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Identificacion de los mecanismos inmunorreguladores de los derivados bioactivos de
los &cidos grasos poliinsaturados que contribuyen al control de la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis

Resumen
La produccién de lipidos bioactivos entre los que se encuentran prostaglandinas,

leucotrienos, lipoxinas, resolvinas y maresinas, también conocidos como mediadores
lipidicos pro-resolvedores de la inflamacion (SPM, por sus siglas en inglés specialized pro-
resolving lipid mediators) participan en la modulacion del equilibrio de la
inflamacion/antiinflamacion después de un dafio o infeccién, restauran la homeostasis y
ayudan a la regeneracion tisular. Sin embargo, su efecto en diversas enfermedades comienza
a vislumbrarse, entre las que encontramos a la tuberculosis, generada principalmente por la
infeccion de Mycobacterium tuberculosis. Por esta razon, investigamos los mecanismos de
estos SPM, asi como uno de sus precursores, el acido docosahexaenoico (DHA,
docosahexaenoic acid) en macréfagos derivados de monocitos humanos infectados con la
cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv.

Encontramos que todos los lipidos redujeron la produccion de TNF-a, pero solo la resolvina
D1 (RvD1) y la maresina 1 (Marl) indujeron una reduccion significativa en el crecimiento
intracelular de M. tuberculosis con distintos patrones inmunomoduladores. Mientras que
ambos SPM incrementaron la expresion génica de BPI, solo Marl incrementd la expresion
de LL37, los cuales son péptidos antimicrobianos. Ademas, indujeron la translocacion
nuclear de NFxB, pero solo Marl indujo la translocacion del factor nuclear Nrf2. Dado que
RvD1 y Marl son inducibles y sintetizados a partir del componente dietético, el DHA, se
pensé en su potencial inmunoterapéutico contra la tuberculosis. Sin embargo, nuestros
resultados preliminares muestran que la infeccion con M. tuberculosis interfiere en el
metabolismo del DHA en el macréfago humano para producir RvD1 y Marl, y que la
adicién de aspirina como control de la produccion de ambos mediadores lipidicos no
restaura su sintesis durante la infeccion en macréfagos humanos. Por lo tanto, solo RvD1 y
Marl son capaces de controlar la infeccion por M. tuberculosis, pero no el DHA y ambos

SPM utilizan mecanismos diferenciales de regulacion de la inflamacién durante la infeccion.



Identification of the immunoregulatory mechanisms of the bioactive derivatives of
polyunsaturated fatty acids that contribute to the control of Mycobacterium
tuberculosis infection

Abstract
The production of bioactive lipids, including prostaglandins, leukotrienes, lipoxins,

resolvins, and maresins, also known as specialized pro-resolving lipid mediators (SPM),
participate in modulation balancing inflammation/anti-inflammation after damage or
infection, restore homeostasis, and aid tissue regeneration. However, its effect on various
diseases is beginning to be seen, among which we find tuberculosis, generated mainly by
Mycobacterium tuberculosis infection. For this reason, we investigated the mechanisms of
this SPM and one of its precursors, docosahexaenoic acid (DHA), in macrophages derived

from human monocytes infected with the virulent strain of M. tuberculosis H37Rv.

We found that all lipids reduced the production of TNF-a. Still, only resolvin D1 (RvD1)
and maresin 1 (Marl) induced a significant reduction in the intracellular growth of M.
tuberculosis, with different immunomodulatory patterns. While both SPM increased the
gene expression of BPI, only Marl increased the expression of LL37, which are
antimicrobial peptides. Furthermore, they induced nuclear translocation of NF«B, but only
Mar1l induced translocation of nuclear factor Nrf2. Since RvD1 and Marl are inducible and
synthesized from the dietary component, DHA, their immunotherapeutic potential against
tuberculosis was considered. However, our preliminary results show that infection with M.
tuberculosis interferes with the metabolism of DHA in the human macrophage to produce
RvD1 and Marl. The addition of aspirin as a control for both lipid mediators' production
does not restore their synthesis during infection in human macrophages. Therefore, only
RvD1 and Marl can control M. tuberculosis infection, but not DHA, and both SPM use

different mechanisms of regulation of inflammation during infection.



Identificacion de los mecanismos inmunorreguladores de los derivados bioactivos de
los &cidos grasos poliinsaturados que contribuyen al control de la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis

Introduccion

La inflamacion es la primera respuesta del sistema inmunolégico de un organismo al dafio
causado por patdégenos o por sustancias extrafias de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o
mecénica. Es un proceso fisiologico complejo conservado a lo largo de la evolucion que
involucra diversos eventos coordinados, desde procesos Vvasculares, homeostaticos,
celulares e inmunes. Se caracteriza por la extravasacion de liquido al sitio del dafio, que
produce edema (tumor), aumento del flujo sanguineo (rubor), aumento en la temperatura
local (calor) y activacion de terminales aferentes (dolor), que son los cuatro signos
cardinales descritos por el enciclopedista romano Aulo Cornelio Celso. Ocasionalmente
puede haber pérdida de la funcién local (Cinel & Opal, 2009; Medzhitov, 2008; Serhan et
al., 2020; Zumla et al., 2015).

Dependiendo de la duracion de la inflamacion, puede clasificarse en aguda o crénica. La
inflamacion aguda comprende cambios significativos en los niveles plasméticos de ciertas
proteinas consecuencia de la accién de citocinas proinflamatorias, entre las mas importantes
se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, por sus siglas en inglés tumor
necrosis factor alpha), la interleucina 1 (IL-1), la interleucina 1B (IL-1p), la interleucina 2
(IL-2), y la interleucina 6 (IL-6), estas citocinas pueden activar a la proteina C reactiva, que
se produce en el higado y que tiene funcién de opsonina, al mismo tiempo que induce la
activacion parcial de la cascada del sistema del complemento, cuyos fragmentos C5a y C3a
(Ilamados anafilatoxinas) tienen capacidad quimiotaxica para granulocitos y monocitos, e
inducen la desgranulacién de los mastocitos. También participan los interferones de tipo | y
I1 (IFN-1 e IFN-II), histamina, bradiquinina y prostaglandinas (Deretic, 2012; Galli et al.,
2011; Pluddemann et al., 2011) que son cruciales para controlar, combatir y reparar el dafio
e incluyen cambios en las propiedades fisicoquimicas del plasma (descenso de la

viscosidad y aumento de la velocidad de sedimentacion eritrocitaria).



La resolucion de la inflamacion culmina con la reparacion del tejido y el regreso a la
funcion normal para evitar lesion tisular extensa en respuesta a infecciones (Ortega-Gomez
et al., 2013). En caso de que no haya una resolucion satisfactoria de la inflamacion aguda,
se desencadena un estado inflamatorio cronico, con repercusiones sistémicas y deletéreas
para el hospedero como la infiltracion tisular por agregados de leucocitos (formacion de
granulomas), la biosintesis incontrolada de coldgeno (fibrosis o cirrosis), o lesiones
oxidativas en el &cido desoxirribonucleico (DNA) que suelen dar lugar a una enfermedad
degenerativa (Nathan & Ding, 2010).

La resolucion de la inflamacion es un proceso fisiolégico complejo que depende de la
produccion de lipidos oxigenados derivados de los acidos grasos poli-insaturados
esenciales, entre los que se encuentran las lipoxinas, resolvinas y protectinas, denominados
mediadores lipidicos pro-resolvedores de la inflamacién (SPM, por sus siglas en inglés
specialized pro-resolving lipid mediators). Los SPM se generan después del metabolismo
de los &cidos grasos omega-3 y omega-6 ingeridos con la dieta, son productos derivados del
acido linoléico (C18: A2, n-6), acido araquidonico (AA, C20: A4, n-6), é&cido
eicosapentaenoico (EPA, 20:55,8,11,14,17) y 4&cido docosahexaenoico (DHA,
22:64,7,10,13,16,19) generados a partir de reacciones enzimaticas mediadas por la accion
de las lipooxigenasas (LOX) y/o ciclooxigenasas (COX) e incluyen protectinas y resolvinas
de la serie D derivadas del acido graso omega-3; DHA, las resolvinas de la serie E
derivadas del EPA vy lipoxinas derivadas del acido graso omega-6; AA como se muestra en
la Figura 1(Bannenberg & Serhan, 2010; Serhan et al., 2008; Spite & Serhan, 2010).

La actividad de los SPM en el control de procesos infecciosos respiratorios regula la
respuesta inflamatoria, evitando el dafio por necrosis asociado a la inflamacién vy
disminuyendo la carga microbiana. En el caso de la tuberculosis, infeccién causada por
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que afecta principalmente a los pulmones, el papel de
los SPM estd pobremente caracterizado, por lo que este proyecto permitird conocer su
efecto modulador en la infeccidn y el papel de sus precursores EPA 'y DHA.
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Figura 1. Via generalizada para la conversion de mediadores lipidicos pro-resolvedores de la
inflamaciéon. COX, ciclooxigenasa; LOX, lipoxigenasa; HETE, 4cido hidroxi eicosatetraenoico;
HPETE, acido hidroperoxil eicosatetraenoico; HDHA, acido hidroxi docosahexaenoico; HpDHA,
acido hidroperoxi docosahexaenoico; PG, prostaglandina; TX, tromboxano; LT, leucotrieno; LX,
lipoxina; Rv, resolvina (modificada de Calder, 2012).

Mientras que las prostaglandinas y leucotrienos amplifican la produccion de citocinas
proinflamatorias, las actividades bioldgicas de los SPM incluyen la modulacion de
mecanismos de la respuesta inmune; por ejemplo, controlan los procesos inflamatorios
locales, activan mecanismos antimicrobianos como la autofagia, la produccion de péptidos
antimicrobianos, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno e inhiben la quimiotaxis de

neutrofilos. Las resolvinas y lipoxinas activadas por aspirina son los lipidos mejor descritos



por su papel en el control de la inflamacion y la capacidad de activar mecanismos
bactericidas. Por ejemplo, RvD2 disminuye la produccién de interleucina 17 (IL-17),
interleucina 10 (IL-10), prostaglandina E2 (PGE2) y leucotrieno B4 (LTB4) favoreciendo
la fagocitosis bacteriana y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés reactive oxygen species) en un modelo murino de sepsis por Escherichia
coli. La resolvina RvVE1 también induce la produccion de ROS con lo que participa en la
eliminacion bacteriana al mismo tiempo que reduce la inflamacion. La lipoxina ATL
induce la produccion de la proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad (BPI,
por sus siglas en inglés bactericidal permeability-enhancing protein) que protege a las
mucosas de infecciones por bacterias Gram negativas (Bulow et al., 2018; EI Kebir et al.,
2009, 2012; Palmer et al., 2011; Seki et al., 2010). Asi, los SPM, antagonistas de los
mediadores proinflamatorios, podrian participar en la eliminacion de procesos infecciosos

ademas de ser indispensables para el restablecimiento a la homeostasis.

La infeccion por M. tuberculosis se caracteriza por desencadenar una respuesta
proinflamatoria inicial en la que las citocinas IL-12 (interleucina 12), IL-6 (interleucina 6) y
TNF-o inducen la activacion de mecanismos antimicrobianos en los macréfagos. La
respuesta proinflamatoria se necesita al inicio de la infeccién, pero su presencia prolongada
se ha asociado a dafio histopatologico severo (Cooper et al., 2011; Rook et al., 1991;
Sharma & Bose, 2001). La participacién de los SPM en la infeccién por Mtb se desconoce,
pero algunos mecanismos como la apoptosis y la autofagia se han asociado al control del
crecimiento intracelular de Mtb, sugiriendo que moléculas antiinflamatorias podrian
participar en el control antimicrobiano de Mtb. Por otro lado, en un modelo murino, se ha
descrito que la presencia de PGE2 y LTB4 es perjudicial en etapas tardias de la infeccion
con Mtb, de manera que el bloqueo de la PGE2 favorece el control de la infeccion por Mtb
y la regulacion de la inflamacion (Moreno et al., 2002). Debido a que los lipidos
resolvedores de la inflamacion estan involucrados en la regulacion de la produccion de
PGEZ2, es probable que también estén involucrados en el control de la infeccion por M.

tuberculosis.



El papel que estas moléculas lipidicas juegan en la infeccion por M. tuberculosis comienza
a investigarse, y sabemos que la dindmica de regulacion de la inflamacion es indispensable
en la infeccion por M. tuberculosis, lo que sugiere un papel relevante de estos SPM. Por lo
que, el objetivo de este trabajo es identificar los mecanismos inmunorreguladores de estos
SPM en el control de la infeccion por la cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv, asi como
de uno de sus precursores, el &cido docosahexaenoico (DHA, docosahexaenoic acid) en

macrofagos derivados de monocitos humanos.



HIPOTESIS

Al identificar los mecanismos de inmunoregulacion de los SPM en la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis, podremos utilizar a uno de sus precursores, el acido
docosahexaenoico (DHA), como tratamiento en el control de la infeccion por M.

tuberculosis en macréfagos derivados de monocitos humanos.

OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar los mecanismos inmunorreguladores de los derivados bioactivos de los acidos
grasos poliinsaturados que contribuyen al control de la infeccién por Mycobacterium

tuberculosis.

Objetivos particulares

1.-Evaluar la actividad bactericida y péptidos antimicrobianos inducida por RvD1 y Marl
sobre la infeccién de M. tuberculosis en macréfagos derivados de monocitos humanos.

2.-Evaluar si el macréfago puede sintetizar RvD1 y Marl a partir del precursor (DHA).

3.-Determinar si con la adicion del precursor (DHA) se puede inducir actividad
antimicrobiana.

4.-Dilucidar si la infeccion con la cepa virulenta de Mtb puede interferir con los
mecanismos de sintesis de RvD1 y Marl.

5.-Determinar si RvD1y Mar1 son inducibles por aspirina.



METODOLOGIA
Reactivos

Los derivados de los é&cidos grasos poliinsaturados 17(S)-Resolvin D1 (RvD1);
7(S),16(R),17(S)-Resolvin D2 (RvD2); 5(S),6(R)-Lipoxin A4 (LXA4); 10(S),17(S)-
DiHDoHE-Protectin DX (PDX); 7(R)-Maresin 1 (Marl) y el precursor, acido
docosahexaenoico (DHA) se adquirieron de Cayman Chemical (Ann Arbor, Ml), y la
aspirina (ASA) de Sigma Aldrich. Las soluciones de trabajo se realizaron por dilucion con
etanol, la concentracion final de etanol en el cultivo fue menor al 0.1%. Se evaluo la
citotoxicidad de las concentraciones finales a utilizar en los cultivos (100 nM para LXA4,
RvD1, RvD2 y PDX, 150 nM para Marl, para DHA, 10 nM, y para ASA, 25 ug/mL) usando
el kit Cell Titer (Promega, Madison, WI) (Anexo 1). EI LPS se adquirié de Sigma Aldrich

(St. Louis, MO), se utiliz6 a una concentracion de 200 ng/ml.

