalidades del sistema bioldgico en estudio

Los MN y macréfagos (MJ) son células del sistema inmune que juegan un papel
importante en la defensa del hospedero contra invasores como microorganismos
(English, Keith, 2011). Los MN conforman del 8 al 10% de los leucocitos humanos
y son considerados parte primordial en la inmunidad innata. (Brostjan, Christine,

2012).

Los macrofagos son células fagociticas que juegan un rol importante tanto en la
inmunidad innata como en la inmunidad adquirida. No son considerados una
poblacion celular homogénea, debido a que son células con plasticidad capaces
de responder a una variedad de estimulos ambientales y asi, tanto su morfologia

como su fisiologia cambian (Teunissen, Charlotte, 2011).

También estudiamos a los MA, los cuales son el componente celular mas
abundante en el pulmén, su principal funcion es defender a éste érgano de las
bacterias patogénicas que pasan a traves del aire. Los MA juegan también un
papel importante en la inflamacion ya que fagocitan las sustancias provenientes
del exterior y asi activan la produccién de factores quimicos como interleucinas

(IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) (Kawakami, Tadashi, 2012).



3.2.1 Caracteristicas de la inmunidad innata

En el medio ambiente existen diversos microorganismos, algunos de los cuales
pueden ser patégenos potencialmente invasores a través del contacto, ingestion o
bien, inhalacion de los mismos. Los seres vertebrados, poseen un sistema de
defensa con dos niveles contra los patégenos: El primero en ser activado es el
sistema de inmunidad innata, que esta presente desde el momento del nacimiento
y generalmente es suficiente para la proteccién del organismo (Wolff, H. 2011). El
segundo en ser activado es la inmunidad adaptativa, que se considera como una

respuesta especializada del organismo (Lopez-Larrea, Carlos, 2011).

La inmunidad innata tiene componentes celulares y humorales, se moviliza de
manera rapida (comparada con la respuesta adaptativa), es decir, se inicia desde
las cero hasta las 12 horas, reacciona frente a numerosos microorganismos de
una manera parcialmente especifica, no posee memoria y se encarga de destruir
agentes invasores como bacterias, virus y parasitos mediante el proceso
inflamatorio (Turvey, S., 2010).

La inflamacion es una respuesta inmune frente a los agentes infecciosos y las
seflales moleculares de peligro, de estrés celular o que son producto de dafio
tisular. EI mecanismo se lleva a cabo con la acumulacién de células leucocitarias
en el sitio de infeccién y la producciéon in situ de mediadores solubles pro-
inflamatorios; se trata de un proceso fisioldgico que se origina para el control de
las infecciones y la posterior reparacion de tejidos. Muchos receptores de la

inmunidad innata (entre ellos TLR4 y NOD2) participan en la respuesta



inflamatoria e inducen la activacion transcripcional para la produccion de una gran
cantidad de citocinas, quimiocinas y otros mediadores inflamatorios (Hernandez,

J., 2012).

3.2.2 Elementos de lainmunidad innata

Los componentes celulares del sistema inmune innato incluyen componentes
celulares y humorales. Los componentes celulares comprenden células fagociticas
tales como macrofagos, células dendriticas y granulocitos polimorfonucleares. Los
componentes solubles o humorales incluyen las citocinas y las quimiocinas, entre
otros. Las citocinas son moléculas protéicas presentes en la sefalizacion, las
cuales tienen actividad paracrina que induce el proceso inflamatorio para atraerlas
al sitio de infeccion, algunas citocinas proinflamatorias son: IL-18, IL-2, IL-10 y
TNF-a (Valen, G., 2010). Algunos ejemplos tanto de componentes celulares como
humorales aparecen en la Tabla 1.

Las quimiocinas son un grupo de moléculas pequefias (alrededor de 8 a 14 KDa)
con actividad quimiotactica, son proteinas que viajan en la circulacion hacia la
matriz extracelular de los tejidos. Sus funciones son atraer células inflamatorias
mediante gradientes de concentracion y mejorar las interacciones celulares entre
leucocitos y células endoteliales. (Dwinell, M., 2014). Otro componente humoral es
el sistema del complemento que consta de varias proteinas plasmaticas que se
activan en presencia de microbios favoreciendo la destruccién de los mismos. Por
este motivo, el sistema del complemento juega un papel importante en la

resistencia del hospedero a la infeccion (Banda, N. K., 2009). Las proteinas de

10



fase aguda en el proceso inflamatorio, que son también parte de la respuesta
humoral, son proteinas secretadas por el higado después de que ocurre la

induccién de citocinas provenientes de macrofagos activados.

3.3 Macrofagos (M@)

En este trabajo estudiamos la respuesta del M@ humano. Los macréfagos son
células que se encuentran en los tejidos, por lo cual actuan como primera linea de
defensa del organismo contra agentes infecciosos, jugando asi un papel relevante
en la defensa del huésped contra agentes invasivos. Su funcion es fagocitar y
digerir a los patdégenos Esta célula es responsable de una produccion local de

mediadores inflamatorios. (English, Keith, 2011).

3.3.1 Monocitos (MN)

Los MN son las células precursoras de los macréfagos, pertenecen a los fagocitos
mononucleares del sistema inmune y se encuentran circundantes en la sangre. Al
igual que los macréfagos, se encargan de mediar el proceso de infeccion de
microorganismos a través de interleucinas, factores de crecimiento y quimiocinas

(DeNardo, 2010., Xiong, Sidong, 2013).

3.3.2 Macrofagos alveolares (MA)

Los MA son uno de los componentes mas importantes en la primera linea de

defensa pulmonar contra los patégenos inhalados u otros microorganismos. (Zhao,

11



Zhi-Jun, 2013). Entre sus funciones se encuentran digerir y fagocitar los elementos

que llegan a los alveolos, para la proteccion de los mismos.

3.3.3 Macrofagos derivados de monocitos (MDM)

Este tipo celular forma de igual manera parte de la inmunidad innata. Son células
provenientes de los MN, que se logran obtener mediante un cultivo por adherencia
en placas y al ser activados adquieren una nueva morfologia. Se ha demostrado
que este tipo celular es un buen modelo para estudiar macréfagos en condiciones

in vitro.

12



Tabla 1. Distintos componentes humorales y celulares del sistema inmune.
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4. DETECCION DE PATOGENOS POR ELEMENTOS DE LA RESPUESTA

INNATA

Parte importante de la inmunidad innata son los receptores, cuya funcidén es
realizar el reconocimiento de microorganismos. Actualmente existen cuatro
familias principales de Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR):

La familia de proteinas transmembranales de receptores tipo Toll (TLR);
receptores tipo lectina (CLR); la familia de proteinas citoplasmicas con dominio de
oligomerizacion de nucledétidos, que incluye a los receptores tipo Nod (NOD) y a
los receptores parecidos a Nod o NLR (Nod Like Receptors, por sus siglas en
inglés); y finalmente a los receptores tipo RIG (del inglés Retinoic-Acid Induced
Gen), RLR.

