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Resumen

Los receptores NOTCH se expresan en los macréfagos durante el proceso
inflamatorio tras la activacion de diferentes receptores, como el receptor TLR4, en
respuesta a estimulos proinflamatorios tales como el LPS. La activacion de los
receptores da origen a sefiales moleculares que llevan a la activacion de numerosos
genes diana, asi como también al aumento de la expresion y la activacién de factores
de transcripcion como NF-kB, que a su vez favorece la expresion de citocinas
proinflamatorias. La implicacion de las proteinas NOTCH y sus ligandos en la activacion
del macro6fago durante la inflamacion se ha descrito especialmente en modelos murinos,
pero existen pocos datos con células humanas. En este trabajo se pretendio analizar el
papel de la via de sefializacion de NOTCH durante el proceso de inflamacion en
macrofagos humanos, con el fin de precisar si se corresponde con el mismo patrén
descrito en los murinos. Conocer precisamente este patrén de expresion podria permitir
establecer posibles dianas terapéuticas en enfermedades inflamatorias en las que
estaria implicado NOTCH .

Se procesaron 10 muestras de Buffy coats, se siguié un protocolo previamente
establecido por el laboratorio para el aislamiento de los monocitos humanos, seguido se
extrajo el ARNm y la proteina total de las células, posteriormente mediante qPCR y
Western Blot se analizaron los ARNm y proteinas de los receptores NOTCH, ligandos
DELTAl y DELTA4 y la diana NOTCH, HES1. Los datos obtenidos de gPCR se
manejaron segun la formula 222¢ y |os de proteina se trabajo por el método de
densitometria mediante el programa Quantity One. Los datos fueron procesados
mediante el Software Microsoft Excel v.2016, y lo que se muestra en el estudio son datos
de experimentos representativos.

Los resultados mostraron que los receptores NOTCH presentaron diferentes
patrones y niveles de expresion, el receptor NOTCHL1 evidencié mayor induccion, por lo
gue modularia la via de sefializacién, NOTCHS3 es el principal receptor, ya que se indujo
de manera temprana, y estaria implicado en la produccién de citocinas proinflamatorias;
sin embargo, NOTCH4 no parecid presentar un papel importante. Asimismo, DELTA4
se destac6 como principal ligando de la via por su mayor induccion, y la activacion de la
via de sefalizacion se confirmo con la variacion de la expresién de HES1, que ademas
reveld un perfil con fluctuaciones. Sera necesario incluir en posteriores investigaciones
los demas elementos de la via de sefalizacion, para tener un panorama completo de la
funcion de la via en los procesos inflamatorios.

Lo hallado demostré que los receptores NOTCH participaron en la activacion de

los monocitos humanos por activacion proinflamatoria mediada por TLR4.
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Abreviaturas

ADAM: Una desintegrina y metaloproteasa
ADNCc: ADN complementario

ARN: Acido ribonucleico

ARNasa: Ribonucleasa

BCA: Acido bicinconinico

BSA: Albumina de suero bovino

CCL: Ligando de quimiocina 2

COX-2: Ciclooxigenasa-2

DAMP: Patrones moleculares asociados a lesion
DMEN: Medio de cultivo Eagle modificado de Dubecco
DTT: Ditiotreitol

EAE: Encefalomielitis alérgica experimental
EDTA: Acido etilendiaminotretaacético

EFG: Factor de crecimiento epidérmico

ERK: Quinasa regulada por la sefial extracelular
GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GM-CSF: Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macrofagos
HDC: Dominio de heterodimerizacion C-terminal
HDN: Domicio de heterodimerizacion N-terminal
HES: Hairy Enchancer of Split

HEY: Hairy Related

IFN: interferon

IKK: Enzima IkB quinasas

IL: Interleucinas
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iNOS: Oxido nitrico sintasa

IRAK: Cinasas asociadas al receptor de IL-1

LPS: Lipopolisacarido

MAML: Proteina Mastermind-like

MYD88: Gen de respuesta primaria de diferenciaciéon mieloide 88
NADPH Nicotidamina adenina dinucledétido fosfato