1.-Obtencion de Macrdéfagos Derivados de Monocitos

A partir de paquetes leucocitarios obtenidos de sujetos sanos donadores al banco de sangre
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER), se
obtuvieron las células mononucleares de sangre periférica; para ello, la sangre se diluyé a
una relacion 1:1 con medio RPMI 1640 (Lonza) y fueron separadas por medio de
centrifugacion en un gradiente de densidad en una solucion separadora de linfocitos
(Lonza). Las células se resuspendieron en RPMI suplementado con 10 % de suero humano
(Valley Biomedical Inc.), 200 mM de L-glutamina (Lonza) y 50 pg/ml de sulfato de

gentamicina (Lonza), en adelante denominado medio completo.

Posteriormente, se obtuvieron los monocitos (MN) por separacion inmunomagnética, por
selecciéon positiva, utilizando perlas conjugadas con anticuerpo anti CD14 humano
(Miltenyi Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los MN se resuspendieron en
medio completo, y la suspension celular se ajusté a 10° células/mL. La pureza y viabilidad
de los MN se determinaron por citometria de flujo y se observé que el 98.36 + 1.26% de las
células fue CD14+ vy la viabilidad de 99.3 + 0.2% (media + ES) (Anexo 2). Los MN CD14+
se incubaron en una placa de 24 pozos (108 células/pozo) (Costar) a 37°C, 5 % CO; durante

siete dias para su diferenciacién a macréfagos (MDM) realizando un cambio de medio de



cultivo a los 3 dias para eliminar las células no adherentes y otro a los siete dias para tener

medio fresco con volimenes precisos en el momento de realizar las estimulaciones.

2.-Preparacion del cultivo de M. tuberculosis H37Rv

El vial con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) (ATCC, Manassas, VA) se descongelé dentro del
gabinete de bioseguridad, posteriormente se centrifugé a 5000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se elimind el sobrenadante. Después se agregé 1 ml de medio
RPMI suplementado con 30 % de suero humano. Para la obtencion de bacilos individuales
se adicionaron 5 perlas de cristal de 3 mm y se agito vigorosamente en un agitador vortex,
durante 5 minutos. La suspension de Mtb se centrifug6é a 2000 rpm, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se recolecté el sobrenadante y se ajusto el nimero de bacilos a 10’
bacterias/ml (el ajuste de las micobacterias se realizd acorde al conteo de las micobacterias
almacenadas previamente como stock). A partir de esta suspension se realizaron los
calculos correspondientes para los ensayos de la infeccién de los macréfagos (razén de 5

bacterias por macrofago, MOI 5).

3.-Infeccién y estimulacion de macrofagos humanos

Los MDM se infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb), a una MOI 5, en medio RPMI
con 30% de suero humano durante una hora. Al término de este tiempo las células se
lavaron tres veces con medio RPMI para eliminar las bacterias no fagocitadas.
Posteriormente, los MDM se cultivaron en presencia de 100 nM de RvD1, RvD2, PDX,
LXA4, 150 nM de Marl o 200 ng/mL de LPS como control positivo y se incluy6 un
control de etanol. O se cultivaron en presencia de 10 nM de DHA o 25 ug/mL de aspirina
(ASA), como control de la produccion de LTB4, PGE2, RvD1 y Marl. Un juego de células
se incubd durante 24 h, se recuperaron los sobrenadantes del cultivo y los lisados celulares.
Estos se almacenaron en congelacion para determinaciones posteriores. El otro juego de
células se cultivd durante 3 dias y se determind el crecimiento intracelular de Mtb por el

método de unidades formadoras de colonias (UFC).
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4.-Actividad bactericida

Para evaluar los efectos de los SPM en el control del crecimiento intracelular
micobacteriano, los macréfagos se infectaron a una multiplicidad de infeccion de 5 (MOI
de 5) y se trataron con las mismas cantidades de los mediadores lipidicos descritos
anteriormente después de un lavado exhaustivo para eliminar las bacterias no fagocitadas.
Los macrdfagos infectados con M. tuberculosis se incubaron a 37°C en CO3 al 5% durante
1 h (dia 0) y 72 h (dia 3). Después de la incubacion, los sobrenadantes se descartaron y las
células se lisaron con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0.1% durante 10 minutos y luego se
neutralizaron con albumina de suero bovino (BSA) al 20%. Los lisados se diluyeron en
serie y se colocaron en placas de agar 7H10 (Difco Laboratories) por triplicado. Las UFC

se cuantificaron después de 21 dias.

5.-Cuantificacion de TNF-a

En los sobrenadantes de los cultivos se cuantificO el TNF-o, usando un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) casero. Cada muestra se realiz6 por duplicado. Brevemente, se
sensibilizaron placas Maxisorp F96 (Nunc) con 2.5 pg/mL de Anticuerpo anti-TNF-a
humano (Pharmingen, San José, CA) a 4°C toda la noche. Después de lavar con PBS 0.01
M, pH 7.2, Tween-20 al 0.05 % se bloqued con Superblock (Thermo). Se afiadieron las
muestras y estdndares y se incubaron 2 h a 37°C. La deteccion se realizd con 5 pg/mL del
anticuerpo anti-TNF-o. humano conjugado a biotina (Pharmingen, San Jos¢, CA).
Posteriormente, las placas se incubaron con 10 pg/mL de estreptoavidina-fosfatasa alcalina
(Jackson Immunoresearch). Después de lavar exhaustivamente, la reaccion se reveld con
sustrato de fosfatasa alcalina (Sigma Aldrich) y se par6 con NaOH 1 M. La absorbancia se
cuantificé a 405 nm en un lector de microplacas (Multiskan Ascent, Thermo Electron
Corporation). Las concentraciones de TNF-a se calcularon a partir de la curva estandar. Los
resultados de las mediciones respectivas se midieron con el programa Ascent Software

version 2.6.

6.-Cuantificacion de RvD1, Marl, PGE2y LTB4

Las resolvinas, protectinas, prostaglandinas y leucotrienos fueron cuantificados en los

sobrenadantes de MDM infectados o no infectados por Mth mediante un ensayo
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inmunoenzimatico (EIA) y cada muestra se ensay0 por duplicado, utilizando los kits
Resolvin D1, Maresin 1, Prostaglandin E2 y Leukotriene B4 ELISA kit (Cayman Chemical,
MI, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

7.-Expresion génica de BPI, LL37, LOX y COX-2

A partir de los lisados celulares se extrajo el RNA total utilizando el kit de extraccion
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para
la sintesis de DNA complementario (cDNA) se utilizd el Kit Superscript First Strand
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La expresion
génica de BPI, LL37 y COX-2 se determin6 por PCR en tiempo real (qQPCR) utilizando el
gen constitutivo 18S ribosomal (validado para su uso como gen de referencia). Para este
proceso se utilizaron los ensayos TagMan pre-disefiados: BPI (Hs01552756_m1), LL-37 o
CAMP (HS00189038 m1), y COX-2 o PTGS2 (Hs000153133 _m1) marcados con FAM y
18S rRNA (4319413E) (Applied Biosystems, Foster City, CA) marcado con VIC. La
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador StepOne PlusSystem (Applied
Biosystems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los resultados se analizaron

empleando el método del Ct comparativo (AACt).

8.-Extraccion de proteinas nucleares

La proteina nuclear se obtuvo de MDM por diferenciacion en placas de 24 pozos de ultra
baja adherencia (1x10° células/pozo) (Corning Incorporated, Costar) como se indico
anteriormente. Al final de la diferenciacion, las células fueron estimuladas con LPS (500
ng/ml) una hora antes de la adicion de los SPM (RvD1, RvD2, PDX, LXA4 a 100 nM y
Marl a 150 nM). Las células se removieron de las placas con ayuda de un poco de buffer
1mM de EDTA (&cido etilendiamino tetra acético) (Corning Incorporated, Costar) y se
comprobo la viabilidad de las mismas con azul de tripano. Se transfirieron a tubos conicos
de polipropileno de 14 ml (5 millones de células por condicion), se centrifugaron dos veces
por 5 minutos a 1500 rpm a 4 °C y se procedio a la extraccion de proteinas nucleares. Todo
el procedimiento se realizé en frio. Se descarto el sobrenadante y el botdn celular se agito
brevemente en vortex, se resuspendié en 1 ml de PBS frio pipeteando suavemente y se

transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Después se centrifugé 5 minutos a 3500 rpm a 4
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°C, y se volvio a resuspender en 1 ml de PBS frio pipeteando suavemente para después
centrifugar a 3500 rpm a 4°C, se elimino el sobrenadante completamente usando las pipetas
p100-p10. El botdn celular se resuspendié en un buffer hipotonico para la obtencion del
extracto citoplasmico (HEPES [4-(2-hidroxietil)-1-acido piperazinetanosulfonico] 20 mM
pH 7.9, NaCl [Cloruro de sodio] 400 mM, MgCI [Cloruro de Magnesio] 1.5 mM, Glicerol
25 %, EDTA 0.2 Mm, DTT [ditiotreitol] 1 mM fresco y PMSF [fluoruro de
fenilmetilsulfonilo] 0.5 mM fresco) y se dejé 1 minuto en hielo, para después centrifugar a
3500 rpm por 10 minutos a 4 °C. En este paso se reservd el sobrenadante (que es la
fraccion citoplasmatica) y se colocé en tubos previamente etiquetados, asegurandose de no
dejar liquido residual. Se guardaron a -20 °C. El sedimento se resuspendio en 20 pl de
buffer hipertonico (HEPES 10 mM pH 7.0, KCI [Cloruro de potasio] 10 mM, MgClI 1.5
mM, DTT 1 mM fresco), se incubd por 30 minutos con agitacion suave a 4 °C (usando una
plataforma angular en el refrigerador). Después se centrifugo a 14000 rpm durante 20 min a
4 °C, y se recuper0 el sobrenadante (que contenia la proteina nuclear) y se colocé en tubos
previamente etiquetados. Los extractos obtenidos se almacenaron en congelacion para

conservar hasta su uso a -20 °C.

9.-Cuantificacion de Nrf2 en extractos nucleares

Para evaluar la translocacién nuclear de Nrf2, se utilizaron extractos nucleares y citosolicos
de MDM estimulados con LPS y se analizaron utilizando un kit TransAM Nrf2 (Active

Motif, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

10.-Translocacion de NFxB

La translocacion nuclear de NFkB p65 se determind mediante un citometro acoplado a
imagen en macrdfagos sin infeccion. Los MDM se estimularon con LPS (500 ng / mL),
RvD1 100 nM o Marl 150 nM durante 60 minutos. Las células se lavaron inmediatamente
con PBS frio (previamente a 4°C) (Lonza) y se tifieron con un kit de translocacion Amnis
NF«xB (Millipore, Burlington, MA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células
se analizaron inmediatamente utilizando el equipo Image Stream MKII (Amnis
Corporation, Seattle, WA). Se fotografiaron al menos 1,000 células y se midié la

translocacion nuclear utilizando el Asistente de localizacién nuclear dentro del software
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Amnis Ideas (Amnis Corporation). Un indice de similitud por encima de 1.2 determind la
localizacion nuclear de NFxB. El indice de similitud es el coeficiente de correlacion de
Pearson transformado logaritmicamente y es una medida del grado en que dos imagenes se
correlacionan linealmente dentro de una region enmascarada. Los resultados se expresan

como el porcentaje de células con translocacion de NFkB nuclear, Anexo 3.

11.-Deteccion de BP1 por microscopia de fluorescencia

Para los experimentos de microscopia de fluorescencia, se cultivaron 2 x 10° células/pocillo
en cdmaras Lab-Tek Il de 8 pocillos. Los macrofagos se infectaron con M. tuberculosis a
un MOI de 5. Despueés de descartar bacterias no fagocitadas, las células se incubaron con el
antagonista hidrobromuro tipo D1 de alta afinidad (5 uM) (SCH, TOCRIS Bioscience,
Bristol, Reino Unido) durante 30 minutos antes de la estimulacién con RvD1 o Marl y
luego se incubaron durante 24 h adicionales. Las células se fijaron con paraformaldehido al
4% y se tifieron con anti-hBPI de conejo purificado (R&D systems, Minneapolis, MN) y
anti-M de conejo, anticuerpos de tuberculosis y anticuerpos secundarios acoplados con
Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 594 (Life Technologies). Se utilizd6 Hoechst (Enzo Life
Sciences, Plymouth Meeting, PA) para detectar nucleos. Las células se visualizaron con un
microscopio de fluorescencia Axio Scope Al (Carl Zeiss, Oberkochen, DE), y las imagenes
se adquirieron y analizaron con el software ZEN Pro (Carl Zeiss). Se tomaron imagenes de
al menos 50 células para cada condicion. Las células se contornearon con la herramienta
Spline utilizando la imagen de contraste de fase como fuente. La region de interés
seleccionada se peg6 en la imagen de fluorescencia y se calculé la intensidad media de
fluorescencia de BPI por célula, Anexo 4.