Los PRR median la deteccion de patégenos bacterianos y se expresan en muchos
tipos celulares como MJ, MN, células dendriticas (DC), neutréfilos y células
epiteliales, lo cual permite la deteccion de patégenos directamente en el sitio de
infeccion. (Martinon, F., 2009).

Los PRR detectan estructuras microbianas comunes en un gran numero de
microorganismos. Los blancos del reconocimiento de éstos son llamados Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs), son estructuras conservadas,
unicas para los microorganismos e invariantes entre las clases de patdégenos
(lwasaki, A., 2004). Algunos ejemplos de PAMPs son acidos nucléicos (DNA con
motivos CpG o RNA de cadena sencilla), componentes de la pared celular

bacteriana o de hongos (peptidoglicana o betaglucanos), proteinas (profilina,
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flagelina), carbohidratos (manosa), lipidos y lipoproteinas que comparten distintos

grupos bacterianos (Gyu Kim, Jae, 2004).

Una vez que los PRR reconocen a los PAMPs de los microorganismos, se inicia la
respuesta inflamatoria con el fin de aumentar la defensa contra el patégeno
potencial. Esta respuesta comienza con un proceso de sefializacién de proteinas
adaptadoras como MyD88 (Gen de Respuesta Primaria de Diferenciacidon
Mieloide), MAPK (MAP cinasas) y otros elementos de respuesta inmune como el
inflamasoma, que es un complejo molecular que se localiza en el citosol y dentro
del cual se lleva a cabo la maduracién proteolitica de la IL-18 (Hernandez, J.,
2012), para llevar a cabo la activacion de factores de transcripcién como el NFkB y
este a su vez induce la expresion de moléculas como TNFa, que activara a las
células vecinas para que se inicie el proceso inflamatorio con el fin de reclutar mas
células del sistema inmune innato hacia el sitio de la infeccién. (Park, J., 2007;
Wolff, H., 2011). (Martinon, F., 2009). EI NFkB es uno de los factores de
transcripcion, que regulan la respuesta inmune posterior a la activacion de los
PRR y ha sido considerado como el puente entre la inmunidad innata y adaptativa.

(Valen, G., 2010).

En este trabajo enfocaremos nuestra atencion en los PRRs: TLR4, que forma
parte de de la familia de los TLRs y NOD2, que forma parte de la familia de los
NLRs. El receptor TLR4 que es un receptor de membrana y su PAMP ligando es

LPS (lipopolisacéarido) de bacterias en superficie celular o endosomas. Y por su
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parte, el receptor NOD2 es citoplasmico y su ligando es el muramildipéptido (MDP)

(Juarez, Esmeralda., 2009).

4.1 TLR4

Los receptores tipo toll (TLR) juegan un papel importante en la respuesta de la
inmunidad innata y adaptativa, se trata de glucoproteinas integrales de membrana
que contienen repeticiones cargadas de leucina flanqueadas en sus regiones
extracelulares por secuencias con abundante cisteina y por un dominio de
homologia de TIR (Abbas, A., 2008). TLR4 es de los receptores pertenecientes a
la familia de TLR mas estudiados; éste se encuentra de manera transmembranal
en las células y reconoce como ligando a LPS. El lipopolisacarido (LPS) es un
componente que se encuentra en la parte externa de las paredes celulares de las
bacterias Gram-negativas; al ser detectado por el receptor TLR4, éste puede
activar a células del sistema inmune como monocitos y macréfagos. (Ho, Wen-
Zhe, 2011). Cuando el LPS es reconocido por los TLR4, se activan sefales
intracelulares que promueven la traslocacion al nucleo del factor nuclear kappa B
(NF-kB) para inducir la transcripcion de genes de la respuesta inmune como el de

TNF-a. (Ruef, Peter, 2012).

Cuando se une a su ligando, la sefnalizacién es iniciada y TLR4 forma
homodimeros. La sefalizacion de los TLR utiliza a la proteina adaptadora MyD88,
la cual es reclutada por el receptor a través de su dominio (TIR). A este complejo
formado se une otra proteina que pertenece a la familia de cinasas y se denomina

IRAK, las interacciones mediante los dominios de ambas proteinas conducen a la

16



activacion de TRAFG6. Después este complejo se unira al complejo formado por la
MAP3K con IKK1 e IKK2, lo cual da como resultado la degradacién de IkB y la
subsecuente liberacion de NFkB el cual se puede traslocar al nucleo (Figueroa,

Leandra, 2012) (Fig. 2).
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Fig 2. Sefializacién de TLR4. Una vez que TLR4 reconoce a su ligando (LPS), se une a la
proteina adaptadora MyD88, a este complejo se unen las proteinas IRAK y TRAF6, posteriormente
se adiciona al complejo IKK, lo que permite la disgregacion de IkB y con esto, finalmente se da la
liberacion de NFkB para que se pueda traslocar al nucleo, iniciando asi la transcripcion de genes

de proteinas pro-inflamatorias como TNF-a. (Tomado de Kawai, Taro., 2011. Editado).
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Para que ocurra la respuesta inmune innata y posteriormente la adaptativa, es
necesaria la activacion de los TLRs por su ligando. Sin embargo, cuando la
cantidad de LPS es muy alta o su presencia es continua, se pueden desencadenar
enfermedades inflamatorias como sepsis, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y exacerbaciéon del asma (Causadas por LPS) (Liew, F., 2005). Esto puede
ocurrir por la produccion exacerbada de citocinas y mediadores inflamatorios, por
este motivo, se ha contemplado como una buena alternativa, la inhibicion de la
respuesta inflamatoria como un tratamiento a este tipo de enfermedades. (Park,
Sung-Joo, 2012). Uno de los componentes inflamatorios que genera una
respuesta inflamatoria exacerbada, es la citocina TNF-a, la cual es la principal
citocina producida por células de la inmunidad innata que se encuentra presente

en los desordenes antes mencionados. (Kullberg, B., 2007).

En el caso particular de la enfermedad de Crohn, se ha encontrado una
asociacion genética con la respuesta inmune innata. Se trata de un polimorfismo
en el gen CARD15/NOD2, que junto con sus variantes de TLR4, han sido
asociados con el desarrollo de esta enfermedad. (Shalaby, Manal, 2012).
Especificamente, esta asociacion se debe a una mutacion que se presenta en el
nucledtido del segundo dominio de NOD2, lo cual da como resultado un
incremento de la respuesta inflamatoria local que consiste en una respuesta
exacerbada a los comensales de la flora normal. Por este motivo, se ha sugerido

que el receptor NOD2 conduce a una tolerancia cuando se trata de la estimulacién
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de receptores TLR, en particular TLR4. Se conoce que las células de sangre
periférica de sujetos sanos, que son preincubadas con ligandos de NOD2, es
decir, MDP en varias concentraciones, reducen su capacidad para sintetizar TNF-
o después de la estimulacion de TLR4 con LPS (Kullberg, Bart., 2007).

Mientras tanto, en células provenientes de pacientes con enfermedad de Crohn,
se produce una respuesta de tolerancia cruzada sobre TLR4 causada por NOD2.