NCID: Dominio intracelular NOTCH

NECD: Dominio extracelular NOTCH

NF-kB: factor nuclear kappa B

NRR: Regidn reguladora negativa

PAMP: Patrones moleculares asociados a patdégenos
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PCAF: Factor asociado a P300/CBP
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RNS: Especies reactivas de nitrégeno
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TACE: Enzima de conversion del TNF-a

TAK1: Factor de crecimiento transformante B-quinasa transformante 1
TGF-B: Factor de crecimiento transformante 3
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TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

TRAF6: Factor 6 asociado a factor de necrosis tumoral

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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1. Introduccion

1.1. Macroéfagos

Los monocitos/macrofagos se descubrieron a finales del siglo XIX por Elie
Metchnikoff (1). Son una parte importante y primera linea de defensa del sistema
inmune innato y del sistema inmune adquirido. Son pequefias poblaciones de
leucocitos, representan entre 4 al 10% de células nucleadas en la sangre de un humano
saludable, tienen una vida media de 20 horas y ocupan nichos anatdémicos especificos
proximales a la vasculatura y epitelios (2). Tienen su origen en progenitores en la médula
Osea e ingresan en la sangre periférica por estimulacién frente a ciertos estimulos; por
otro lado, surgen desde antes del nacimiento, ya que derivan del saco vitelino durante
el desarrollo embrionario, teniendo la capacidad de autorrenovacion (3,4). También,
segun su ubicacién anatémica, se conocen con distintos nombres, como microglia en el
sistema nervioso central, osteoclastos en el hueso, macréfagos alveolares en el pulmén,
histiocitos en el bazo y el tejido conectivo intersticial, y células de Kupffer en el higado
(5).
1.1.1. Funciones de macrofagos

Los macréfagos monitorizan eficientemente a sus alrededores para detectar
patégenos invasores, mediante la expresion de varios receptores de la superficie celular,
como el receptor de manosa, receptor de glucano, los receptores carrofieros y los
receptores Toll Like Receptor (TLR) (6). La unién del ligando a dichos receptores inicia
la fagocitosis, que conduce a la estimulacion de los linfocitos mediante la presentacién
de antigenos bacterianos y a la activacién de otras células inmunes mediante la
secrecion de citocinas y quimiocinas como interleucinas IL-1, IL6, factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y CXCL8 (7). Esta orquestacién de la respuesta inmune por parte
de los macréfagos ayuda a inducir la inflamacién, que es un requisito previo para la
defensa exitosa frente al patdgeno y permite que los monocitos circulantes dejen el flujo
sanguineo y migren dentro de los tejidos, para luego diferenciarse en macréfagos (2,4).

Los macréfagos contribuyen a la homeostasis, mediante la endocitosis y
fagocitosis, y actiian como carrofieros generales limpiando patégenos, células muertas
y restos celulares, lo que es esencial en la reparacién de heridas; por ejemplo, los
macréfagos del bazo eliminan los eritrocitos senescentes (5). Por otro lado, los
macrofagos asociados a tumores (TAM) facilitan la angiogénesis, degradacion de la
matriz extracelular, asi como la inhibicion de la respuesta de las células T antitumorales,
lo que permite la metastasis (8).

La acumulacién de macrofagos cargados de colesterol (células espumosas) en

la pared de la arteria esté estrechamente relacionada con la aterosclerosis, al impulsar
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el desequilibrio del metabolismo de los lipidos y la respuesta inmune adaptativa. Los
macrofagos de médula 6sea CD®°* apoyan la eritropoyesis en condiciones patoldgicas
mientras que los macréfagos asociados a los musculos promueven la regeneracion del
musculo esquelético después de una lesion (1). Por lo tanto, los macréfagos son un tipo
de célula importante que contribuyen tanto a la patologia como a la resolucion en todas
las enfermedades inflamatorias agudas y cronicas que van desde infecciones, cancer,
obesidad, aterosclerosis,  trastornos  autoinmunes  hasta  enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (2,9).