12.-Anaélisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando la ANOVA de Friedman para datos no paramétricos
relacionados entre si, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples. Todos
los valores se expresan como datos individuales en los que se sefiala la mediana, 0 como
medias con error estandar o en diagrama de caja y bigotes (box plots) indicando cuartiles y
medianas segun se especifica en la leyenda de las figuras. Se considerd significancia

estadistica con p<0.05. Se utilizd el programa estadistico GraphPad Prism, version 6.
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RESULTADOS

1.-RvD1, RvD2, PDX, LXA4 y Marl exogenos, modulan la produccion de TNF-a
dependiente de LPS en MDM

Los SPM son producidos por macréfagos y ejercen su funcion bioldgica principalmente en
los neutréfilos. Debido a que los efectos de RvD1 y Marl en macréfagos estan pobremente
caracterizados, primero confirmamos que los lipidos en este estudio ejercian actividades
moduladoras en macréfagos derivados de monocitos sin infeccion al medir su efecto en la
produccion de TNF-a después de la estimulacion con LPS. Con base en las concentraciones
reportadas en la literatura, utilizamos 1, 10 y 100 nM para RvD1, RvD2, PDX y LXA4 y
10, 150 y 300 nM para Marl (Balas et al., 2014; Bérgeson et al., 2012; Dalli et al., 2013;
Fullerton et al., 2014; Keinan et al., 2013; Mas et al., 2012; Recchiuti et al., 2014; Serhan,
2014; Serhan et al., 2015; Uddin & Levy, 2011; Wang et al., 2011), para evaluar su
capacidad para reducir la produccion de TNF-a después de la estimulacion con LPS en
macrofagos, y no se observd una reduccién significativa en la viabilidad celular en ninguna
de las concentraciones evaluadas para cada lipido (Fig. 2, izquierda). Observamos una
reduccion significativa independiente de la dosis de la produccion de TNF-o por parte de
SPM previo a la resolucion (Fig. 2, derecha). Dado que no hubo un efecto significativo de
la concentracion de lipidos utilizada, todos los experimentos posteriores se realizaron

utilizando la concentracion mas alta que no afectd la viabilidad de los macrofagos.
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Figura 2. Actividad antiinflamatoria de los SPM en MDM estimulados con LPS. Las células se
estimularon con 200 ng/ml de LPS durante 1 h, y luego se agregaron RvD1, RvD2, PDX o0 LXA4 (a
1, 10 y 100 nM) o Marl (a 10, 150 y 300 nM) y se incubaron durante 24 h. Se recuperaron los
sobrenadantes y se evalto la produccion de TNF-a mediante ELISA (derecha). La viabilidad celular
se determind en presencia de los lipidos solos (izquierda). Se muestran las medias * errores

estandar, n =7, * p <0.05.
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2.-RvD1, RvD2, PDX, LXA4 y Marl modulan la produccion de TNF-a por MDM
infectados con M. tuberculosis

Una vez demostrado que los SPM en estudio tienen una actividad reguladora en la
produccion de TNF-a, se evallo el efecto de los mediadores en macrofagos infectados con
la cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv mediante la medicion de la produccion de
TNF-0, PGE2 y LXA4. Observamos que RvD1l, LXA4 y Marl redujeron
significativamente la produccién de TNF-a después de la infeccion por M. tuberculosis
(Fig. 3a). Ademas, PDX y LXA4 incrementaron significativamente la produccién de PGE2
en macréfagos infectados con M. tuberculosis (Fig. 3b) y LXA4 incremento la produccion
de LXA4 (Fig. 3c). No logramos discernir si la cantidad de LXA4 detectada fueron restos

de la lipoxina afiadida de manera exdgena en lugar de la produccién autoinducida.
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Figura 3. Efecto de los SPM sobre la produccion de TNF-a, PGE2 y LXA4. Los macréfagos se
infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las
bacterias no fagocitadas, se agregaron RvD1, RvD2, PDX o LXA4 (100 nM) o Marl (150 nM), y
las células se incubaron. Después de 24 h, los sobrenadantes se recuperaron para la cuantificacion
de a) TNF-a (n= 14) mediante ELISA, de b) PGE2 (n= 10) y ¢c) LXA4 (n= 5) mediante EIA. Los

diagramas de caja indican las medianas y los cuartiles. * p <0.05 vs Mtb solo.
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3.-RvD1 y Marl mejoran la actividad antimicrobiana de MDM infectados con M.
tuberculosis H37Rv

Debido a que la resolucion de la inflamacién puede tener un papel en las respuestas
antimicrobianas, investigamos el papel que desempefia la resolucién de la inflamacion en el
control de la infeccion por M. tuberculosis. Observamos una reduccion significativa en la
carga bacteriana intracelular en macréfagos estimulados con RvD1 (mediana 4.5 [rango
2.3-20] x 104 UFC/mL) y Marl (mediana 4.8 [rango 1.8-8.3] x 104 UFC/mL) en
comparacion con macréfagos no tratados (mediana 7.5 [rango 1.5-25] x 104 UFC/mL) (Fig.
43). Los otros SPM no mostraron ningun efecto sobre el control de la carga bacteriana.
Debido a que RvD1 y Marl activaron la respuesta antimicrobiana de los macréfagos,
evaluamos si este efecto estaba asociado con la induccién de péptidos antimicrobianos. Se
incluyd el LPS porque induce inflamacion, pero amortigua las respuestas antimicrobianas.
Observamos que tanto RvD1 como Marl indujeron la sobreexpresion de BPI en
macrofagos infectados, con un cambio en la mediana de 2.276 [rango 0.05-8.1] y un
cambio en la mediana de 1.665 [rango 0.14-3.157], respectivamente, en relacion con la
expresion de BPI en células no tratadas (Fig. 4b). LPS no indujo sobreexpresion de BPI. La
sobreexpresion de LL37 se observd después de la estimulacién con RvD1, con un cambio
en la mediana de 1.59 [rango 0.19-11.64] (Fig. 4c). Aparentemente, la adicion de LPS a los

macrofagos infectados regulo a la baja la expresion de BP1'y LL37.
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Figura 4. Efecto de los SPM sobre la actividad bactericida y la expresion de BPI y LL37 por
MDM infectados con M. tuberculosis. Los MDM se infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb)
a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las bacterias no fagocitadas, y se afiadieron al cultivo
200 ng/ml de LPS, RvD1, RvD2, PDX 0 LXA4 (100 nM) o Marl (150 nM). a) La carga bacteriana
intracelular se determind mediante el método de la unidad formadora de colonias (UFC) después de
3 dias de cultivo. Los diagramas de caja indican las medianas y los cuartiles, n= 11. * p <0.05. Se
usaron lisados celulares para la cuantificacion de la expresion génica de b) BPI (n= 13) y ¢) LL37
(n= 11) mediante PCR en tiempo real (qQPCR). La expresién génica se normaliz6 a la abundancia
relativa de ARN 18S. Se muestran los resultados individuales del cambio en relacion a solo la

infeccion, utilizando el método de Ct comparativo. Las lineas indican las medianas. * p <0.05.
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4.-Respuestas de citocinas diferenciales provocadas por RvD1 y Marl en MDM
infectados

Las distintas respuestas antimicrobianas inducidas por RvD1 y Marl nos llevaron a evaluar
si éstos inducen respuestas de citocinas diferenciales. Encontramos que RvD1 indujo la
produccion de cantidades significativas de IL-6 y GM-CSF, pero no de IL-10 o IL-8, en
macrofagos infectados con M. tuberculosis, mientras que Marl no indujo un aumento
significativo en la produccién de cualquiera de las citocinas (Fig. 5a). Debido a que la
induccién de citocinas proinflamatorias y péptidos antimicrobianos requiere sefiales de
transcripcion para translocarse al ndcleo, determinamos la translocacion de los factores
nucleares NFkB p65 (inductor de la transcripcion de citocinas proinflamatorias y péptidos
antimicrobianos) y Nrf2 (factor nuclear que activa la transcripcion de moléculas anti-
inflamatorias). Para estos experimentos, se utilizaron LPS, RvD1 y Marl como
estimulantes Unicos para prevenir el efecto de la infeccion. Observamos que tanto RvD1
como Marl indujeron la translocacion de NFxB p65 al ntcleo en una proporcion mas
pequefia que el LPS (Fig. 5b), pero solo Marl indujo una translocacion significativa de

Nrf2 en comparacién con los macréfagos sin estimulacion (Fig. 5¢).
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Figura 5. Efectos de RvD1 y Marl en la produccién de citocinas por MDM infectados con M.
tuberculosis. Los MDM se infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a un MOI de 5 durante una
hora. Se eliminaron las bacterias no fagocitadas y se afiadieron RvD1 (100 nM), Marl (150 nM).
Las células permanecieron en cultivo durante 24 h, y a) la produccién de IL6, IL8, IL10 y GM-CSF
se determind por Luminex. Se muestran los resultados individuales. Las lineas indican las
medianas, n= 8. * p <0.05 entre los pares de muestras indicados. La translocacion nuclear de los
factores de transcripcion se determiné en células no infectadas estimuladas con LPS (200 ng/ml),
RvD1 o Marl después de 2 h de cultivo. b) La translocacion nuclear de NF«B se determind por

imagen de citometria de células intactas. Se representan los porcentajes de células con
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translocacion, n= 5. c¢) La translocacion nuclear de Nrf2 se midié mediante ELISA en extractos
nucleares y citoplasmicos de las células. Se representa la relacion nuclear/citoplasmica. Los
diagramas de caja indican las medianas y los cuartiles, n= 8. * p <0.05 entre los pares de muestras

indicados.

5.-Un antagonista tipo D1 de alta afinidad inhibe los efectos de RvD1 y Marl sobre la
produccion de TNF-a y BPI en MDM infectados con M. tuberculosis

Exploramos el papel de la sefializacion de los receptores acoplados a la proteina G (GPCR)
en la modulacion RvD1 y Marl de las respuestas de macrofagos durante la infeccion por M.
tuberculosis. Utilizamos el antagonista de tipo D1 SCH, que es un inhibidor genérico de los
GPCR antes de la estimulacién con RvD1 y Marl. Encontramos que la adicion de SCH a
los macréfagos infectados anulé el efecto regulador de RvD1 en la produccion de TNF-a
(Fig. 6a). Ademas, la adicion de SCH D1 inhibi6 la sobreexpresién de BPI inducida por
RvD1 (Fig. 6b y Fig. 6¢). A la inversa, la inhibicion de la sefalizacion de GPCR solo
revirtié parcialmente los efectos Marl.
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Figura 6. Un antagonista tipo D1 de alta afinidad inhibe los efectos de RvD1 y Marl sobre
produccion de TNF-a en MDM infectados con M. tuberculosis. Los MDM se infectaron con M.
tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las bacterias no fagocitadas.

El brombhidrato antagonista de tipo D1 de alta afinidad (SCH, 5 uM) se afiadié 30 minutos antes de
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la adicion de RvD1 (100 nM) o Marl (150 nM). Las células se incubaron durante otras 24 h. a) Los
sobrenadantes se recogieron y la produccién de TNF-o se midi6 mediante ELISA. Se muestran las
medias + errores estandar, n= 6. * p <0.05 entre los pares de muestras indicados. Las células se
fijaron y la proteina BPI se detectd mediante microscopia de fluorescencia. b) Iméagenes
representativas de contraste de fase y tincion de fluorescencia para las condiciones experimentales.
anti-hBPI1 (verde) y anti-M de conejo. Se usaron anticuerpos contra la tuberculosis (rojo) y se
contrastaron con los anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor apropiados. Se uso
Hoechst (azul) para tefiir los ndcleos. ¢) Se tomaron imagenes de al menos 50 células para cada
condicion, y se calcul6 la intensidad de fluorescencia media de BPI por célula. Se representan las

medianas con rangos intercuartiles, n= 6. * p <0.05 entre los pares de muestras indicados.

6.-Produccion de TNF-a, RvD1, Marl, PGE2 y LTB4 por adicion de DHA y ASA en
MDM infectados con M. tuberculosis

Se realizaron estudios piloto para detectar las concentraciones funcionales de DHA, el
precursor de RvD1 y Marl y también de aspirina (ASA), un inductor de la sintesis de
resolvinas, con base en la produccion de TNF-a y pruebas de toxicidad celular, con o sin
infeccion. EI DHA regula la produccion de TNF-o independientemente de la dosis,
mientras que la aspirina (ASA), inductor de la produccion de resolvinas también regula la
produccion de TNF-a pero de manera dosis-dependiente (Fig. 7). Ademas, se detectd la

produccion de RvD1, Marl, PGE2 y LTB4 por adicion de DHA y ASA (Fig. 8).
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Figura 7. Efectos de DHA y ASA sobre la produccion de TNF-a. Los macréfagos se infectaron

con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las bacterias no
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fagocitadas, se agregaron RvD1 (100 nM), Marl (150 nM), DHA (10 nM) y ASA (12.5, 25, 50
ug/ml) y las células se incubaron. Después de 24 h, los sobrenadantes se recuperaron para la
cuantificacion de TNF-a (n= 4) por ELISA.
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Figura 8. Efectos de DHA y ASA en la produccion de RvD1, Marl, PGE2 y LTB4. Los
macrdéfagos se infectaron o no con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se
eliminaron las bacterias no fagocitadas, se agregaron DHA (10 nM), 0 ASA (25 ug/ml) y las células
se incubaron. Después de 24 h, los sobrenadantes se recuperaron para la cuantificacion por kits de

ELISA (n=6), se indican las medianas, cada simbolo pertenece a un sujeto.

7.-Expresion génica de ciclooxigenasas, lipooxigenasas y péptidos antimicrobianos por
adicion de DHA y ASA en MDM infectados con M. tuberculosis

Se evallo la expresion génica de las lipooxigenasas (LOX) 5, 12, 15, y la ciclooxigenasa 2
(COX2) encargadas de la produccion de Marl y RvD1. No hubo incremento de las LOX en
su expresion génica por adicion de DHA o ASA.Y encontramos que COX2 tuvo una alta
expresion génica en la infeccion, pero no disminuyo ante la adicion de DHA o ASA (Fig.
9). Por lo que evaluamos la expresion génica de BPI e LL37, para saber si tenian efecto

sobre estos péptidos antimicrobianos (Fig. 10).
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Figura 9. Efectos de DHA y ASA en la expresion génica de COX y LOX. Se usaron lisados

celulares de macréfagos infectados o no infectados con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de
5 durante 1 h con DHA (10 nM), o ASA (25 ug/ml) para la cuantificacion de la expresion génica de

5, 12, 15-LOX 0 COX2 mediante PCR en tiempo real (JPCR). La expresion génica se normaliz6 a

la abundancia relativa de ARN 18S. Se muestran los resultados individuales del cambio en relacién

con células no infectadas, utilizando el método de Ct comparativo. Las lineas indican las medianas.
n=40 6, *p <0.05.
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Figura 10. Efectos de DHA y ASA en la expresion génica de BP1 y LL37. Se usaron lisados
celulares de macréfagos infectados o no infectados con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de
5 durante 1 h con DHA (10 nM), o ASA (25 ug/ml) para la cuantificacion de la expresién génica de
los péptidos antimicrobianos PBI y LL37 mediante PCR en tiempo real (QPCR). La expresion
génica se normalizo a la abundancia relativa de ARN 18S. Se muestran los resultados individuales
del cambio en relacion con células no infectadas, utilizando el método de Ct comparativo. Las

lineas indican las medianas. n= 6, *p <0.05.
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Vias propuestas de accion de RvD1, Marl, DHA y ASA
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Figura 11. Propuesta de la via de sefializacion de RvD1. RvD1 se une a uno de sus receptores