La tolerancia entre ambos receptores esta ausente en pacientes con una mutacion

en NOD2 (NOD2fs).

19



4.2 NOD2

NOD2 es un receptor citoplasmico, miembro de la familia de proteinas de los
receptores NACHT-LRR (NLRs) localizado en el citoplasma de células fagociticas,
(Hedl, M, 2007). Pertenece a la familia de receptores NLR (NATCH-LRR), que
son moléculas citoplasmicas con estructuras conservadas en sus dominios, y que
sirven como sensores intracelulares en las infecciones bacterianas (Abbas, A.,
2008).

NOD2 reconoce principalmente a un componente bacteriano: el muramildipéptido
(MDP) y también reconoce componentes toxicos de patdégenos que penetran a la
célula. Cuando el MDP, que se encuentra en bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, es reconocido por NOD2, éste manda una sefal a través de RICK o
CARD9 hacia MAPK o TACK1, estas moléculas a su vez inducen la traslocacion al
nucleo de NF-kB, el que a su vez induce la transcripcion de genes, en particular
los de las citocinas pro-inflamatorias como TNF-a (Fig. 3). NOD2 se ha
encontrado vinculado a la enfermedad de Chron, al sindrome de Blau y a la
sarcoidosis, que son enfermedades inflamatorias, debido a que se genera un
incremento local de inflamacion (inflamacién crénica) (Kullberg, B., 2007). Un
polimorfismo en el gen NOD2/CARD15 fue identificado como un factor de riesgo
para la enfermedad de Crohn en caucasicos. Esta enfermedad se caracteriza por

una inflamacion cronica gastrointestinal. (Posovsky, C., 2013).
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Fig 3. Sefializacion de NOD2. Cuando el receptor NOD2 reconoce en el citoplasma al compuesto

MDP de las bacterias, activa a

TAK1. Esta senal activa al NFkB, el cual se trasloca al nicleo para que se pueda iniciar la

transcripcion de los genes de la respuesta pro-inflamatoria, como TNFa. (Tomado de Strober,

Warren., 2005).

RICK y CARD9, las cuales posteriormente activan a la MAPK y
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4.3 Tipos de interacciones entre PRRs

Un analisis de la sefalizacion intracelular ha mostrado que un gran numero de
vias convergen en un conjunto relativamente limitado de mecanismos de
interaccion que incluye interacciones sinérgicas y antagdnicas que facilitan
cascadas de sefales intracelulares cuando las células (como M) reciben

estimulos ambientales u ocasionados por patégenos (Hajishengallis, 2011).

Las interacciones incluyen:

e Sinergismo: en el que aumenta en gran medida la sensibilidad de la
deteccion, en este caso varios estimulos débiles e individuales se combinan
para producir una respuesta celular vigorosa. Un ejemplo de esto, es la
cooperacion que existe entre TLR3 6 TLR4 y TLR7 6 TLR9 para estimular
la produccidn de citocinas en el perfil Th1.

Ejemplos adicionales:

1. Se ha demostrado que la interaccion que ocurre entre TLR2 y TLR4
induce la produccion de ERO (Especies Reactivas de Oxigeno) desde la
mitocondria hacia el fagosoma, incrementando la produccién de éstas
en macréfagos de rata con actividad bactericida (Kawai, Taro, 2011).

2. Se han reportado efectos sinérgicos entre TLR2 y TLR4 también para la
produccion de oxido nitrico (NO) en macréfagos. (Underhill, David.,

2007).
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3. NODZ2 actua sinérgicamente con TLR2 para favorecer la produccion de
citocinas proinflamatorias después de la infeccién de Mycobacterium

tuberculosis. (Kawai, Taro, 2011).

¢ Antagonismo: Es el efecto neutralizante de un receptor frente a otro; en

este caso, aumenta la especificidad de la respuesta del huésped para
restringir una sefal y prevenir el dafo colateral del tejido. Por ejemplo:

1. La interaccion entre TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado a

TNF y TRAILR a través del contacto celular, genera una regulacion

negativa de las funciones de los TLR (Liew, F., 2005).

La informacion publicada permite suponer que la interaccion entre PRRs ocurre
para:

e Diversificar el repertorio de reconocimiento.

e Potenciar la respuesta inmune.

e Regular negativamente la sobreexpresion de genes (se pueden inhibir

sefales que podrian causar dano al hospedero).

Por tanto proponemos que existe interaccion mediada por las vias de sefializacion
del receptor de membrana TLR4 y del receptor citoplasmico NOD2, esta
interaccion puede ser del tipo regulador y lo exploramos en este trabajo. Sin
embargo, éstas vias de sefalizacion convergen unicamente hasta el NFkB, por lo

que es posible que se encuentren vinculadas las vias de seRalizacién de
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estimulacion autécrina del inflamasoma vy la activacion de las MAP cinasas, como

se muestra en la figura 4.
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Fig 4. Activacion de la sefalizacion de TL4, NOD2 y vias alternas que culminan en la
produccion de TNF-a. Cuando NOD2 se activa, también activa a la molécula RICK y ésta a su
vez a la caspasa 1 y ésta a IL1-B, que se estimula a si misma y al NFkB, lo cual lleva finalmente a

la produccién de TNF-q, esta produccion se genera también cuando se activa TLR4.
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5. JUSTIFICACION

El reconocimiento de patégenos o sus componentes por TLR4 inicia una
respuesta celular compleja en la que participan multiples vias de senalizacion para
la produccién de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1B y desencadena
mecanismos bactericidas, como péptidos antimicrobianos, que contribuyen a la
respuesta inmune la cual culmina con la erradicacion del patégeno (Bleuter, B.,
2004). El control de la activaciéon de estos mecanismos inmunolégicos en
macrofagos es critico porque una activacion excesiva puede generar desérdenes
inflamatorios crénicos, mientras que una activacion insuficiente puede dejar al
hospedero susceptible a otras infecciones (Akira, S., 2006; Beutler, B., 2006;

Creagh, E., 2006).

Controlar las vias de senalizacién que llevan a una inflamaciéon patolégica por
medios farmacoldgicos es de gran interés y el disefio de agentes terapéuticos que
activen la regulacién negativa de la senal del TLR4 podrian ser utiles en el
tratamiento de infecciones y procesos inflamatorios (O’Neil, L., 2006) (Liew, F. Y.
et al., 2005). Debido a que la induccion de citocinas proinflamatorias requiere la
traslocacion del NFkB, diversos estudios se han encaminado a descubrir un
farmaco capaz de bloquear el efecto del NFkB (Chen et al., 2010) (Shen et al.,
2010). Sin embargo, la utilidad de alguno de los componentes de la senalizacién
de TLR4, incluyendo el NFkB, como blanco terapéutico tiene grandes limitantes;
por ejemplo, la toxicidad de los farmacos disponibles, dificultades para su uso in

vivo, falta de especificidad porque las moléculas de la senalizacion se comparten
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entre diversos receptores y ademas, un bloqueo sostenido traeria deficiencias en

la proteccidn contra infecciones subsecuentes (Wissinger et al, 2008).