1.1.2. Plasticidad y polarizacion

La polarizacion de los macréfagos es un proceso mediante el cual muestran un
fenotipo especifico y una respuesta funcional a los estimulos y sefales
microambientales. Se conocen dos subpoblaciones: clasicamente activados o
inflamatorios (M1) vy, alternativamente, los macro6fagos no activados o
antiinflamatorios (M2). El desbalance entre ambas subpoblaciones puede promover
desérdenes inflamatorios (7).

Los macr6fagos M1 participan en la eliminacién de patégenos durante la
infeccién a través de la activacion del sistema NADPH (Nicotidamin Adenin Dinucleétido
fosfato) oxidasa, asi como en la presentacion de antigeno (4), en la expresion de
receptores de quimiocinas CCR1 y CCR5 y en la promocion de la diferenciaciéon hacia
helper T tipo 1 (Thl) y Th17 (7). Se producen en un entorno inflamatorio dominado por
el receptor TLR y la sefializacion del IFN-y. Son tipicamente inducidos por citoquinas,
como IFN-y y TNF-a, o por reconocimiento de lipopolisacarido (LPS), y en estos dos
Ultimos casos, estan asociados con infeccién aguda, que desencadena rapidamente una
actividad antimicrobiana robusta en el microambiente hipoxico (5). Los macréfagos M1
producen y secretan altos niveles de citoquinas proinflamatorias como TNF- a, IL-1a, IL-
1B, IL-6, IL-12, IL-23 y ciclooxigenasa-2 (COX-2) (11), que son importantes para la
actividad antimicrobiana del macréfago. Dicha actividad es promovida por especies
reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno (RNS) y bajos niveles de
IL-10. Ademas, en macrofagos murinos se produce una expresion inducible de la 6xido
nitrico sintasa (iNOS) (10). Sin embargo, las reacciones excesivas podrian provocar
dano tisular y conducir a restricciones que favorecen infecciones secundarias.

Por el contrario, la respuesta inflamatoria crénica es inhibida por mecanismos
reguladores de los macréfagos M2, evitando reacciones inmunes destructivas. Los
macréfagos M2 tienen la capacidad para participar y promover la respuesta inmune
tipo 2, que se desencadena en respuesta a la infeccion parasitaria, el asma y los

trastornos alérgicos (1). Su funcién se caracteriza por una alta actividad mitocondrial y
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fosforilacion oxidativa; ademas, tienen un perfil de citocinas antiinflamatorias, que se
caracteriza por una baja o nula produccion de IL-12 y una alta produccion de IL-10 y
TGF-B o glucorticoides (10). Funcionalmente, los macrofagos M2 tienen la potente
capacidad de fagocitosis, eliminan los desechos y las células apoptéticas, promueven
la reparacion de tejidos y la curacion de heridas, poseen propiedades pro-angiogénicas
y pro-fibréticas (11), y producen catecolaminas para mantener la termogénesis
adaptativa en respuesta al frio. Se han descrito varios subconjuntos de macréfagos de
tipo M2 de acuerdo al tipo de estimulo: tipo M2a, tipo M2b y tipo M2c (12). Por otro lado,
los TAM se han definido como un nuevo subconjunto similar a M2, M2d, que pueden
inhibir los macréfagos proinflamatorios M1(13)

En trabajos recientes se menciona la presencia de una reprogramacion
negativa mediada por macrofagos M3, que regulan la respuesta pro y antiinflamatoria
segun la poblacién de macrofagos M1 o M2. Por tanto, estos macréfagos tendrian una
funcion importante para el control de enfermedades inflamatorias (14).