(GPR32), e inhibe la sintesis de eicosanoides, relacionados a la produccion de mediadores lipidicos
proinflamatorios, mientras que la sefializacion hacia Keapl, activa la translocacion de Nrf2 e inhibe
a NFkB, y de esta forma inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias como el TNF-o. NFkB:
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, Nrf2: factor
relacionado a NF-E2, factor nuclear (derivado de eritroide 2) tipo 2, Keapl: proteinas de asociacion
1 de Kelch ECH.
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Figura 12. Propuesta de la via de sefializacion de Marl. Marl se une a un receptor GPCR, y

puede activar ERK/1/2, AKT, BPI, EGFR, asi como el complejo Keapl, activando la translocacion
de Nrf2 e inhibir a NFKB, y de esta forma inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias como
TNF- a. También es capaz de inhibir la sintesis de eicosanoides, y evitar la translocacion nuclear de
NFkB, evitando la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a. ERK: quinasa regulada
por sefiales extracelulares, AKT: serina treonina quinasa, EGFR: receptor del factor de crecimiento
epidérmico, Keapl: proteinas de asociacion 1 de Kelch ECH, Nrf2: factor relacionado a NF-E2,
factor nuclear (derivado de eritroide 2) tipo 2, GPR: receptor acoplado a proteinas G, NFkB: factor

nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.
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Figura 13. Propuesta de la via de sefializacion de DHA y aspirina. Tanto el &cido
docosahexaenoico (DHA), como la aspirina (ASA) se unen a sus receptores acoplados a proteinas G
(GPCR). En un contexto no infeccioso (lado izquierdo) son capaces de sintetizar RvD1 y Marl,
inhibir la translocacion de NFkB, asi como producir péptidos antimicrobianos (BPI, LL37). Pero en
un contexto de infeccion por M. tuberculosis (lado derecho), la micobacteria inhibe la produccion
de RvD1 y Marl, asi como produccion de péptidos antimicrobianos y de esta forma evita su

eliminacion.
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Discusion

La respuesta inmune contra M. tuberculosis induce una respuesta bactericida y
proinflamatoria importante para controlar la infeccion, pero al mismo tiempo, la respuesta
inflamatoria inducida es responsable de la lesion tisular en la enfermedad. Por lo tanto, el
tratamiento para la tuberculosis debe incluir la adicion de terapias antiinflamatorias para
prevenir el dafio tisular asociado a la necrosis durante las infecciones del tracto respiratorio.
En este trabajo, se evallo la capacidad de los mediadores lipidicos pro-resolvedores (SPM)
para mediar la regulacion de la produccion de TNF-o y las respuestas bactericidas en
macrofagos infectados con M. tuberculosis, asi como el efecto de uno de sus precursores, el
acido docosahexaenoico (DHA). Los SPM suelen estar implicados en la resolucién de la
inflamacion aguda, se liberan a tiempos tempranos en el espacio extracelular y participan
de manera activa en las infecciones por patdgenos gramnegativos y el virus de la influenza.
Sin embargo, se desconoce la implicacion de estos mediadores en las infecciones cronicas.
Primero demostramos que RvD1, RvD2, PDX, LXA4 y Marl redujeron la produccion de
TNF-o después de la estimulacion con LPS en macrofagos humanos. Los resultados
coincidieron con informes anteriores que describen el efecto protector de RvD1 sobre la
produccion de TNF-a inducida por LPS en modelos murinos (Wang et al., 2011). Sin
embargo, la modulacion de la produccion de TNF-o por RvD2, PDX, LXA4 y Marl en
macrdfagos humanos no se habia descrito antes. También observamos que RvD1, LXA4 y
Mar1l redujeron significativamente la produccion de TNF-a en macrofagos infectados con
M. tuberculosis y exhibieron un efecto modulador similar al observado con la estimulacion
con LPS. Ademas, PDX y LXA4 indujeron un aumento significativo en la produccion de
PGE2 en macrofagos infectados con M. tuberculosis; la PGE2 es importante en la
resolucion de la inflamacion (Loynes et al., 2018) y desempefia un papel en el control de la
necrosis durante la infeccion por micobacterias (Chen et al., 2008). Por lo tanto, la adicion
de PDX o LXA4 durante la infeccion por micobacterias podria disminuir la necrosis a
través de la induccion de PGE2. Sin embargo, se ha informado que en los macrofagos
infectados con la cepa virulenta de M. tuberculosis, LXA4 actia regulando negativamente
la sintesis de PGE2, lo que contrasta con nuestra observacion (Chen et al., 2008). Esta
diferencia en los resultados podria estar asociado con el hecho de que PGE2 exhibe efectos

antiinflamatorios y proinflamatorios dependiendo de la concentracion y el momento del
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cultivo (Osma-Garcia et al., 2016; Tchetina et al., 2007) y la induccion de PGE2 durante la
infeccion por M. tuberculosis no solo podria ser beneficiosa para el control de la necrosis,
sino que también inducen una respuesta proinflamatoria. Ademas, la falta de regulacion por
RvD1, RvD2 y Marl ejercida sobre la produccion de PGE2 y LXA4 sugiere mecanismos
diferenciales de regulacion de la inflamacién por los mediadores lipidicos pro-resolvedores
en macrofagos. A excepcion de LXA4, no se ha identificado ningun papel de los otros
mediadores lipidicos pro-resolvedores en la infeccion por M. tuberculosis.

Encontramos, que la adicion de RvD1 y Marl indujo una reduccién significativa en el
crecimiento intracelular de M. tuberculosis relacionado a una sobreexpresion significativa
de los péptidos antimicrobianos LL37 y BPI en macréfagos tratados con RvD1 y solo un
incremento en BPI en macrofagos tratados con Marl. Se ha informado que las respuestas
antimicrobianas son inducidas por SPM en modelos animales, por ejemplo, en modelos
murinos de neumonia, el tratamiento con la resolvina RvVEL de la serie E o RvD1 activado
por aspirina mejora el aclaramiento bacteriano al tiempo que disminuye los niveles
pulmonares de citocinas proinflamatorias (Croasdell et al., 2016; Eickmeier et al., 2013).
Sin embargo, los mecanismos antimicrobianos inducidos por estos lipidos estan mal
caracterizados y no se ha informado previamente de la induccion de LL37 y BPI por RvD1
y Marl en macrofagos humanos. Hasta ahora, el mecanismo antimicrobiano inducido
descrito para resolvinas es la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Spite et
al., 2009); mientras tanto, se ha informado que la lipoxina activada por aspirina (ATL)
induce la expresion de BPI en las células epiteliales (Canny et al., 2002). Este estudio es el
primer informe en el que BPI y LL37 se asocian con la induccion de respuestas
antimicrobianas por resolvinas y maresinas. Se ha descrito que BPI juega un papel en la
modulacion de las respuestas de TNF-a (Jahr et al., 1997), y nuestros resultados implican
que la induccién de BPI por RvD1 y Marl puede ejercer efectos duales (antibacterianos y
antiinflamatorios) durante las infecciones por M. tuberculosis.

También nos preguntamos si la respuesta diferencial que observamos para RvD1 y Marl en
la induccién del efecto antimicrobiano se extendia a la produccion de otras citocinas, y
encontramos que ambos SPM fueron capaces de inducir un perfil diferencial en la
produccién de citocinas. Mientras RvD1 indujo un aumento significativo en las cantidades

de IL-6 y GM-CSF, Marl no indujo un aumento en la produccion de ninguna de las
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citocinas. Por lo tanto, planteamos la hipotesis de que la produccion diferencial de citocinas
y la activacion diferencial de los mecanismos bactericidas inducidos por RvD1 y Marl
pueden explicarse por su capacidad diferencial para inducir la translocacion nuclear de
factores de transcripcion proinflamatorios (NFkB p65) y antiinflamatorios (Nrf2). Aunque
tanto RvD1 como Marl indujeron una translocacion nuclear similar de NFkB p65, sélo
Marl moviliz6 una proporcion significativa de Nrf2 al ndcleo. Dado que los activadores de
Nrf2 reducen la acumulacion de transcritos de IL-6 e IL-1 tanto en macréfagos de medula
Osea murina como en una linea celular de macréfagos humanos (THP-1) (Kobayashi et al.,
2016), estos resultados sugieren que Marl activa la via Nrf2 para reducir la produccion de
citocinas antiinflamatorias, como IL-6 y TNF-a. Ademas, se ha descrito que RvD1 inhibe
la respuesta inflamatoria a través de diferentes mecanismos, como la induccion de la
translocacion nuclear de NFxB p65/p50, que desactiva las respuestas proinflamatorias
dependientes de COX-2 (Gao et al.2017); reduccidn en la proporcion de p-IxkB / IkB, lo que
revela que RvD1 podria inhibir la activacion de NFkB (Zhao et al., 2016); e induccién de la
secrecion de IL-10, inactivacion de GSK3 vy activacion de CREB para regular la
inflamacion en monocitos humanos estimulados con LPS (Gu et al.,, 2016). Estos
mecanismos también se han informado para RvD2 y Marl. PGE2 también participa en la
regulacion de la produccion de TNF-a (Lehmmann et al., 1988), pero no observamos la
inducciéon de PGE2 por RvDl1 o Marl. Ademas, investigamos si las respuestas
dependientes de RvD1l y Marl estaban asociadas con la sefializacion de GPCR, y
encontramos que la preincubacion de macréfagos infectados con un antagonista similar a
D1 (SCH) derogé el efecto regulador de RvD1 sobre la produccion de TNF-a y la
induccién de la sobreexpresion de BPI. Sin embargo, SCH solo alteré parcialmente las
respuestas dependientes de Marl, lo que sugiere que hay otras vias reguladoras ante la
respuesta de Marl.

En general, el tratamiento con RvD1 y Marl indujo una inmunomodulacién de macréfagos
infectados con M. tuberculosis. Ambos SPM se metabolizan a partir del DHA, y se ha
informado que tanto el DHA y el EPA se ven reducidos significativamente en el suero de
pacientes con tuberculosis (Weiner et al., 2012), lo que sugiere que los pacientes con

tuberculosis activa pueden tener niveles bajos de resolvinas.
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Finalmente, investigamos si el DHA administrado exdgenamente era capaz de producir un
efecto similar al de RvD1y Marl, y empleamos a la aspirina como inductor farmacoldgico
de ambos SPM, encontrando que la infeccion con M. tuberculosis interfiere en el
metabolismo del DHA en el macréfago humano para la produccion de estos mediadores
lipidicos, y que la adicidn de aspirina no restaura su sintesis durante la infeccion con M.
tuberculosis en macrofagos humanos, aunque tanto el DHA como la aspirina disminuyeron
la produccion de TNF-a inducida por Mtb, existen mecanismos diferenciales de regulacion

de la inflamacion durante la infeccion.
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Conclusiones

RvD1 y Marl inducen mecanismos antiinflamatorios (regulacion de TNF-a, PGE2 y otras
citocinas), produccién diferencial de efectores antimicrobianos (BPI y LL37) y control del

crecimiento intracelular de M. tuberculosis por macr6fagos humanos.
M. tuberculosis impide la produccion de RvD1 y Marl a partir del DHA o de aspirina.
DHA y ASA no logran modificar la produccion de TNF-a, PGE2 o LTB4 en los MDM

infectados y tampoco incrementan la expresion de BPI y/o LL37.

Estos resultados nos muestran otra via de evasion de la micobacteria, y nos muestran el

potencial terapéutico de RvD1 y Marl en la tuberculosis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Resolvins and protectins counter inflammation, enhance phagocytosis, induce bactericidal/permeability-in-
Resolution of inflammation creasing protein (BPI) expression, and restore inflamed tissue to homeostasis. Because modulating the in-
Res"“{i“ D1 flammation/antiinflammation balance is important in Mycobacterium tuberculosis infection, we evaluated the
Maresin 1. effects of resolvins and protectins on human macrophages infected in vitro. Monocyte-derived macrophages were
;“a'z;;‘::;‘:s infected with M. tuberculosis H37Rv at a multiplicity of infection (MOI) of 5 and treated 1 h post-infection in vitro

with 100 nM LXA4, RvD1, RvD2, PD1 or 150nM Marl. After 24 h, cytokine production was measured by
Luminex, and BPI and cathelicidin LL37 expression was determined by real-time PCR. Macrophage bactericidal
activity was assessed by colony-forming units (CFUs) 3 days posttreatment. Nuclear translocation of Nrf2 was
assessed by ELISA, NFxB translocation was determined by imaging cytometry, and BPI production was de-
termined by fluorescence microscopy. We found that all lipids reduced LPS-dependent and M. tuberculosis-in-
duced TNF-a production. RvD1 and Marl also induced a significant reduction in M. tuberculosis intracellular
growth. RvD1 and Marl elicited distinct immunomodulatory patterns. RvD1 induced upregulation of both an-
timicrobial effector genes (BPI and LL37) and cytokines (GM-CSF and IL-6). Marl induced only BPI over-
expression. RvD1 and Marl induced NFxB nuclear translocation, but only Marl induced Nrf2 translocation.
Inhibition of G protein-coupled receptor signaling in infected macrophages abrogated the regulatory effects of
RvD1. In conclusion, RvD1 and Marl modulate the anti-inflammatory and antimicrobial properties of M. tu-
berculosis-infected human macrophages. Since both proresolving lipids are inducible and synthesized from
dietary components, they have immunotherapeutic potential against tuberculosis when inflammation is un-
controlled.

1. Introduction

M. tuberculosis, the causative agent of tuberculosis, is the leading
bacterial cause of human mortality worldwide. In 2017, tuberculosis
caused an estimated 1.3 million deaths (range, 1.2-1.4 million) [1]. M.
tuberculosis enters the lung and penetrates the alveolar space, where the
bacteria are taken up by alveolar macrophages, which respond to in-
fection by producing proinflammatory cytokines, such as IL-1p, IL-6,
and TNF-a. Proinflammatory cytokines recruit other immune cells to
the lung and activate antimicrobial pathways in macrophages to control
the infection. However, if the inflammatory environment persists,
macrophages become permissive for M. tuberculosis intracellular
growth, preventing bacterial clearance [2], and severe histopatholo-
gical damage occurs in the lungs that promotes the transmission of the

disease [3-5]. In our previous studies, we found that control of M. tu-
berculosis infection occurs in low-inflammation environments [6-8],
which suggests that regulators of inflammation participate at different
levels in antimicrobial responses.

The resolution of inflammation, also known as catabasis, is a process
that returns the host tissues to a noninflammatory state [9]. During the
resolution of inflammation, there is a reduction in neutrophil influx and
an increase in neutrophil apoptosis; the macrophages clear the in-
flammatory milieu by phagocytosis of microbes and apoptotic neu-
trophils [10]. In addition, as tissue leukocytes recede, the levels of
proinflammatory cytokines and chemokines also decrease, and tissue
repair mechanisms are activated to complete the return to homeostasis.
The resolution process depends critically on the production of oxyge-
nated lipids derived from essential polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
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Fig. 1. Generalized pathway for the conversion of
polyunsaturated fatty acids to proinflammatory and
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[11-13].