Es probable que una mejor estrategia requiera la estimulacion de vias especificas
en lugar de una inhibicion generalizada. La diferencia entre inflamacion protectora
e inflamacion patologica podria estar en la interaccion entre distintos receptores y
sus sefiales. Particularmente, se ha reportado que la activacion de NOD2
funciona como un regulador negativo de la respuesta de TLR2 en un modelo
murino (Watanabe, T., 2004) y como regulador negativo de la sefial de TLR4 en
células epiteliales humanas (Rosenstiel et al, 2007). Controversialmente, algunos
reportes indican que los macréfagos murinos y los monocitos humanos
estimulados simultaneamente con ligandos de TLR4 y NOD2 potencian la
produccion de citocinas proinflamatorias (Ferwerda, G., 2005) (Fritz, J., 2005). Sin
embargo, cuando MDP es administrado tiempo después de la exposicion al LPS,
el resultado es el opuesto tanto en monocitos humanos (Hedl, M. et al, 2008)
como en macrofagos murinos; ademas, la adicion de MDP a macréfagos murinos
con tolerancia por exposicién continua al LPS induce la produccion de grandes
cantidades de citocinas proinflamatorias revirtiendo la tolerancia y restaurando la
actividad bactericida (Kim, Y., 2008). Por lo que consideramos que estudiar las
interacciones entre TLR4 y NOD2 en un contexto especifico de tipo celular que
podria contribuir a esclarecer las funciones reguladoras o estimuladoras de NOD2

y su papel en la modulacioén de la respuesta inflamatoria.

26



6. HIPOTESIS.

En M@ humanos, la activacién el receptor citoplasmico NOD2 regula la produccion

de TNF-a inducida por el receptor TLR4.

7. OBJETIVO GENERAL.

Analizar el papel que la activacién del receptor NOD2 ejerce sobre la regulacion
del proceso inflamatorio ocasionado por la exposicion a LPS en MN, MDM y MA

humanos.

7.1 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto que la activacion de NOD2 tiene sobre la produccion de
TNF-o. inducida por LPS en macrofagos alveolares primarios, macrofagos
derivados de monocitos y monocitos.

2. Determinar si la activacién del inflamasoma participa en la regulacién de la
produccion de TNF-a inducida por la activacién de TLR4.

3. Determinar el papel de PI3K en la produccion de TNF-a inducida por TLR4.
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8. MATERIALES Y METODOS.
8.1 Grupo de estudio
Se incluyeron en este estudio de 10 individuos sanos mayores de edad. Ninguno
de los voluntarios tenia patologias respiratorias o inflamatorias cronicas y fueron
seronegativos para VIH-1. A los sujetos se les realizd una broncoscopia para la
realizacion de un lavado bronquioloalveolar a partir del cual se obtuvieron los MA 'y
una muestra de 180 ml de sangre periférica. Los sujetos donantes firmaron el
consentimiento informado para el uso de sus células en estos experimentos y el
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER). Adicionalmente se
utilizaron los paquetes leucocitarios de 6 sujetos sanos donadores al banco de

sangre del INER para la obtencion de MDM y MN.

8.2 Purificacion de células

Se analizaron tres estirpes celulares de linaje mieloide que son: monocitos (MN),
macrofagos derivados de monocitos (MDM) y macrofagos alveolares (MA).

De las muestras sanguineas (180ml) se obtuvieron células mononucleares
mediante la técnica de separacion de células que consiste en diluir la sangre 1:2
con medio RPMI (Lonza, Walkersville, MD) adicionado con 50 ug/mL™" de sulfato
de gentamicina (Lonza, Walkersville) y 100 mM de L-glutamina (RPMIg+g) (Lonza,
Walkersville), y después se estratificaron con lymphoprep (Axis Shield) y se
centrifugd 45 minutos a una velocidad de 1200 rpm a temperatura ambiente.

Después de centrifugar, se recuperaron con una pipeta de transferencia las
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células mononucleares (que son el anillo que se encuentra en la interfase del
gradiente formado). Posteriormente para eliminar el remanente de lymphoprep se
realizaron dos lavados con RPMIg+g suplementado con 10% de suero humano
descomplementado (Valley Biomedical).

Para obtener los monocitos (MN), se recubri6 la superficie de una caja de Petri
(Costar) para cultivo con suero humano descomplementado. Después se
agregaron 50-80x10 © células mononucleares de sangre periférica por caja Petri y
se incubaron 1h a 37°C/ 5% CO,, para luego remover las células no adherentes
mediante lavados. Las células adherentes (MN) se lavaron 4 veces con medio.
Posteriormente, con un levantador de células (Costar) se colectaron las células
dentro de un tubo de 50ml (Falcon), se centrifugaron a 1200rpm por 15 min a 4°C,
y se resuspendieron las células en RPMI-10%PSH y finalmente se contaron las
células y se determind la viabilidad por el método de exclusion de azul de tripano
(Gibco), la cual siempre fue superior al 97%. Las células se sembraron a razén de
5 X 10° MN/pozo en una placa de poliestireno de 24 pozos y se estimularon

directamente en la placa.

Una parte de los monocitos se derivaron a macréfagos (MDM) in vitro. Para esto,
se sembraron 5 X 10° MN/pozo en una placa de poliestireno de 24 pozos (Costar)
y se incubaron por 7 dias a 37°C / 5% CO,. En este tiempo la morfologia de las
células correspondio a la de los Md. Las células se estimularon directamente en la
placa en la que se diferenciaron.

Los MA se obtuvieron directamente por centrifugacion del lavado

bronquioloalveolar 15 minutos a 1500 rpm a 4°C. La viabilidad se determind por

29



exclusién de azul de tripano y en todos los casos fue superior al 98%. Las células
se sembraron a razén de 5 X 10° MN/pozo en una placa de poliestireno de 24

pozos y se estimularon directamente en la placa.

8.3 Estimulos
Para determinar el papel regulador de NOD2 sobre la respuesta inflamatoria
inducida por TLR4, las células fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS de E.
Coli (LPS) (Sigma Aldrich) o con 10 ug/ml de MDP (Invivogen, San Diego, CA)
durante 1y 24 h a 37°C/5%CO,, lavadas posteriormente 3 veces con 500 pl de

RPMI y re-estimuladas con LPS o MDP en forma cruzada por otras 24 h en las

mismas condiciones, como se muestra en la figura 5.
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Fig 5. Metodologia de estimulos adicionados. En cada tipo celular (MA, MN y MDM) los

estimulos de TLR4 y NOD2 fueron agregados a las 0 y 24 h y se colectaron los sobrenadantes
después de 48 h de estimulacion para la medicion de TNF-a y, en cada caso se realizaron 3

lavados para remover el primer estimulo antes de agregar el segundo.
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Para investigar el papel de la caspasa 1 y el papel de PI3K, en experimentos
seleccionados se preincubaron los MN y M@ por 10 min con el inhibidor de PI3K,
Workmanina (100nM) (Fluka, St. Louis, MO) (Fig. 6) y el inhibidor de pan-
caspasas Z-vad-fmk (20uM) (Calbiochem, La Jolla, CA) (Fig. 7), antes de aiadir
los estimulos correspondientes como en el caso anterior. Asi mismo se incluyeron

controles de medio sin ningun ligando para evaluar el efecto de los inhibidores.