Existe una nueva nomenclatura recientemente propuesta, que refleja
estimulos especificos, por ejemplo, M (IFNy) y M (LPS) en lugar de M1 para macréfagos
proinflamatorios; M (IL-4) y M (IL-10) para fenotipos antiinflamatorios o reparadores en

lugar de M2 (13). La representacion esquematica de los tipos de macrofagos esta en la

figura 1.
ALTERNATIVE ACTIVATION CLASSICALACTIVATICN
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Figura. 1. Polarizacion de macréfagos no activados (MO) a clasicamente activados (M1) y macréfagos
alternativamente activados. Chistiakov et al., 2018.(15) The impact of interferon-regulatory factors to
macrophage differentiation and polarization into M1 and M2. [Revisién].
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1.1.3. Inflamacién y activacion de los macrofagos

La inflamacion es la respuesta fisiologica a una variedad de lesiones, incluidas
las infecciones, y conduce a una compleja respuesta inmune innata in situ, que conduce
al inicio de la cascada inflamatoria y a la activacion de una respuesta adecuada ejercida
por los macrofagos (4). Este proceso comprende cuatro fases interrelacionadas:
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos por receptores de
reconocimiento de patrones expresados en macrofagos, enriquecimiento de la cantidad
de macréfagos en tejido infectado localmente mediante el reclutamiento de monocitos
circulantes y/o proliferacion in situ, mediacién de macréfagos de la actividad microbicida
y conversion a fenotipo antiinflamatorio para terminar la respuesta antiinfecciosa y
promover la reparacion de tejidos (1).

En la primera fase, los monocitos circulantes pasan el endotelio vascular para
convertirse en macréfagos en los tejidos periféricos. En estos tejidos, los macréfagos
pueden activarse de diversas maneras por factores enddégenos o exégenos (11). La
deteccion de estimulos exdgenos, como los patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) tipo LPS, que son liberados por patdgenos invasores (4), se produce
mediante una serie de receptores, como receptores de reconocimiento de patrones
(PPR) tipo TLR, receptores de lectina tipo C (16), receptores de hormonas nucleares y
citoquinas, y moléculas de adhesion. Sin embargo, el repertorio de estos receptores
varia entre los macrofagos de los distintos tejidos.
1.1.3.1. Los receptores TLR4

Los TLR fueron los primeros PRR identificados y son los mejor caracterizados
(4). Son proteinas transmembrana de tipo | que contienen un ectodominio para el
reconocimiento del PAMP, una regién transmembrana y dominios citosolicos del
receptor Toll-IL-1 (TIR) para activar las vias de sefalizacion intracelulares. Se han
identificado diez y 12 TLR funcionales en humanos y ratones, respectivamente (17).
TLR4 reconoce LPS, tras el inicio de la respuesta inmune innata contra la
infeccidn; por este motivo, se ha empleado en este el estudio para estimular la
inflamacion a través de este receptor. La activacion de TLR4 induce cambios
moleculares en los dominios TIR, que interaccionan entre si y con la proteina
adaptadora (MYD88), lo que induce el reclutamiento de la proteina TRAF6 (factor 6 de
necrosis tumoral) a la membrana. A continuacién, la quinasa TAK1 que traduce una
sefial que activa una quinasa de la familia IKK, que a su vez fosforila a IxB asociada a

NF-kB en los macréfagos (14) (figura 2).
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NF-xB coordina el vinculo

Espacio
extracelular
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de la inflamacion con los estados de
enfermedad al inducir la expresion .7
de citocinas inflamatorias (4), como
TNF-a o IL-1, también citocinas de la
familia IL-6 e IL-12, a saber IL-23 e
IL-t27, que regulan la diferenciacién
de células T y la secrecién de dosoma
mediadores reactivos (18).