The omega-6 PUFA arachidonic acid (AA, C20:4, n—6) is subjected
to enzymatic conversion to prostaglandins, leukotrienes, or lipoxins
[14,15]. Omega-3 PUFAs eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n—3) and
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n—3) are enzymatically converted
into specific bioactive compounds that display protective anti-in-
flammatory and proresolving activities. PUFA enzymatic reactions are
mediated by cyclooxygenases (COX) and lipoxygenases (LO), as de-
picted in Fig. 1 [16-19]. Prostaglandins and leukotrienes amplify the
production of proinflammatory cytokines, whereas specialized pro-
resolving mediators, including lipoxins, resolvins, and protectins,
modulate immune responses to control local inflammation.

Resolvins RvD1 and RvEl display protective actions in mouse
models of pneumonia and acute lung injury by reducing lung levels of
proinflammatory cytokines such as IL-1f, IL-6 and TNF-a, enhancing
bacterial clearance, decreasing lung neutrophil trafficking, and im-
proving survival [20,21]. In addition to cytokines, prostaglandin E2
(PGE2) and leukotriene B4 (LTB4) regulation, resolvins RvD2 and RvE1
and aspirin-triggered lipoxin potentiate the activation of antimicrobial
mechanisms, ie., phagocytosis, reactive oxygen species (ROS) produc-
tion and the induction of bactericidal/permeability-increasing protein
(BPI), to protect mucosae from Gram-negative infections [20,22-26].
The specialized proresolving mediators are also antagonists of proin-
flammatory mediators in chronic inflammatory processes [27].

The role that resolution of inflammation plays during infection with
M. tuberculosis is unknown but may be relevant to the pathogenesis of
the disease. Production of PGE2 and LTB4 has been reported to be
detrimental in a murine model of progressive tuberculosis, and
blockade of PGE2 synthesis correlates with infection control and in-
flammation resolution [28]. However, in vitro models indicate that the
virulent strain M. tuberculosis H37Rv reduces PGE2 synthesis and in-
duces the production of lipoxin A4 (LXA4) in infected macrophages to
promote necrosis and ensure bacterial dissemination [29]. The role of
other specialized proresolving mediators during M. tuberculosis infec-
tion remains to be elucidated.

Because the resolution of inflammation appears to be necessary in
M. tuberculosis infection, it is likely that lipoxins, resolvins, and pro-
tectins may have a substantial role in the infection that has not been
characterized. Hence, in this study, we evaluated the effects of the
addition of resolvins (RvD1 and RvD2), protectins (PDX and Mar1), and
lipoxin (LXA4) on the inflammatory microenvironment and the

antimicrobial activity of human macrophages infected with M. tu-
berculosis H37Rv.

2. Methods
2.1. Reagents

Bioactive compounds, omega-3 and 6 PUFAs, 17(S)-resolvin D1
(RvD1), 7(S),16(R),17(S)-resolvin D2 (RvD2), 5(5),6(R)-lipoxin A4
(LXA4), 10(5),17(5)-diHDoHE (PDX), and 7(R)-maresin 1 (Marl), were
purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). Reagents were
dissolved in ethanol (J.T. Baker, Avantor, Roadnor, PA). The culture
proportions of ethanol were lower than 0.1%. Lipopolysaccharide (LPS)
and all other reagents were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis,
MO), unless otherwise stated.

2.2. Cells

Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells
by positive selection using magnetic beads (Miltenyi Biotech, Auburn,
CA) as previously reported [8]. Cell suspension purity and viability
were assessed by flow cytometry, revealing that 97.38 = 1.26% of
cells were CD14+ and that the cell viability was 99.4 * 0.2%
(mean + SE). The monocyte suspension was adjusted to 1 x 10° cells/
mL in RPMI-1640 supplemented with 200 mM tr-glutamine (Lonza,
Walkersville, MD), 5 ug Lt gentamicin sulfate (Lonza) and 10% heat-
inactivated human serum (Valley Biomedicals, Winchester, VA). We
cultured human monocytes for 7 days under adherence conditions to
generate monocyte-derived macrophages (MDMs), herein referred to as
macrophages. These studies were approved by the Institutional Review
Board at the Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael
Cosio Villegas (number B1615).

2.3. Assessment of proresolution mediators' effect on reduction of TNF-a
production

Macrophages (5 x 107 cells/well) were stimulated with 200 ng/mL
of LPS for 1 h. Furthermore, RvD1, RvD2, PDX, LXA4 and Marl were
added at varying concentrations, and the cells were cultured for an
additional 24 h. The supernatants were collected and cryopreserved for
TNF-a measurement. Viability was assessed using a CellTiter cell
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Fig. 2. Anti-inflammatory activity of the lipid resolvers of inflammation on macrophages stimulated with LPS. Cells were stimulated with 200 ng/mL LPS for 1 h, and
then RvD1, RvD2, PDX, or LXA4 (at 1, 10 and 100 nM) or Marl (at 10, 150, and 300 nM) was added and incubated for another 24 h. The supernatants were collected,
and TNF-a production was measured by ELISA (right). Cell viability was determined in the presence of the lipids alone (left). Depicted are the means * standard
errors, n = 7. *p < 0.05.
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Fig. 3. Effects of the lipids under study on the production of TNF-a, PGE2 and
LXA4. Macrophages were infected with M. tuberculosis H37Rv (Mtb) at an MOI
of 5 for 1 h. Nonphagocytosed bacteria were removed, RvD1, RvD2, PDX, or
LXA4 (100 nM) or Marl (150nM) was added, and the cells were incubated.
After 24 h, the supernatants were recovered for the quantification of a) TNF-a
(n = 14) by ELISA and of b) PGE2 (n = 10) and c) LXA4 (n = 5) by EIA. Box
plots indicate the medians and quartiles. *p < 0.05 vs Mtb alone.

viability assay (Promega, Madison, WI, USA) probing the lipids in the
same concentrations but in the absence of LPS.

2.4. Mycobacteria preparation

M. tuberculosis H37Rv (ATCC, Manassas, VA) was cultured in
Middlebrook 7H9 broth medium (Difco Laboratories, Detroit, MI). After
21 days of incubation of M. tuberculosis at 37 °C, the mycobacterial stock
solution was harvested, aliquoted and stored at —80°C until use.
Colony-forming units (CFUs) were determined after disruption of my-
cobacterial clumps [30].

2.5. Infection with M. tuberculosis and treatment with the resolvins RvD1
and RvD2, the protectins PDX and Marl and the lipoxin LXA4

Macrophages (2 x 10° per well) were infected with M. tuberculosis
at an MOI of 5 in RPMI with 30% non-heat-inactivated, pooled human
AB serum. Cells were then incubated for 1 h followed by three washes
to remove any nonphagocytosed bacteria. Macrophages were then
cultured for another hour in RPMI supplemented with 10% heat-in-
activated pooled human serum with or without 100 nM resolvin D1
(RvD1), resolvin D2 (RvD2), protectin PDX or lipoxin LXA4, or 150 nM
maresin 1 (Marl). The cells were cultured for 24 h before collection of
the supernatants and cell lysates, which were stored at —20°C until
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use. We included cells treated only with LPS (200 ng/mL) as a control.
2.6. Antimicrobial activity

To evaluate the effects of the specialized proresolving mediators on
mycobacterial intracellular growth control, macrophages were infected
at an MOI of 5 and treated with the same amounts of the specialized
proresolving mediators described above after extensive washing to re-
move nonphagocytosed bacteria. Macrophages infected with M. -
berculosis were further incubated at 37 °C in 5% CO,, for 1 h (day 0) and
72 h (day 3). After incubation, the supernatants were discarded, and the
cells were lysed with 0.1% SDS for 10 min and then neutralized with
20% bovine serum albumin (BSA). The lysates were serially diluted and
plated onto 7H10 (Difco Laboratories) agar plates in triplicate. The
CFUs were quantified after 21 days.

2.7. Cytokine production

Supernatants from 24 h cultures were assayed for the release of IL-6,
IL-8, IL-10 and GM-CSF using Bio-Plex human cytokine customized
detection kits (Bio-Rad, Hercules, CA, US) following the manufacturer's
protocol. In selected experiments, TNF-a and IL-10 levels were mea-
sured using an in-house enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
with specific pairs of antibodies, including anti-human TNF-a
(Pharmingen, San Diego, CA) or anti-IL-10 (Probiotek, Monterrey, MX),
as previously described [31]. Supplemented RPMI-1640 was used as a
negative control. Absorbance was read using a Multiskan Ascent Mi-
croplate Reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) at 405 nm.
The results are presented as the mean value of duplicate wells.

2.8. Prostaglandin E2 and lipoxin A4 detection

Prostaglandin E2 and lipoxin A4 production in the culture super-
natants was quantified by means of an enzymatic immunoassay (EIA).
Each sample was assayed in duplicate using prostaglandin E2 and li-
poxin A4 EIA kits (Oxford Biomedical Research, Oxford, MI) according
to the manufacturer's instructions.

2.9. Reverse transcription and real-time PCR for gene expression

Total RNA was extracted and reverse transcribed; the cDNA was
subjected to quantitative real-time PCR (qRT-PCR, TagMan) to de-
termine the mRNA expression levels using the comparative threshold
cycle (AACt), as previously described [6]. Real-time PCRs were per-
formed in duplicate wells according to the manufacturer's protocol for
TagMan predesigned gene assays. The LL37 (Hs00189038_m1) and BPI
(Hs01552756_m1) genes were evaluated, and gene assays were pur-
chased from Applied Biosystems (Carlsbad, CA). The Ct values for each
gene were normalized to the endogenous control 18S rRNA gene
(4319413E).

2.10. Extraction of nuclear proteins

The macrophages were cultured, 5 x 10° cells per experimental
condition, in ultralow attachment plates (Corning Incorporated,
Corning, NY). The cells were stimulated with LPS (500 ng/mL) or with
100 nM RvD1 or 150 nM Marl for 60 min. The cells were detached from
the plates with 1 mM EDTA, and the viability was checked by trypan
blue exclusion. The cells were transferred to 14 mL polypropylene tubes
and centrifuged for 5min at 1500 rpm at 4 °C, and the nuclear proteins
were extracted. All procedures were performed in cold conditions. The
supernatant was discarded, the cell pellet was transferred in 1 mL of
phosphate-buffered saline (PBS) to a 1.5mL tube and washed three
times with cold PBS (5min at 3500 rpm at 4 °C), and the supernatant
was completely removed. The cell pellet was resuspended in a hypo-
tonic buffer to obtain the cytoplasmic extract (20 mM HEPES [4-(2-
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hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid] pH7.9, 400 mM NaCl
[sodium chloride], 1.5 mM MgCl, [magnesium chloride], 25% glycerol,
0.2mM EDTA, 1 mM fresh DTT [dithiothreitol] and 0.5 mM fresh PMSF
[phenylmethylsulfonyl fluoride]) and left for 1 min on ice before cen-
trifuging at 3500 rpm for 10 min at 4 °C. The cytoplasmic fraction (su-
pernatant) was cryopreserved. The pellet was resuspended in 20 L of
hypertonic buffer (10mM HEPES pH7.0, 10mM KCl [potassium
chloride], 1.5mM MgCl,, and 1 mM fresh DTT) and incubated for
30 min with gentle agitation at 4 °C. The pellet was then centrifuged at
14,000 rpm for 20 min at 4 °C, and the supernatant containing the nu-
clear protein was recovered and stored at —20 °C until use. The samples
were validated by western blotting via the expression of proliferating
cell nuclear antigen (PCNA, Supplementary Fig. 1).

2.11. Quantification of Nrf2 in nuclear extracts

To assess the nuclear translocation of Nrf2, the nuclear and cytosolic
extracts were assayed using a TransAM Nrf2 kit (Active Motif, Carlsbad,
CA) following the manufacturer's instructions.

2.12. NFxB translocation

The nuclear translocation of NFkB p65 was determined by imaging
cytometry of intact cells. Macrophages were stimulated with LPS
(500 ng/mL), 100 nM RvD1 or 150 nM Mar1 for 60 min. The cells were
immediately washed with ice-cold PBS (Lonza) and stained using an
Amnis NFkB Translocation kit (Millipore, Burlington, MA) following the
manufacturer’s instructions. The cells were immediately analyzed using
Image Stream MKII equipment (Amnis Corporation, Seattle, WA). At
least 1000 cells were photographed, and nuclear translocation was
measured using the Nuclear Localization Wizard within the Amnis Ideas
software (Amnis Corporation). A similarity index above 1.2 determined
the nuclear localization of NFxB. The similarity index is the log-trans-
formed Pearson's correlation coefficient and is a measure of the degree
to which two images are linearly correlated within a masked region.
The analysis strategy is depicted in Supplementary Fig. 2. The results
are expressed as the percentage of cells with nuclear NFxB transloca-
tion.

2.13. BPI detection by fluorescence microscopy

For fluorescence microscopy experiments, 2 X 10° cells/well were
cultured in 8-well Lab-Tek II chambers. Macrophages were infected
with M. tuberculosis at an MOI of 5. After discarding nonphagocytosed
bacteria, the cells were incubated with the high-affinity D1-like an-
tagonist hydrobromide (5uM) (SCH, TOCRIS Bioscience, Bristol, UK)
for 30 min prior to stimulation with RvD1 or Marl and were then in-
cubated for an additional 24 h. The cells were fixed with 4% paraf-
ormaldehyde and stained with purified rabbit anti-hBPI (R&D systems,
Minneapolis, MN) and rabbit anti-M. tuberculosis antibodies and ap-
propriate secondary antibodies coupled with Alexa Fluor 488 and Alexa
Fluor 594 (Life Technologies). Hoechst (Enzo Life Sciences, Plymouth
Meeting, PA) was used to detect nuclei. The cells were visualized with a
fluorescence Axio Scope Al microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, DE),
and the images were acquired and analyzed with ZEN Pro software
(Carl Zeiss). At least 50 cells were imaged for each condition. The cells
were contoured with the Spline tool using the phase contrast image as
the source. The selected region of interest was pasted onto the fluor-
escence image, and the mean fluorescence intensity of BPI per cell was
calculated. The analysis strategy is depicted in Supplementary Fig. 3.