™ 100ng/ml 10 pg/ml
LPS MDP
>, Z-vad- | Activacidn sogf::: dczlaen ta Activacion sog:)elf\:?a?\fe Medicion
fmk | deTLR4 de NOD2 M€Y | de TNF-a
y lavados almacenamiento
| 24 hrs. 24 hrs.
| >

o .
-10 min. O hrs.

Fig 6. Metodologia de estimulos e inhibidor de la caspasa 1 adicionados. A los MN y MDM se
les agrego inicialmente el inhibidor de caspasa 1, Z-vad-fmk (2000M) durante 10 min y, se prosiguio
el experimento de igual manera activando a los receptores TLR4 y NOD2 de manera diferida para

posteriormente medir la cantidad de TNF-a.
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Simultaneamente se probaron otros tratamientos para determinar el papel de
PI3K; se utilizé el mismo esquema de horarios y con las células empleadas, pero

esta vez el inhibidor empleado fue wortmanina, como se muestra en la figura 7.

™ 100ng/ml 10 pg/ml
LPS MDP
> Wortma- | Activacion sosf(:::dda?\te Activacion sotfl?(:s:?ai‘tee Medicidn
nna | deTLR4 de NOD2 M€Y | de TNF-a
y lavados almacenamiento
| | 24hrs. 24 hrs.
| >

o/ :
-10 min. O hrs.

Fig 7. Metodologia de estimulos e inhibidor de la PI3K adicionados. Las células (MN y MDM)
fueron preincubadas durante 10 min con el inhibidor de PI3K, wortmanina (100nM);

consecutivamente se activaron los receptores TLR4 y NOD2 como se ha mostrado anteriormente y

de igual manera se midi6 la cantidad de TNF-o en cada condicién.
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8.4 Tincién de NOD2 para la deteccidon por citometria de flujo

Se realiz6é una tincion del receptor NOD2 en las células MA, MDM y MN. Primero
se colocaron 5x10° células por tubo (se utilizaron 2 tubos de 500ul por cada
condicion). Los tubos se centrifugaron a 5 min a 2000 rpm a temperatura
ambiente, se elimind el sobrenadante y se resuspendiéo el boton celular. Se
anadieron 50ul de RPMI-50% suero hiperinmune de conejo (SHIC). Se incubaron
los tubos a temperatura ambiente por 10 min mientras se agitaban
ocasionalmente. Se afiadieron 200ul de solucion de lisis 1X y se incubaron de
nuevo durante 10 min a temperatura ambiente, agitdndose de manera ocasional.

Posteriormente se afadié a cada tubo 1ml de solucion washing buffer (PBS-0.5%
Suero fetal bovino o SFB) y se centrifugd nuevamente 5 min a 2000 rpm para lavar
las células. Se eliminé el sobrenadante, se resuspendieron las células y se
afiadieron 200ul de solucién permeabilizadora 1X. Se incubaron una vez mas los
tubos durante 10 min a temperatura ambiente. Se lavaron nuevamente las células.
Se adicionaron 50ul de RPMI-50% SHCI+2.5ul del anticuerpo anti-NOD2 de cabra
y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente, se lavaron con washing
buffer y se resuspendieron las células. Se anadieron 2.5ul del segundo anticuerpo
Anti-cabra IgG-FITC a todos los tubos y se incubd nuevamente por 20 min a 4°C
protegido de la luz. Finalmente se lavaron con washing buffer y se resuspendio el
contenido de los tubos en 300ul de paraformaldehido al 1%, y se guardaron a 4°C

con papel aluminio. Se incluy6 un control de isotipo.
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Las células se analizaron en un citometro FACSCalibur (BD, San José, CA) para
lo cual se adquirieron al menos 20,000 eventos y se analizaron con el software

Cell-Quest (BD).

8.5 Determinacién de TNF-a

La cantidad de TNF-a secretada al medio se determind a través de la técnica de
ELISA, la cual consiste primero en diluir 1:500 el anticuerpo de captura, para esto
se toman 5mL de PBS (Lonza, Walkersville, MD) y se les adiciona 10uL de
anticuerpo anti-human TNF-a (Pharmingen, San José), posteriormente se ponen
50uL de dilucion a cada pozo de la placa de ELISA (Maxisorp F96, Nunc) de
manera uniforme en el pozo. Después se cubre con parafilm y se incuba a 4°C
toda la noche. Al dia siguiente se desecha la solucion del anticuerpo y se lavan 3
veces con PBS 0.01M, pH 7.2, Tween-20 al 0.05%, una vez lavada la placa, se
adicionan 100uL de superblock (Pierce, Rockford, IL) a cada pozo y se prosigue a
cubrir la placa con Parafilm para incubarla a 37°C durante 30 min. Una vez
transcurrido este tiempo, se lavé la placa 3 veces con PBS 0.01M, pH 7.2, Tween-
20 (Jackson) al 0.05%, con esta solucién se lleno todo el pozo y después se aspird
el liquido totalmente, una vez seca la placa perfectamente, se adicionaron por
duplicado en cada pozo 50ul de cada muestra, los estandares y blancos,
nuevamente se cubrié la placa con parafilm y se incubd por 2 hrs en las mismas
condiciones la placa.

Se lavo la placa 3 veces con PBS 0.01M, pH 7.2, Tween-20 al 0.05%, llenando los
pozos y aspirando después todo el liquido, se secoO la placa y se adiciond el

anticuerpo secundario diluido (anti TNF-a-biotina) 1:1000 en PBS 0.01M pH 7.2,
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Tween20 al 0.05%, BSA 2%, lo que equivale a 5uL de anticuerpo en 5ml, por lo
que se pusieron 50uL por pozo. Una vez mas se tapd con parafilm la placa y se
incubd a temperatura ambiente por 45min, se lavo en esta ocasion 6 veces la
placa con PBS 0.01M, pH 7.2; Tween-20 al 0.05%, llenando todo el pozo cada vez
y secando perfectamente para luego adicionar la estreptavidina-fosfatasa alcalina
(EAF, Jackson Immunoresearch), la cual fue diluida 1:2000 en PBS 0.01M pH 7.2;
Tween20 al 0.05%, BSA 2%, esto es 2.5uL de EAF en 5ml, se pusieron 50uL por
poZo.

Se tapé la placa con parafilm y se incub6 a temperatura ambiente por 30min, se
lavo la placa 6 veces con PBS 0.01M, pH 7.2; Tween-20 al 0.05%, llenando todo el
pozo cada vez y secando perfectamente, se adicionaron 50 uL de substrato de
fosfatasa (Sigma, St Louis, SA), se dejo desarrollar la reaccién y se midié en un
lector de ELISA a 405 nm. Se utilizé la absorbancia promedio de los duplicados
para el calculo de la concentracion de acuerdo a la regresion lineal, que se reporta

en pg/ml.

8.6 Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica suma de rangos de
Wilcoxon, la cual es una prueba no paramétrica y se utiliza para comparar la
mediana de pares de muestras relacionadas, por lo que se utilizaron las opciones
de valores pareados y no paramétricos del programa GraphPad Prism (versiéon 5

para Mac).
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9. RESULTADOS

9.1 Expresion de TLR4 y NOD2 en MN, MA y MDM.

Primero probamos que las células en estudio expresan los receptores TLR4 y
NOD2. Tanto MA, como MN y MDM recién obtenidos tienen una expresion basal
de ambos receptores, la de TLR4 se habia reportado previamente, como se

muestra en la figura 8 (Juarez, Esmeralda., 2010).

MA MN
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Counts
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Fig 8. Expresion de TLR4 en la superficie de macréfagos alveolares y monocitos humanos.
Los MN y los MA fueron analizados por citometria de flujo y anticuerpos murinos anti-TLR4 y su
correspondiente control (isotipo en lineas color gris). El histograma es representativo de 8

experimentos independientes. Imagen utilizada con permiso de E. Juarez.
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En este trabajo determinamos la expresion de NOD2, mostrada en el histograma
correspondiente a la figura 9 y observamos que los tres tipos de células expresan

niveles citoplasmicos de NOD2.
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Fig 9. Expresion basal de NOD2 en MA, MDM y MN. A las células se les realiz6 una tincion
intracelular para citometria de flujo con el anticuerpo anti-NOD2 (2.5ul de anticuerpo por cada
5x10° células) y el isotipo correspondiente. Se adquirieron 20,000 eventos representativos de 3

experimentos independientes.
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9.2 Expresion de TNF-a en respuesta a la estimulacién de TLR4 y NOD2.
Primero cuantificamos la expresion de TNF-a producida en condiciones basales
(medio) y con las células estimuladas con los ligandos de estudio (LPS y MDP),
medimos la cantidad de dicha citocina en cada condicion y asi determinamos si las
células responden a la estimulacion. En condiciones basales (medio) los MN
producen 100.5pg/ml (0 — 1423 pg/ml), los MDM producen 31.30pg/ml (0 — 160.5

pg/ml) y los MA .4050 pg/ml (0 — 172.6 pg/ml).

Observamos que los MA, MDM y MN producen cantidades significativas de TNF-a
a las 24h de estimulacién con su respectivo ligando, p<0.05 vs. MED (medio) (Fig
10). Los MN (n= 11) tratados con 100ng/ml de LPS produjeron cantidades
significativas de TNF-o (mediana 2543pg/ml, rango: 173.6 — 9196 pg/ml,
p=0.0010. Los MDM (n = 7) tratados con 100 ng/ml de LPS, también tuvieron una
respuesta con una produccién de TNF-a en esta misma condicion (mediana 335.5
pg/ml, rango: 90.86 — 2448pg/ml), aunque la produccién no alcanzé significancia
estadistica. Los MA (n=6) activados con 100ng/ml de LPS, mostraron también
aumento significativo en la expresion de TNF-a como respuesta a la activacion

con LPS (mediana 3946pg/ml, rango: 1026 — 16903pg/ml, p=0.0313).

Ahora bien, expresion de TNF-a. en presencia del ligando de NOD2 (10ug de
MDP) en MN, fue de 242.4pg/ml (con un rango de 0 — 5546pg/ml), esto
comparado contra el medio dio un valor de p=0.0020. En MDM la produccién que

se obtuvo de TNF-a, cuando se estimula con 10ug de MDP, fue de una mediana
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de Opg/m (rango: 0 — 118.2pg/ml), en este caso el comportamiento no fue
estadisticamente significativo.

Los MA tratados con 10ug de MDP produjeron 290.8pg/ml (104.8 — 1642pg/ml),
aqui la produccion de TNF-a. fue estadisticamente significativa (p=0.0313).
También se generd una respuesta significativa entre las condiciones LPS y MDP

en MN (p=0.0029), MDM (p=0.0313) y MA (p=0.0313).
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Fig 10. Produccién de TNF-a en los 3 tipos celulares. Los monocitos (MN), macroéfagos
derivados de monocitos (MDM) y macrofagos alveolares (MA) fueron estimulados con 100 ng/ml de
LPS, o con 10ug/ml de MDP durante 24hrs. La produccién de TNF-o se determindé en los
sobrenadantes por el método de ELISA. N=6-11, +p<0.05 vs medio, *p<0.05 vs LPS, ns= no

significativo.
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9.2 Produccion de TNF-a en respuesta a la administracién diferida de LPS 'y

MDP.

Para investigar si la interaccion entre TLR4 y NOD2 genera una respuesta
sinérgica o reguladora, estimulamos de manera diferida en el tiempo y en el orden
los ligandos de esos receptores como se describe en la figura 5. Al estimular
primero una hora con uno de los ligandos y seguido de la administracion del
segundo ligando, esperabamos analizar si habia sinergismo o antagonismo entre
ambas sefales.

Observamos que en MA (Fig. 11A), la produccion de TNF-a cuando el tratamiento
con MDP se aplicé después de 1 hora de estimulacién con LPS fue de una
mediana de 2243 pg/ml, rango: 939.9 — 12109 pg/ml. Cuando se trataron las
células con LPS por 24 horas después de haber agregado MDP por 1h, la
mediana fue de 5129, rango: 1451 — 26969 pg/ml. Ambos valores son
significativamente diferentes comparado con MDP solo (p<0.05). La estimulacion
con MDP y LPS es equivalente a la respuesta observada al estimular solamente
con LPS, independientemente del orden en el que se anadan los dos estimulos

(no hay diferencia estadistica significativa).

En MN observamos que el tratamiento con MDP después de haber estimulado las
células con LPS durante 1h tampoco modifica la respuesta de TNF-a con respecto
a los MN estimulados unicamente con LPS. La mediana obtenida con este
tratamiento (LPS durante 1h y después MDP durante 24 horas) es de 2743 pg/mi;
con un rango de 0 — 43775 pg/ml. En cambio, cuando se estimulan las células con
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LPS durante 24 horas y posteriormente MDP durante otras 24 horas, la produccion
de TNF-a se abate significativamente (p=0.0313) comparada con la estimulacién
de LPS unicamente. En este caso se obtuvo una mediana de 159.3pg/ml; con un
rango de 50.70 — 471 pg/ml (Fig.11B). No parece haber ningun efecto sobre la
produccion de TNF-a dependiente del reconocimiento de LPS cuando éste se

anade después de MDP en ningun tiempo.