2.14. Data and statistical analysis

We used Friedman's ANOVA followed by Dunn's posttest to assess
differences among treatments. Statistical analyses were performed with
Prism version 6.0 for Mac (GraphPad Software, San Diego, CA), and
p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Exogenous RvD1, RvD2, PDX, LXA4 and Marl modulate LPS-
dependent TNF-a production

Specialized proresolving mediators are produced by macrophages
and exert their biological function mainly on neutrophils. The effects of
RvD1 and Marl on macrophages are poorly characterized. We first
confirmed that the lipids in this study exerted modulatory activities on
macrophages by measuring their effect on TNF-a production after LPS
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Fig. 5. Effects of RvD1 and Marl on the production of cyto-
o kines by macrophages infected with M. tuberculosis. MDMs
were infected with M. tuberculosis H37Rv (Mtb) at an MOI of 5
for 1 h. Nonphagocytosed bacteria were removed, and 100 nM
RvD1, 150 nM Mar1 or 200 ng/mL LPS was added. The cells
remained in culture for 24 h, and a) the production of IL6, IL8,
IL10 and GM-CSF was determined by Luminex. Depicted are
individual results. Lines indicate the medians, n = 8.
*p < 0.05 between the indicated pairs of samples. Nuclear
translocation of transcription factors was determined in un-

infected cells stimulated with LPS, RvD1 or Marl after 2h of
culture. b) Nuclear translocation of NFxB was determined by
imaging cytometry of intact cells. Depicted are the percen-
tages of cells with translocation, n = 5. c¢) Nuclear transloca-
tion of Nrf2 was measured by ELISA in nuclear and cyto-
plasmic extracts of the cells. Depicted is the nuclear/
cytoplasmic ratio. Box plots indicate the medians and quar-
tiles, n = 8. *p < 0.05 between the indicated pairs of sam-
ples.
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stimulation. Based on the concentrations reported in the literature, we
used 1, 10 and 100 nM for RvD1, RvD2, PDX, and LXA4 and 10, 150,
and 300 nM for Mar1 to assess their ability to reduce the production of
TNF-a after LPS stimulation in macrophages, and no significant re-
duction in cell viability was observed at any of the evaluated con-
centrations of each lipid (Fig. 2, left). We observed a non-dose-response
significant reduction of TNF-a production by every specialized pro-
resolving mediator (Fig. 2, right). Since there was no significant effect
of the lipid concentration used, all subsequent experiments were per-
formed using the highest concentration that did not affect the viability
of the macrophages.

3.2. RvD1, RvD2, PDX, LXA4 and Marl modulate TNF-a production by
macrophages infected with M. tuberculosis

We further evaluated the effect of specialized proresolving media-
tors on macrophage resolution during M. tuberculosis infection by
measuring TNF-a, PGE2 and LXA4 production. We observed that RvD1,
LXA4 and Marl were able to significantly reduce TNF-a production
after M. tuberculosis infection (Fig. 3a). In addition, PDX and LXA4 in-
duced a significant increase in PGE2 production in macrophages in-
fected with M. tuberculosis (Fig. 3b) and LXA4 induced more LXA4
production (Fig. 3c), but we could not rule out the possibility that the
amounts of LXA4 in LXA4-stimulated cells were remnants of the

exogenously applied lipoxin instead of autoinduced production.

3.3. RvD1 and Mar1 enhance the antimicrobial activity of macrophages
infected with M. tuberculosis H37Rv

Because resolution of inflammation may have a role in antimicrobial
responses, we investigated the role that inflammation resolution plays
in the control of M. tuberculosis infection. We observed a significant
reduction in the intracellular bacterial burden in macrophages stimu-
lated with RvD1 (median 4.5 [range 2.3-20] x 10* CFU/mL) and Mar1
(median 4.8 [range 1.8-8.3] x 10% CFU/mL) compared to that in un-
treated macrophages (median 7.5 [range 1.5-25] x 10* CFU/mL)
(Fig. 4a). The other lipids exhibited no effect on bacterial burden
control.

Because RvD1 and Marl activated the macrophage antimicrobial
response, we evaluated whether this effect was associated with the
induction of antimicrobial peptides. LPS was included because it in-
duces inflammation but dampens antimicrobial responses. We observed
that both RvD1 and Mar1 induced the overexpression of BPI in infected
macrophages, with a median fold change of 2.276 [range 0.05-8.1] and
a median fold change of 1.665 [range 0.14-3.157], respectively, re-
lative to the expression of BPI in untreated cells (Fig. 4b). LPS did not
induce BPI upregulation. Overexpression of LL37 was observed after
RvD1 stimulation, with a median fold change of 1.59 [range
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0.19-11.64] (Fig. 4c). Apparently, the addition of LPS to infected
macrophages downregulated BPI and LL37 expression.

3.4. Differential cytokine responses elicited by RvD1 and Mar1 in infected
macrophages

The distinct antimicrobial responses induced by RvD1 and Marl
prompted us to determine whether they induce differential cytokine
responses. We found that RvD1 induced the production of significant
amounts of IL-6 and GM-CSF, but not of IL-10 or IL-8, in macrophages
infected with M. tuberculosis, whereas Mar1 did not induce a significant
increase in the production of any of the cytokines (Fig. 5a). Neither the
cytokine production nor the previous effects observed for RvD1 and
Marl were due to the vehicle (Supplementary Fig. 4).

Because proinflammatory cytokine and antimicrobial peptide in-
duction requires transcription signals to translocate to the nucleus, we
determined the translocation of the nuclear factors NFxB p65 (inducer
of the transcription of proinflammatory cytokines and antimicrobial
peptides) and Nrf2 (nuclear factor that activates the transcription of
anti-inflammatory molecules). For these experiments, LPS, RvD1 and

Mtb+SCH+Mar1
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Fig. 6. A high-affinity D1-like antagonist inhibited
the effects of RvD1 and Marl on the modulation of
TNF-a production and decreased the BPI production
induced by RvD1 in macrophages infected with M.
tuberculosis.

MDMs were infected with M. tuberculosis H37Rv
(Mtb) at an MOI of 5 for 1h. Nonphagocytosed
bacteria were removed. The high-affinity D1-like
antagonist hydrobromide (SCH, 5uM) was added
30 min before the addition of RvD1 (100nM) or
Marl (150 nM). The cells were incubated for another
24 h. a) The supernatants were collected, and TNF-a
production was measured by ELISA. Depicted are the
means *= standard errors, n=6. *p < 0.05 be-
tween the indicated pairs of samples. The cells were
fixed, and BPI protein was detected by fluorescence
microscopy. b) Representative images of phase con-
trast and fluorescence staining for the experimental
conditions. Purified rabbit anti-hBPI (green) and
rabbit anti-M. tuberculosis (red) antibodies were used
and counterstained with appropriate Alexa Fluor-
conjugated secondary antibodies. Hoechst (blue) was
used to stain nuclei. c) At least 50 cells were imaged
for each condition, and the mean fluorescence in-
tensity of BPI per cell was calculated. The medians
with interquartile ranges are depicted, n = 6.
BPI *p < 0.05 between the indicated pairs of samples.
(For interpretation of the references to color in this
figure legend, the reader is referred to the web ver-
sion of this article.)

Hoescht

Marl were used as single stimulants to prevent the effect of infection.
We observed that both RvD1 and Marl induced the translocation of
NFxB p65 to the nucleus in a smaller proportion than LPS (Fig. 5b), but
only Mar1 induced a significant translocation of Nrf2 in comparison to
macrophages without stimulation (Fig. 5c).

3.5. A high-affinity D1-like antagonist inhibits the effects of RvD1 and
Marl on TNF-a and BPI production in macrophages infected with M.
tuberculosis

We explored the role of G protein-coupled receptor (GPCR) sig-
naling in RvD1 and Marl modulation of macrophage responses during
M. tuberculosis infection. We used the D1-like antagonist SCH prior to
RvD1 and Mar1 stimulation. We found that the addition of SCH to in-
fected macrophages abrogated the regulatory effect of RvD1 on TNF-a
production (Fig. 6a). Moreover, the addition of SCH inhibited the
overexpression of BPI induced by RvD1 (Fig. 6b and Fig. 6¢). Con-
versely, inhibition of GPCR signaling only partially reversed Marl ef-
fects.
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4. Discussion

The immune response to M. tuberculosis induces a bactericidal and
proinflammatory response that is important to control the infection, but
at the same time, the induced inflammatory response is responsible for
tissue injury during the tuberculosis disease process. Therefore, treat-
ment of tuberculosis should include the addition of anti-inflammatory
therapies to prevent tissue damage associated with necrosis during re-
spiratory tract infections.

In this study, we evaluated the ability of proresolving mediators to
mediate the regulation of TNF-a production and bactericidal responses
in M. tuberculosis-infected macrophages. Proresolving mediators are
typically implicated in the resolution of acute inflammation. They are
released early to the extracellular space and are relevant for infections
with gram-negative pathogens and influenza virus. The implication of
these mediators in chronic infections, however, is unknown.

First, we demonstrated that RvD1, RvD2, PDX, LXA4 and Marl re-
duced TNF-a production after LPS stimulation in human macrophages.
These results are in accordance with previous reports describing the
protective effect of RvD1 on LPS-induced TNF-a production in mice
[21]. However, the modulation of TNF-a production by RvD2, PDX,
LXA4 and Mar1 in human macrophages had not been described before.

We also observed that RvD1, LXA4 and Marl significantly reduced
TNF-a production in M. tuberculosis-infected macrophages and ex-
hibited a modulatory effect similar to that observed with LPS stimula-
tion. In addition, PDX and LXA4 induced a significant increase in PGE2
production in M. tuberculosis-infected macrophages; PGE2 is important
in inflammation resolution [32] and plays a role in controlling necrosis
during mycobacterial infection [29]. Therefore, the addition of PDX or
LXA4 during mycobacterial infection could decrease necrosis through
the induction of PGE2. However, it has been reported that in macro-
phages infected with virulent M. tuberculosis, LXA4 acts by down-
regulating PGE2 synthesis, which is in contrast with our observation
[29]. These inconsistent results could be associated with the fact that
PGE2 exhibits both anti- and proinflammatory effects depending on the
concentration and timing of culture [33,34], and PGE2 induction
during M. tuberculosis infection not only could be beneficial for necrosis
control but may also induce a proinflammatory response.

In addition, the lack of regulation by RvD1, RvD2 and Mar1 exerted
on PGE2 and LXA4 production suggests differential mechanisms of in-
flammation regulation by the proresolving mediators in macrophages.
Except for LXA4, no role for the other proresolving mediators has been
identified in the M. tuberculosis infection.

Interestingly, the addition of RvD1 and Marl also induced a sig-
nificant reduction in M. tuberculosis intracellular growth that was ac-
companied by a significant overexpression of LL37 and BPI in RvD1-
treated macrophages and only BPI in Marl-treated macrophages.
Antimicrobial responses have been reported to be induced by pro-
resolving mediators in animal models. For instance, it has been de-
scribed in animal models of pneumonia that treatment with the E-series
resolvin RvE1 or aspirin-triggered RvD1 enhances bacterial clearance
while decreasing lung levels of proinflammatory cytokines [35,36].
However, the antimicrobial mechanisms induced by these lipids are
poorly characterized, and the induction of LL-37 and BPI by RvD1 and
Marl in human macrophages has not been previously reported. Thus
far, the induced-antimicrobial mechanism described for resolvins is the
production of ROS [26]; meanwhile, it has been reported that aspirin-
activated lipoxin (ATL) induces the expression of BPI in epithelial cells
[37].

This study is the first report in which BPI and LL-37 are associated
with the induction of antimicrobial responses by resolvins and mar-
esins. It has been described that BPI plays a role in modulating TNF-a
responses [38], and our results imply that the induction of BPI by RvD1
and Marl may exert dual effects (antibacterial and anti-inflammatory)
during M. tuberculosis infections.

We wondered if the differential response that we observed for RvD1
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and Marl in antimicrobial effector induction extended to the produc-
tion of other cytokines. We observed that the addition of RvD1 and
Mar1 to infected macrophages induced a differential profile of cytokine
production. While RvD1 induced a significant increase in the amounts
of IL-6 and GM-CSF, Mar1 did not induce an increased production of
any of the cytokines. Therefore, we hypothesized that the differential
cytokine production and the differential activation of bactericidal me-
chanisms induced by RvD1 and Marl can be explained by their dif-
ferential ability to induce nuclear translocation of both proin-
flammatory (NFkB p65) and anti-inflammatory (Nrf2) transcription
factors. Although both RvDl and Marl induced a similar nuclear
translocation of NFxB p65, only Marl mobilized a significant propor-
tion of Nrf2 to the nucleus. Since activators of Nrf2 reportedly reduce Il-
6 and IL-1 transcript accumulation in both murine bone marrow mac-
rophages and a human macrophage cell line (THP-1) [39], these results
suggest that Marl activates the Nrf2 pathway to reduce the production
of anti-inflammatory cytokines, such as IL-6 and TNF-a. In addition, it
has been described that RvD1 inhibits the inflammatory response
through different mechanisms, such as induction of the nuclear trans-
location of NFkB p50/p50, which deactivates proinflammatory re-
sponses dependent on COX-2 [40]; reduction in the ratio of p-IxB/IkB,
which reveals that RvD1 could inhibit the activation of NFxB [41]; and
induction of IL-10 secretion, inactivation of GSK3, and activation of
CREB to regulate inflammation in human monocytes stimulated with
LPS [42]. These mechanisms have also been reported for RvD2 and
Marl. PGE2 also participates in the regulation of TNF-a production
[43], but we did not observe induction of PGE2 by RvD1 or Marl.

Finally, we investigated whether the RvD1- and Marl-dependent
responses were associated with GPCR signaling. We found that pre-
incubation of infected macrophages with a D1-like antagonist (SCH)
abrogated the regulatory effect of RvD1 on TNF-a production and the
induction of BPI overexpression. However, SCH only partially altered
the Marl-dependent responses, suggesting a differential involvement of
regulatory pathways that were beyond the reach of this study.

Overall, treatment with RvDl1 and Marl induced an im-
munomodulation of M. tuberculosis-infected macrophages. Importantly,
these proresolving mediators lack the immunosuppressive properties of
classical anti-inflammatory therapies. Both proresolving mediators are
metabolized from DHA. Essential DHA and EPA and their derivatives
have been reported to be significantly reduced in the sera of tubercu-
losis patients [44], suggesting that patients with active tuberculosis
may have low levels of resolvins. In addition, aspirin induces the pro-
duction of RvD1 and Marl [35,45], which makes it possible to propose
their pharmacological induction.

5. Conclusion

RvD1 and Marl induce anti-inflammatory mechanisms (regulation
of TNF-a, PGE2 and other cytokines), differential production of anti-
microbial effectors (BPI and LL37) and intracellular growth control of
M. tuberculosis by human macrophages. These findings have clinical
implications that need to be addressed in the future. In particular, the
dietary origin of these lipids and their induction by nonsteroidal anti-
inflammatory drugs such as aspirin and celecoxib make them potential
targets of new therapeutic schemes in patients with pulmonary tu-
berculosis.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.intimp.2019.105694.
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ANEXO 2. Porcentaje de viabilidad celular a las 24 horas de estimulacion con

distintas concentraciones de los mediadores lipidicos pro-resolvedores de la
inflamacion (SPM)

Las células fueron estimuladas con LPS (200 ng/ml) o RvD1, RvD2, PDXy LXA4 a 1, 10,
0 100 nM (0.1 nM, datos no mostrados), y MaR1 a 150, 300 o 600 nM (10 nM, datos no
mostrados), a las 24 horas. El porcentaje de viabilidad se determind utilizando un kit de
deteccién (Cell Titer), n=8. Las concentraciones finales utilizadas en el estudio fueron de
100 nM para RvD1, RvD2, PDX y LXA4, y de 150 nM para MaR1 (a). Para el acido
docosahexaenoico se utilizaron las concentraciones de 10, 20 y 250 nM, mientras que para

la aspirina (ASA), se utilizaron las concentraciones de 12.5, 25, y 50 ug/mL (b).
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ANEXO 2 (continuacién)
También se evalto que el etanol (EtOH), vehiculo de los SPM no modificara las respuestas

inmunitarias en las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio.
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ANEXO 3. Estrategia del analisis de evaluacion de la pureza de monocitos

La pureza de la poblacion de monocitos (CD14+) se evalu6 mediante citometria de flujo.
Se observo que el 97.38+1.26% de las células fue CD14+ y la viabilidad fue de 99.3 £0.2%
(media£ES). a) Primero fueron seleccionadas las células individuales (singlets) de acuerdo
a su tamafio, b) después se seleccionaron las células individuales de acuerdo a su
granularidad. c) Posteriormente se seleccionaron las células vivas utilizando una sonda de
viabilidad (Fixable Viability Dye, eBioscience). d) Se separaron las células CD14 positivas
(CD14+) de las negativas (utilizando un control de células sin tincién), e) y se separaron las
células por el marcador CD3+ para linfocitos.
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ANEXO 4. Analisis de translocacion de NFkB

Primero se realizé la seleccion de las células en mejor enfoque (a), después se eligieron las
células individuales (b), y se eligi6 la region de las células 7AAD+/ NFkB+ (c).
Posteriormente se realizo la seleccion de las células con alto valor de dilatacion de similitud
(células translocadas) (d). Se muestran las células de baja similitud (no translocadas) (e), y
en () células con alta similitud (translocadas). EI nimero en células dobles positivas indica
el valor de dilatacion de similitud. El porcentaje de células con translocacion nuclear se

determind a partir de d.
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ANEXO 5. Induccion de BPI por microscopia de fluorescencia

Las células se contornearon en la imagen de contraste de fase utilizando la herramienta
Spline con el software Ideas (a). La region de interés se pegd en las imagenes de
fluorescencia y se calculé automéaticamente la intensidad media de fluorescencia por célula
de cada canal. Canal 1: Nucleo (b), Canal 2: BPI (c), Canal 3: M. tuberculosis (d), Fusion

de imégenes de fluorescencia (e).
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Polysaturated fatty acids and their derivatives regulate respiratory infections

Andy Ruiz,** Aida Susana Romero-Carcia,* Radl Mancilla-Jiménez,* Esmeralda Juarez*

*Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas, CDMX, México;
*Universidad Nacional Auténoma de México, CDOMX, México.

RESUMEN. La regulacién de la inflamacién es un proceso fisiopatologico
complejo que depende de la produccion de lipidos oxigenados deriva-
dos de los dcidos grasos poliinsaturados esenciales, como el omega-3
y el omega-6, entre los que se encuentran las lipoxinas, resolvinas y
protectinas, denominados mediadores lipidicos pro-resolvedores de la
inflamacion (SPM, del inglés specialized pro-resolving lipid mediators).
La actividad de éstos se asocia con el control de procesos respiratorios
infecciosos al modular la produccién de citocinas proinflamatorias,
evitar el dafio por necrosis asociado a la inflamacion, disminuir cargas
microbianas y promover la regeneracion de los tejidos. En este trabajo
revisamos los aspectos bioquimicos, inmunoldgicos y fisiopatoldgicos de
los SPM en la regulacion de la inflamacin en infecciones respiratorias.

Palabras clave: Acido eicosapentaenoico, dcido docosahexaenoico, infla-
macion, infecciones respiratorias, mediadores lipidicos pro-resolvedores
de la inflamacién.

INTRODUCCION

Los acidos grasos poliinsaturados esenciales (PUFA, del
inglés polyunsaturated fattty acids), como el omega-3, se
obtienen de fuentes ricas de pescado, salmén, nueces y
semillas de lino, mientras que las fuentes ricas en omega-6
incluyen aceites vegetales de maiz, cdrtamo, girasol, soja y
algunos productos animales.”

El estudio de los PUFA ha incrementado por su partici-
pacion en la regulacion de respuestas inflamatorias, como
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ABSTRACT. The regulation of inflammation is a complex pathophysiologjcal
process that depends on the production of oxygenated lipid derivatives
essential polyunsaturated fatty acids, like omega-3 and omega-6, among
which are the lipoxins resolvins and protectins, called specialized pro-
resolving lipid mediators (SPM). Their activity is associated with the
control of respiratory infection processes to modulate the production
of proinflammatory cytokines, avoiding damage due to inflammation-
associated necrosis, reducing microbial loads, and promoting tissue
remodeling. Therefore, we review some of the biochemical, physiological
and immunological aspects of SPM in the regulation of inflammation in
respiratory infections.

Keywords: Eicosapentaenoic acid, docosahexaenoic acid, inflammation,
respiratory infections, specialized pro-resolving lipid mediators.

la produccién de mediadores lipidicos pro-resolvedores
de la inflamacion (SPM, del inglés specialized pro-resolving
lipid mediators). Los SPM derivados de los PUFA como el
acido linoleico (C18: A2, n-6), dcido araquidénico (AA, C20:
A4, n-6), dcido eicosapentaenoico (EPA, 20:55,8,11,14,17)
y dcido docosahexaenoico (DHA, 22:64,7,10,13,16,19) son
generados a partir de reacciones enzimdticas mediadas
por lipooxigenasas (LOX) y/o ciclooxigenasas (COX), que
incluyen protectinas y resolvinas de la serie D, derivadas
del DHA, resolvinas de la serie E, derivadas del EPA, y lipo-
xinas, derivadas del AA, como se muestra en la Figura 1.*7

Tanto en modelos in vitro como in vivo, los SPM promue-
ven el aclaramiento bacteriano al estimular la produccion
de péptidos antimicrobianos,* incrementan la actividad
fagocitica de los macréfagos'" y disminuyen la produc-
cion de citocinas proinflamatorias. Ademads, ayudan en la
reparacion tisular, aumentan las defensas del hospedero y
mejoran su supervivencia.""

Se tiene evidencia de que las infecciones respiratorias
se ven afectadas por el estado nutricional del paciente, el
estado metabdlico, la medicacién, las complicaciones y el
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curso de la enfermedad pulmonar propiamente dicha,'**
por lo que lograr el equilibrio entre los efectos protectores
y perjudiciales de la respuesta inmune pueden ayudar
a disminuir la morbimortalidad y las complicaciones en
infecciones respiratorias. Por lo tanto, investigar los aspec-
tos bioquimicos, inmunoldgicos y fisiopatolégicos de los
PUFA y sus derivados ayudardn a vislumbrar rutas, vias de
administracion y formulaciones nutricionales que ayuden
a seleccionar estrategias para erradicar a los patégenos de
vias respiratorias.

Papel fisiologico de los SPM

Las acciones bioldgicas de los SPM estan mediadas por
la activacién de receptores afines. La sefalizacidn inicia
localmente por los receptores asociados a proteinas G es-
pecificos (GPCR, por sus siglas en inglés G protein-coupled
receptors) que se expresan en diferentes tipos de células
(células polimorfonucleares [PMN], células dendriticas,
monocitos, macrdfagos, células epiteliales, fibroblastos,
adipocitos, etcétera) y promueven selectividad tisular, ejer-
ciendo su accién ante respuestas extracelulares. En la Tabla

1 se muestran algunos de los receptores SPM encontrados
hasta el momento, asi como sus agonistas, antagonistas y
genes reguladores.**

ALX fue el primer receptor identificado, éste es activado
por ligandos enddgenos afines, incluidos la lipoxina A4
(LXA4) y las resolvinas D1 y D3 (RvD1 y RvD3), asi como
las desencadenadas por aspirina (AT-LXA4, AT-RvD1). RvD1
activa al receptor CPR32 que conduce a la regulacion de
varios micro-ARN (miRNA) involucrados en la orquestacion
de lainflamacién aguda, incluidos miR-(miRNA)146b, miR-
208a y miR-219. Este receptor también media las acciones
biolégicas de RvD5 en el contexto de infecciones bacte-
rianas, por lo que su activacion por RvD5 conduce a una
mayor fagocitosis bacteriana en los macréfagos humanos
y a una baja regulacion de varios genes proinflamatorios,
incluidos NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) y TNF-a (factor de
necrosis tumoral alfa).***

El efecto biologico de las resolvinas estd mediado por
los receptores ALX, FPR2, DRV1, CPCR32, DRV2, GPCR18,
ChemR23 o ERV1. Se ha demostrado que RvD1 inhibe el
NF-kB candnico (p65/p50) y la activacion de la via NF-xkB
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Figura 1: Biosintesis de los mediadores lipidicos proinflamatorios y pro-resclvedores de la inflamacién.



Tabla 1: Receptores, genes y agonistas de los specialized pro-resolving lipid mediafors en diversas células.

SPM Receptores GPCR Gen Antagonista Célula
RvD1 ALX, ALX/FPR2, FPR2, DRV1, GPCR32/ GPCR32 - PMN, CD, monocitos, macréfagos, células
ALX epiteliales, fibroblastos
RvD2 DRV2, DRV/GPCR2, DRV2/GPCR18, - - NK, PMN, linfocitos, monocitos, macréfagos,
GPCR18 células epiteliales
RvD3 ALX, DRV1 - - Linfocitos, PMN, monocitos, macréfagos
RvD5 DRV1, DRV1/GPCR32 GPCR32 - PMN
AT-RvD1 ALX/FPR2 - - NK, PMN, linfocitos, monocitos, macréfagos,
células epiteliales
RvE1 ChemRz23, ERV CMKLR1 BLT1 PMN, monocitos, macréfagos
RvE2 ERV1/ChemR23 CMKLR1 BLT1 Maonocitos, macrdfagos
LXA4 ALX, FPR2 FPR2 CB1 Linfocitos, NK, PMN, linfocitos, monocitos,
macréfagos, células epiteliales
AT-LXA4 ALX, DRV1/GPCR32 GPCR32 - NK, PMN, linfocitos, monocitos, macréfagos,
células epiteliales
Mar1 - - BLT1 PMN, monocitos, macrofagos

SPM= mediadores lipidicos pro-resolvedores de la inflamacion (specialized pro-resolving lipid mediators); GPCR= receptores asociados a proteinas G (G protein-coupled
receptors); RvD1 = resolvina D1; ALX= receptor de lipoxinas (lipoxins receptor). FPR2= receptor de péptidos M-formilo 2 (M-formyl peplide receptor 2); PMN = células
polimorfonucleares; GPCR32= receptor 32 asociado a proteina G (G protein-coupled receptor 32); CD = células dendriticas; RvD2 = resolvina D2; DRV2= receptor de resolvina
D2 {resolvin D2 receptor); GPCR2=receptor 2 asociado a proteina G (G protein-coupled receptor 2); GPCR18= receptor 18 asociado a proteina G (G protein-coupled receptor
18); NK= células asesinas naturales (natural killer); RvD3 = resolvina D3; DRV 1= receptor de resolvina D1 (resolvin D1 receptor); RvDS = resolvina D5; AT-RvD1= resolvina
D1 desencadenada por aspirina (aspirin-triggered resolvin D1); RvE2= resaolvina E2; ERV: receptor de resolvinas de 1a serie E (E-series resolvins receptor); CMELR1: receptor
qguimera similar a guimiocina 1 (chemerin chemokine-like receptor 1) LXA4 = lipoxina A4; CE1= receptor cannabinoide fipe 1 (cannabinoid receptor type 1); Mar1 = maresina 1.

no candnica (p50/p50), lo que conduce a la inhibicién de
apoptosis y bloqueo en la produccion de citocinas proinfla-
matorias, reduciendo la migracion transendotelial de PMN,
aumentando la actividad de los macrofagos, lo que resulta
en la eliminacion de células apoptéticas.™ Por otra parte,
RvD1 es capaz de activar PPARy (receptor de peroxisoma
proliferador activado gamma) y suprimir la degradacion de
NF-kB via p65.™

Algunos estudios han demostrado que RvD2 activa
el receptor DRV2/GPCR18 controlando las funciones de
fagocitos tanto en humanos como en ratones para dichos
receptores, donde infecciones bacterianas fueron contro-
ladas, mejorando la supervivencia en murinos y brindan-
do proteccion de érganos, mientras que estas acciones
fueron mermadas en ratones transgénicos Knockout (KO)
para DRV2.”

En el caso de RvE1, se ha demostrado que tiene una
funcién como agonista para ChemR23/ERV y antagonista
para el receptor LTB4 (BLT1) en PMN. Siendo capaz de
inhibir el anion superdxido de PMN en respuesta al TNF-a
o al péptido bacteriano N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(f-MetLeuPhe), ademds estimula la fagocitosis de PMN
apoptdticos por macréfagos. Mientras que en un modelo
de periodontitis de conejo, la administracion de RvET dio
lugar a la regeneracion de tejidos dafiados, incluyendo
hueso, en comparacién con el uso de aspirina o esteroides
como la dexametasona, ademas inhibid selectivamente el

tromboxano, demostrando su capacidad de ejercer efectos
antiinflamatorios.*®

Las evaluaciones de las concentraciones de los SPM en el
organismo se realizan mediante técnicas de alta resolucion
estructural como cromatografia liquida-espectrometria
de masas (LC-MS, del inglés liquid chromatography-mass
spectrometry), metabololipidémica y espectroscopia UV.
La informacion reportada a la fecha, sugiere que los niveles
basales de los SPM estdn en los intervalos submicromolar
y nanomolar.****7%*2%°" Shivakoti y colaboradores’ rea-
lizaron un estudio comparativo de las concentraciones
de algunos SPM, donde determinaron que pacientes
australianos diabéticos (DM) presentaban concentraciones
mds altas de RvD1, RvD2, RvET, RvE2 y Mar1 en suero,
en comparacion con pacientes con tuberculosis (TB) y
pacientes con TB y diabetes (TB-DM), lo que indica que la
infeccién promueve un desbalance entre estos mediadores
lipidicos, dando pie a considerar los niveles de SPM como
biomarcadores de enfermedad.