En MDM tampoco observamos un efecto del tratamiento con MDP sobre la
respuesta al LPS en ningun tiempo y orden de adicién de los estimulos. Esto es,
se puede apreciar que la cantidad de TNF-a en la condicion de LPS 1 hora y
después MDP 24 horas, donde la produccion de dicha citocina fue de 594.7 pg/mi
(0 — 3682 pg/ml), es similar a la produccién de TNF-a cuando sélo se estimularon
las células con LPS, en este caso la produccion de esa citocina fue de 375.7pg/ml
(90.86 — 3353 pg/ml). También se pudo observar que la adicion de MDP 24 h
después de haber estimulado con LPS por 24h activa significativamente la
produccion de TNFa (p=0.0313, comparado con el medio); en esta condicion, la

cantidad registrada de TNF-a fue de 253.7 pg/ml (0 — 1121 pg/ml) (Fig.11C).

Para efectos de comparacion se muestra en la Fig. 11D que en MN la re-
estimulacion con LPS tanto 1 como 24 h después del estimulo inicial con LPS
abate la producciéon de TNF-a (este fendmeno se denomina tolerancia a la
endotoxina), efecto que se replica cuando se adicionan simultaneamente ambos

ligandos. En los MDM no se aprecian diferencias en la estimulacion diferida de
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LPS y MDP con la estimulacion simultanea de ambos ligandos y la tolerancia a la

endotoxina se observa soélo a las 24 h de la re-estimulacion.
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Fig 11. El receptor NOD2 como proteina reguladora en el proceso inflamatorio de MA (Fig
11A), MN (Fig 11B) y MDM (Fig 11C). Las células fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS y 10
pg/ml de MDP, la produccion de TNF-o fue medida en los sobrenadantes de cada condicion
mostrada en la grafica y determinada a través de la técnica de ELISA. N=6-11. +p<0.05 vs medio,
*p<0.05 vs LPS, &p<0.05 vs condiciones especificadas, ns= no significativo. Se utilizé la prueba

estadistica suma de rangos de Wilcoxon.
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9.3 Participacion del inflamasoma y la PI3K en la interaccion entre TLR4 y

NOD?2 en la produccion de TNFa

Debido a que las vias de sefalizacion de TLR4 y NOD2 no convergen hasta la
activacion del IKB para traslocar el NFkB, exploramos dos posibles interacciones
entre ellos: el inflamasoma por estimulacion autécrina y la activacion de las MAP
cinasas. Para ello utilizamos dos inhibidores de ambos procesos; en el caso del
inflamasoma, utilzamos el inhibidor z-vad-fmk para inhibir a la caspasa 1 y en el
caso de las MAP cinasas, utilizamos el inhibidor wortmanina para inhibir a la PI3K.
Para conocer si la molécula PI3K jugaba un papel relevante en nuestro fenémeno
de estudio, la inhibimos en distintas condiciones y con diferencia también en el
tiempo. Se incluyen como referencia los valores obtenidos con la estimulacion con

LPS por 1 0 24 h seguido de la estimulacion con con MDP por otras 24 h.

Los resultados al inhibir la PI3K mostraron que tanto en MN (Fig. 12A) como en
MDM (Fig. 12B), la administracion incluso diferida del inhibidor de la cinasa PI3K,
es decir, el inhibidor wotmanina, parece disminuir la produccion de TNF-a, pero
este efecto no fue significativo. De modo que la inhibicion de PI3K no modifica los

efectos observados en ausencia del inhibidor.
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Fig 12. Papel de PI3K (fosfatidilinositol 3 cinasa) en MN (Fig 12A) y en MDM (Fig 12B). Las
células fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS y 10 ug/ml de MDP. Enalgunas condiciones se
preincubd con W (wortmanina) 100 ng/ml antes de agregar LPS. La produccion de TNF-a fue
medida en los sobrenadantes de cada condicidon mostrada en la grafica y determinada a través de

la técnica de ELISA: N=6-11, +p<0.05 vs medio, *p<0.05 vs LPS, ns= no significativo.

45



En cuanto al inflamasoma, en MN observamos que no hay ningun cambio en la
cantidad de TNF-a cuando las células son preincubadas con el inhibidor Z-VAD
(Fig.13A). Asi mismo, en MDM, ocurre un comportamiento similar, el inhibidor Z-
VAD tampoco modifica la cantidad de TNF-a de manera significativa en ninguna

de las condiciones evaluadas (Fig.13B).

A B
ns
- 1
ns
500001 + 4000+
40000 Ll
12000
- + _ 30004 T '|'
E E
>
g 8000+ 2 20001 ns
i~ 40004 ~ 1000+
. ns
N L
O-é J_ wlllls o 01 =| . - r - =|
C) S N SR SR SRS
@é’ A N & & &
& & & & F ¢ S
® & &S SR
N e L
o A, v SRS A A
Q ng QG.J xflf hd N =]
hd V

Fig 13. Papel del inflamasoma en MN (Fig 13A) y en MDM (Fig 13B). Las células fueron
estimuladas con 100 ng/ml de LPS y 10 mg/ml de MDP y en algunas condiciones, se preincubd
con Z (Z-vad-fmk) 20uM antes de agregar LPS. La produccion de TNF-a fue medida en los
sobrenadantes de cada condicion mostrada en la grafica y determinada a través de la técnica de

ELISA. N=6-1, +p<0.05 vs medio, +p<0.05 vs LPS, ns= no significativo.
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10. DISCUSION

La inflamacién es la respuesta del sistema inmunoldgico de un organismo al dafio
causado a sus células y tejidos vascularizados por patdégenos bacterianos y por
cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica, quimica, fisica 0 mecanica (Garcia,
P. 2008). Los MN, que se encuentran en sangre y en su estado de madurez se
convierten en macréfagos (que pueden residir en tejidos y érganos particulares
como las mucosas) y los MA, tienen como funcidén proteger al pulmoén contra
patdgenos, generalmente mediante el mecanismo de inflamacién; no obstante, el
proceso inflamatorio exagerado bloquea distintos mecanismos criticos para la

funcion de este tipo de células. (Zhao, Zhi-Jun., 2013).

En este trabajo se evaluaron las respuestas de tres estirpes celulares: (MN, MDM
y MA ante los estimulos especificos de los receptores en estudio (TLR4 y NOD2),
mismos que participan en el proceso inflamatorio. Se establecié la respuesta
ligando-especifica al comparar la produccion de TNF-o en respuesta a los
ligandos LPS y MDP con la de las células no estimuladas (Figura 9). Los tres tipos
celulares respondieron a los estimulos aplicados, lo cual significa que no soélo
expresaban ambos receptores (determinado por la expresion de los mismos) sino

que ademas ambos eran receptores funcionales.

Los valores mas altos de produccion de TNFa se obtuvieron en la condicion de
LPS para los tres tipos celulares (Figura 10), y este trabajo propuso que MDP

podia ser usado como tratamiento para modular disminuyendo la produccién de
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TNF-a en nuestro sistema de estudio, ya que estudios sefalan que en el modelo
murino, el receptor NOD2 es un regulador negativo de la respuesta de TLR2
(Watanabe, Tomohiro., 2006), esto nos sugiere que posiblemente también lo sea

de TLR4.