SPM en enfermedades respiratorias
infecciosas y no infecciosas

El sistema respiratorio humano suele dividirse en vias respi-
ratorias superiores y bajas. Las vias respiratorias superiores
incluyen cavidades nasales, cavidad oral, senos paranasales,
nasofaringe y laringe (que juegan un rol importante en
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la eliminacién de particulas). Las vias respiratorias bajas
incluyen la traquea, bronquios principales, bronquios ter-
minales y bronquios respiratorios, asi como los alvéolos.”*
Las infecciones pueden afectar a ambas vias respiratorias,
siendo las mas frecuentes la rinofaringitis aguda (resfriado
comtn, ocasionado por rinovirus, coronavirus y el virus
respiratorio sincitial [VRS], y mds raramente por enterovirus,
influenza y parainfluenza).**" En modelos murinos se ha
demostrado que la infeccion por virus de la influenza H5N1
causa una desregulacién en la expresion y sefializacion de
SPM, tales como las lipoxinas,** mientras que la adminis-
tracién exdgena de PD1 logra inhibir la infeccion de este
virus mejorando la supervivencia y funcién pulmonar.*
Por otra parte, Ramén y colaboradores™ demostraron un
efecto coadyuvante con la administracién del dcido 17(5)-
hidroxidocosahexaenoico (17-HDHA) tras la vacunacin
contra la influenza, al incrementar significativamente los
niveles de anticuerpos anti-HIN1 en suero, asi como el
ndmero de células B en médula ésea de murinos.

Otras de las infecciones frecuentes son la faringoa-
migdalitis (inflamacién de las membranas orofaringeas y
amigdalas palatinas, ocasionada cominmente por adeno-
virus, parainfluenza, virus de Epstein-Barr, Coxsackievirus
y Streptococcus B-hemolitico del grupo A)**#+*** y |a ri-
nosinusitis (inflamacion de la mucosa que reviste los senos
paranasales, ocasionada por Haemophilus influenzae, Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes, Bacteroides
sp. y Fusobacterium sp.).”'**** En un modelo de infeccion
con H. influenzae se ha encontrado que la administracion
de AT-RvD1 regula el transporte de leucocitos al pulmén,
incrementando la fagocitosis de neutréfilos por macréfagos
y reduciendo los niveles de la interleucina 6 (IL-6) y TNF-a.**

Por otra parte, la permeabilidad del epitelio alveolar
puede desencadenar una respuesta inflamatoria por la
entrada de diferentes agentes exdgenos y enddgenos que
pueden estimular de forma persistente al organismo, lo que
implica un reto para el mantenimiento de la homeostasis y
la resolucion de la inflamacién.

Algunos microorganismos tienen la capacidad de estable-
cerse de forma crénica como Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), causante de TB, que maneja las cifras mds altas de
muertes por enfermedad infecciosa en todo el mundo des-
pués del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).>*
En un modelo experimental de ratones deficientes en la
5-lipooxigenasa (5-LO, enzima encargada de la produccién
de lipoxinas), parece tener un mejor control de la infeccion
por Mtb en comparacién con ratones silvestres infectados
con Mtb tratados con un inhibidor de la 5-LO, donde es-
tos dltimos tuvieron una mayor mortalidad y mayor carga
bacteriana. Estos resultados sugieren que el control de la
infeccion estd relacionada con la produccion de leucotrienos
(via proinflamatoria) mas que por la produccién de lipoxi-
nas (via antiinflamatoria).”” Mientras que en otro modelo

in vitro de macréfagos humanos infectados con la cepa
virulenta Mtb H37Rv tratados exégenamente con RvD1 y
Mar1 se indujo la expresién de péptidos antimicrobianos
como BPI (bactericidal permeability-increasing protein) y la
catelicidina humana LL37, regulando la produccién de TNF-a
y controlando el crecimiento intracelular de Mtb." Estas
investigaciones nos muestran estrategias que pueden llegar
a utilizarse para apoyar el tratamiento actual de la TB, ya sea
por suplementacién de los precursores de los SPM como
DHA/EPA o por administracion exdgena de los propios SPM.

Dentro de otros agentes externos que pueden causar
afecciones respiratorias estdn los alérgenos (p. ej., las protei-
nas Derp2, presentes en las heces de los dcaros del polvo),
particulas no degradables (como el asbesto) e incluso los
cristales de particulas endégenas (p. ej., el colesterol),”
sin dejar de lado el humo del cigarro, asociado a enferme-
dades respiratorias cronicas, cardiovasculares y tumorales,
que afectan la capacidad fagocitica de los macrofagos. ™~
Algunas investigaciones han demostrado que andlogos
de prostaglandinas y lipoxinas tienen propiedades fisico-
quimicas que mejoran el uso de los glucocorticoides, ya
que una disminucién de estos Gltimos mejoran los efectos
adversos, asi como la resistencia a los esteroides en asma.” "
Ademads, en un modelo de asma alérgica, se determiné que
la administracion de algunos activadores como TLR7 (toll
like receptor 7) incrementaban los SPM derivados del DHA
como PD-1, 177-HDHAy 14-HDHA ayudando al control de la
eosinofilia caracterizada en este modelo animal, asi como en
otro modelo por administracién intraperitoneal de RvE1. ™™

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
el sindrome de dificultad respiratoria neonatal (SDRN),
el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), la
lesion pulmonar aguda (ALI, acute lung injury) y el asma,
son afecciones del sistema respiratorio que presentan altas
incidencias, morbilidad y mortalidad. La EPOC es carac-
terizada por la limitacién del flujo aéreo y se asocia a una
respuesta inflamatoria anormal de los pulmones a particu-
las nocivas o a gases. El humo del tabaco es el principal
factor de riesgo, ™ le sigue la contaminacién del aire, "™
la exposicion laboral a polvos y productos quimicos, la
recurrencia de infecciones respiratorias durante la nifiez o
la predisposicion genética. Algunos estudios en modelos
murinos se han enfocado en la administracion exogena de
LXA4, ya que este SPM compite con las proteinas amiloides
séricas A (SAA, Serum amyloid A) por los GPCR FPRR/ALX,
SAA incrementa considerablemente en infecciones y esta
relacionado en el reclutamiento excesivo de neutrdfilos en
EPOC, por lo tanto, ambos actian como antagonistas, lo
que puede ayudar a prevenir la inflamacion cronica y el
enfisema pulmonar.”™ ™

Por otra parte, el SDRN, el SDRA y ALl son enfermeda-
des relacionadas con el sistema surfactante pulmonar, pero
también ocurren con mayor frecuencia en el contexto de



Tabla 2: Accion de los specialized pro-resolving lipid mediators en diferentes modelos experimentales.

Célula o modelo
SPM de estudio Accion Referencias
Mar1 Células epiteliales Reduccion de IL-6, TNF-u e IL-8, disminucion de la acumulacion de neutrdfilos l
bronquiales
Macrdfagos humanos Induce la expresion de BPI, regula la produccién de TNF-u e induce el control L
del crecimiento intracelular de Mycobacterium fuberculosis
AT-RvD1 Células epiteliales Modula la activacién de células de lavado broncoalveolar inducidas por LPS y e
bronquiales la respuesta inmune del Acaro Dermatophagoides pteronyssinus
RvE1 Medelos murinos de Reduce IL-1p, IL-6, infiltracién de PMN, mejora la supervivencia y disminuye
neumonia las cargas bacterianas
Modelos murinos de Inhibe la translocacion y la activacién de NF-xB (p65) -
enfermedad critica
RvD1 Modelo murino En infecciones por Escherichia coliy Staphylococcus aureus limita la i
infiltracion de PMN, ayuda al aclaramiento bacteriano y aumenta la resolucion
de la infeccion
Modelo murino En ratones expuestos a largo plazo al humo del cigarrillo, redujo enfisema 12
y el agrandamiento del espacio aéreo, asi como la inflamacion, el esirés
oxidativo y la muerte celular
Macréfagos alveolares En macréfagos alveolares humanos de pacientes con EPOC y sin EPOC o
humanos disminuyeron los niveles de IL-6 y TNF-u, mientras que aumentd la fagocitosis
y promovic un fenotipo de macréfagos M2
Macrofagos humanos Induce la expresion de BPI e LL37, regula la produccion de TNF-u e induce el L2
control del crecimiento intracelular de Mycobacterium tuberculosis
PD1 Eosindfilos humanos Pacientes con deterioro PD1 contribuyen a la persistencia asmatica severa y -
gravedad de la enfermedad, disminuyen las moléculas de adhesion (CD11by
L-selectina), disminuye la quimictaxis
LXA4 Sueros y modelos Regulan negativamente las respuestas protectoras de linfocitos Th1 contra la L
murinos infeccion por Mycobacterium fuberculosis
DHA, EPA Fibroblastos pulmonares Provacan una amplificacion de las respuestas inflamatorias a los componentes I3
y ALA humanos y linea celular virales y bacterianos, con produccion de IL-6 y CXCL8
bronquial (BEAS-2B)

SPM= mediadores lipidicos pro-resolvedores de la inflamacion (zpecialized pro-resolving lipid mediators); Mar1 = maresina 1; IL-6 = interleucina &; TNF-a = factor de necrosiz
tumoral a (tumor necrosis facfor 5); IL-& = interleucina 3; BP1 = proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad (bactericidslioermeability-increasing protein); AT-RvD1
= resolvina D1 dezencadenada por aspirina; LPS = lipopolisacarido; RVE1 = resolvina E1; IL-15 = interlzucina 156, PMN = células polimorfonucleares; NFa<B = factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (nuclear factor«8); RvD1 = resolvina D1; EPOC = enfermedad pulmonar obstructiva cronica; LL37
=cateliciding, PD1 = protectina D1; LX.A4 = lipoxina A4; DHA = acido docesahexaenoico (decosahexaenoic acid); EPA = acido eicosapentaenoico (eicosapentaenoic acid); ALA
= acido a-linolénico (a-Linolenic acid); CXCLE = guimiocina & (Chemoking [C-X-X matif] ligand §).

neumonia, sepsis, aspiracion de contenido gdstrico o trauma
severo, a diferencia del asma, considerada como un trastor-
no inflamatorio heterogéneo altamente prevalente de las
vias respiratorias por inflamacién ocasionada por diversos
alérgenos.”* Eickmeier y colaboradores™ encontraron
que la administracion de AT-RvD1 en un modelo murino
de ALl disminuyé la cantidad de neutrdfilos del liquido de
lavado broncoalveolar, mejoré la integridad de la barrera
epitelial y endotelial, disminuyé significativamente los
niveles de citocinas proinflamatorias como la interleucina
16 (IL-1B), IL-6 y TNF-a, asi como la translocacion nuclear
de p65 fosforilada por NF-kB, por lo que este SPM podria
funcionar también para el SDRN y SDRA.

En la actualidad, la enfermedad de COVID-19 ocasio-
nada por el coronavirus SARS-CoV-2, ha impulsado la bs-
queda de nuevas estrategias terapéuticas para combatir la
gravedad de la enfermedad, enfocandose en la eliminacion
de las respuestas exacerbadas por produccién de citocinas
proinflamatorias,** donde algunos grupos se enfocaron en
los precursores de los SPM, como la suplementacion del
PUFA omega-3, encontrando mejoras en algunos parame-
tros de la funcién respiratoria y renal de pacientes criticos
con COVID-19 evaluados durante un mes, en comparacion
con pacientes sin suplementacion.” La evaluacion de los
niveles de algunos SPM en pacientes diagnosticados con
COVID-19 mostrdé que pacientes criticos presentaban
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Por otro lado, Raposo y colaboradores™ evaluaron la
ingesta nutricional de vitamina C, vitamina E, DHA, AA,
selenio y zinc, en una cohorte con mas de 1,500 individuos
de entre 25 a 64 anos que fueron seguidos durante nueve
meses, encontraron una asociacion en la susceptibilidad
a la infeccion del tracto respiratorio superior en mujeres
que en hombres por disminucion en el consumo de DHA,
AA y vitaminas C y E. En contraposicién, en fibroblastos
pulmonares humanos y linea celular bronquial (BEAS-2B)
se ha demostrado que los PUFA como el DHA, EPA y ALA
(o-linolénico) provocan una amplificacion de las respuestas
inflamatorias a los componentes virales y bacterianos, con
produccion de IL-6 y CXCLS, lo que sugiere que los acidos
grasos poliinsaturados no tienen efectos antiinflamatorios en
estas células pulmonares.” Un breve resumen de la accion
de los SPM se muestran en la Tabla 2.

Participacion de los SPM en
la resolucidon de inflamacidén

La inflamacién es una respuesta del sistema inmunolégico
de un organismo al dano ocasionado por patégenos o por
sustancias de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o meca-
nica y, dependiendo de la duracién, puede clasificarse en
aguda o cronica.

La inflamacién aguda comprende cambios significa-
tivos en niveles plasmaticos de histamina, bradiquinina,
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-1, IL-2 e IL-6), cruciales
para controlar y eliminar a agentes nocivos,”"* pero si
la inflamacién aguda se mantiene, conduce a inflamacion
cronica con repercusiones sistémicas y deletéreas para
el hospedero, como infiltracién tisular por agregados de
leucocitos (formacién de granulomas), biosintesis descon-
trolada de coldgeno, dando lugar a fibrosis o cirrosis, pér-
dida permanente de la funcion del tejido normal (functio
laesa) o lesiones oxidativas en el dcido desoxirribonucleico
(ADN), dando lugar a enfermedades degenerativas como
enfermedades autoinmunes, trastornos cardiovasculares,
osteoporosis, artritis reumatoide, enfermedad de Alzheimer,
ciertos tipos de cancer e incluso la muerte."”

Por lo que es perentorio la participacién de los SPM
en el mantenimiento y la respuesta de la inflamacion, rea-
lizando el cambio de un fenotipo proinflamatorio a uno
antiinflamatorio, ayudando asi a la reparacion del tejido
y al restablecimiento de la homeostasis, como se muestra
en la Figura 2.

CONCLUSIONES
Los PUFA y sus derivados, los SPM, tienen un efecto pro-

tector y de control en la eliminacién de microorganismos
patdgenos, inflamacion y reparacion tisular, lo que los hace

Neumol Cir Torax. 2022: 81 (1): 00-26

candidatos importantes para la busqueda de nuevas estra-
tegias terapéuticas, asi como posibles biomarcadores de la
inflamacién. Es necesario profundizar en el conocimiento
de sus mecanismos de senalizacion, vias de sintesis, pro-
duccion de sus epimeros e investigaciones que evaltien el
consumo de PUFA y los niveles de SPM en sujetos sanos
respecto a pacientes con enfermedades respiratorias para
comprender mejor la relacion entre los perfiles generales
de PUFA en la dieta y su impacto en futuras intervencio-
nes nutricionales o farmacolégicas como estrategias para
erradicar a patégenos de diversas afecciones respiratorias.
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