Al evaluar la respuesta de los MA encontramos que cuando utilizamos MDP como
tratamiento después de haber agregado LPS por 1 hora, no se modificé la
produccion de TNF-a, aunque se observo una tendencia a la disminucion de la
misma comparado con la estimulacién con LPS; probablemente se debe a que el
tamafo de la muestra fue pequeno. En cambio, cuando se estimularon los MA
primero con MDP y después con LPS (Figura 11A), se observdé un aumento
significativo de la produccion de TNF-a lo que sugiere que el orden y temporalidad
en la que las células son estimuladas influye sobre el grado de activacion, en este
caso se aprecia sinergismo. Cabe mencionar que debido a la naturaleza de los MA
y a la dificultad de conseguir estas células, no tuvimos el suficiente nimero de

ellas para probar otras condiciones experimentales.

Los MN que fueron estimulados con LPS por 1 h y después tratados con MDP
mantuvieron la produccién de TNF-a comparable a la inducida por LPS solo. Sin
embargo, cuando se usa el mismo tratamiento (MDP durante 24 horas) después
de estimular las células previamente con LPS durante 24 horas (Figura 11B), se
aprecia una disminucién significativa en la cantidad de TNF-a. En este caso la

cantidad de TNF-a obtenida es similar a la del medio, por lo que podemos hablar
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de una posible tolerancia cruzada entre ambos receptores (TLR4 y NOD2). Es
sabido que los PAMPs pueden interactuar entre si disminuyendo las respuestas
celulares que pueden causar dano al hospedero (Underhill, D., 2007), por tanto
esta tolerancia puede ser requerida para controlar el proceso inflamatorio y asi
proteger al hospedero. En este caso, ese resultado se asemeja al de las células
estimuladas con LPS y re-estimuladas con LPS (Fig.11D) que por definicién se

conoce como tolerancia a la endotoxina.

Los MDM son bajos productores de TNF-a, aun asi producen cantidades
significativas de éste en respuesta a MDP y también responden
considerablemente a la estimulacion con LPS solo, aunque no de manera
significativa. Al igual que los MA y MN, en los MDM no hay un efecto de la
estimulacion con MDP posterior a la de LPS sobre la produccién de TNFa (Figura
11C); sin embargo la tolerancia que se observo en los MN al estimular 24 h con
LPS seguido de estimulacion con MDP no se observa en éstas células. Los
macrofagos cuando son estimulados con LPS, éstos quedan temporalmente
incapaces de responder a una nueva estimulacion del propio LPS (Liew, Foo.,
2005), por lo que la tolerancia a este PRR es benéfica porque se vuelve protectora
contra enfermedades inflamatorias cronicas debido a que el LPS es responsable
de diversos desordenes inflamatorios. Sin embargo, al mismo tiempo incapacita a
los macrofagos para responder a una nueva infeccién, lo cual hace evidente que
existe una fina linea entre la respuesta inmune eficaz y el dafio causado por el

propio sistema inmune. Aunque algunos reportes indican que los macréfagos
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murinos y los monocitos humanos estimulados simultaneamente con los ligandos
de TLRs y NODs potencian la produccién de citocinas proinflamatorias (Ferweda,

G., 2005), nuestros resultados no nos permiten corroborar tal informacion.

Se conoce que la estimulacién con MDP de macréfagos murinos que previamente
se hicieron tolerantes por exposicidon a LPS induce la produccién de grandes
cantidades de citocinas proinflamatorias revirtiendo la tolerancia. La produccién de
estas citocinas es sorprendente porque en general MDP es un pobre inductor de
TNF-a en los mismos macréfagos murinos (Kim, Yun-Gi, 2008). Esto concuerda
con lo encontrado en nuestro sistema de estudio, donde tampoco los MDM
produjeron TNF-a de manera significativa cuando fueron estimulados con LPS, ni
con MDP por separado (datos no mostrados) pero al mismo tiempo contrasta con
la parte de sinergismo reportada en el trabajo de Kim y cols, porque nosotros no
observamos incremento en la produccion de TNF-a al afadir ambos estimulos. Es
posible que la razén por la que observamos bajas respuestas en los MDM se
relacionen con el hecho de que los MA y los MN tienen mayor expresion de los
TLR (Visintin, Alberto., 2001), los cuales producen mayores cantidades de TNF-a
en respuesta a la estimulacion con LPS.

Se conoce que la molécula PI3K inhibe la sefalizacion de varios TLR en células
dendriticas de raton, entre ellos el TLR4 (aunque no se conoce el mecanismo
preciso) (Fukao, T., 2002), por esta razéon pensamos que podria estar involucrada
en nuestro sistema de estudio. Sin embargo, nuestros resultados muestran que

esta molécula no afecta las vias de sefalizacion estudiadas, pues tanto en MN
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(Fig. 12A) como en MDM (Fig. 12B), la cantidad de TNF-a producida al inhibir la
PI3K (con su inhibidor wortmanina) no es estadisticamente distinta a las
condiciones probadas sin el inhibidor. Quizas si se aumenta el tamano de muestra,

nuestros resultados puedan ser concluyentes.

La secrecion de IL1-B es altamente regulada por el inflamasoma que contiene
proteinas de la familia NLR y es inducida por MDP (Yang, Chul-Su., 2012), es por
ello que decidimos estudiar esta via alterna de sefalizacion. Encontramos que en
MN (Figura 13A) y en MDM (Figura 13B), la caspasa 1 (evaluada por bloqueo con
z-vad-fmk) no participa en la respuesta inicial al LPS y tampoco participa en la
produccion de TNF-a producida por re-estimulacion con MDP.

En general, nuestros resultados indican que es posible que NOD2 sea un
regulador negativo de la respuesta inflamatoria ocasionada por TLR4 en

macrofagos alveolares humanos solamente.

Controlar las vias de senalizaciéon estudiadas, de modo que exista una regulacién
en el proceso inflamatorio sin que haya una pérdida de la respuesta protectora del
mismo, es de vital interés clinico. Sin embargo, habra que realizar mas
experimentos para poder lograrlo. Ademas, sera necesario determinar si esta
interaccion afecta la capacidad de enfrentar nuevas infecciones, es decir, si se
afecta o no la actividad bactericida del macréfago humano y, de esta manera

poder definir su uso terapéutico.
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11. CONCLUSIONES

1. En MN, MDM y MA el tratamiento con MDP posterior a la activacion con
LPS tiene una tendencia a modular la respuesta inflamatoria disminuyendo
la expresion de TNF-a.

2. La exposicion cronica de los estimulos, deja a los MN y MDM incapaces de
responder a una activacion subsecuente, por lo que dejan de producir TNF-
(08

3. Tanto la Caspasa 1 como la PI3K no parecen estar vinculadas en el
fendmeno de regulacion de la interaccion TLR4-NOD2.

4. NOD2 podria ser un regulador negativo de la respuesta inflamatoria créonica

producida por LPS en M@ humanos.
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