La activacion desenfrenada
de las respuestas TLR puede

provocar inflamacion excesiva y

dafio tisular, y contribuir a la / Pre—

, i proinflamatorias
patogénesis de trastornos /m
inflamatorios como el shock séptico. l Otatiarones NGcieo

Figura. 2. Via de sefializacion de TLR4 a través de TRIF

y MDY88. Gonzélez Guerrero, 2017 . Nuevas dianas de

la inflamacion en modelos de dafio renal. Estrategias de

intervencion terapéutica. Tesis. Recuperado de
1.1.3.2. NF-xB http://hdl.handle.net/10486/678314

NF-kB es posiblemente uno de los reguladores mas importantes de la expresion de
genes proinflamatorios (19). La activacion de NF-kB por via clasica candnica y la
translocacion nuclear constituyen un sello distintivo de la estimulacion de macréfagos
frente a PAMP o los patrones moleculares asociados a lesion (DAMP) a través de vias
PRR. En ausencia de estimulo, algunos miembros de la familia NF-kB (I«B) secuestran
en el citoplasma al NF-kB, que enmascara la sefial de translocacién nuclear de NF-kB,
reteniendo asi el factor de transcripcion en el citoplasma en forma inactiva (20). Tras la
estimulacion celular, inducida por un patégeno o una sefial de estrés, IKBa es fosforilada
por el complejo de IKK, lo que conduce a la degradacién mediada por ubiquitina de IxB
en el proteasoma 26S (19), que permite que los dimeros NF-kB( p50-p65), se trasladen
al nucleo y se unan al ADN, con el fin de inducir la transcripcién de sus genes diana
como TNF-q, IL-1, IL-6, COX2, VEGF (factor de crecimiento endotelial), GM-CSF
(Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macréfagos),CCL2, etc (20).

Existen diferentes vias para la reprogramacion de los macr6fagos a M1, como la
via HIF1a , JAK/STAT1, IJNK, TLR/NF-kB (p65-p50), PI3SK/AKT y la via NOTCH que se

procedera a estudiar en el siguiente a apartado.
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1.2. Losreceptores NOTCH

Los receptores NOTCH fueron descubiertos por John Dexter y Thomas Hunt
Morgan, cuando observaron en mutantes de alas dentadas en Drosophila melanogaster
(21). Estos receptores se encuentran presentes en diversos metazoos. En las moscas
se descubrieron un receptor NOTCH y dos ligandos, que son las proteinas
transmembrana Delta y Serrate (Ser). Los mamiferos tienen cuatro paralogos de
NOTCH (NOTCH1-4) que se encuentran en posiciones cromosémicas sinténicas (22),
y varios ligandos similares a Delta (DLL1, DLL3 y DLL4) y Jagged (JAG1 y JAG2) (18),

gue se trataran a continuacion.

1.2.1. Estructurade los receptores NOTCH

Los receptores NOTCH son glucoproteinas que tienen aproximadamente 300
kDay se expresan en la superficie celular como heterodimeros. Eldominio extracelular
(NECD) contiene de 29 a 36 repeticiones similares al factor de crecimiento epidérmico
(EGF) esenciales para la unién del ligando (17), seguidas de las repeticiones Lin /
NOTCH (LNR) ricas en cisteina y la HD que evita la activacion del receptor. En ausencia
de ligando forman la NRR, que oculta el sitio de escisién para una enzima desintegrina
y metaloproteasa (ADAM) (23), el dominio transmembrana (TM) que transmite la sefial
alnucleo y el dominio intracelular (NCID) que esté implicado en la sefializacion celular.
Este NCID contiene multiples dominios de proteinas conservados (24) y presenta un
dominio RAM, reconocido por el factor de transcripcion RBPJ, dos secuencias de
localizacion NSL, seis repeticiones de CDC10/ ankirina (ANK), que son necesarias para
las interacciones con el complejo de unién al ADN CSL (CBF1, Supresor de Hairless,
LAG1 ), una secuencia NCR para responder a las citocinas, un dominio de activacion
transcripcional (TAD) y la region rica en prolina-glutamato-serina-treonina (PEST), que
tiene cualidades proteoliticas (25).

Los cuatro receptores tienen estructuras similares, con diferencias a nivel de
NECD en la regiéon amino terminal: NOTCHL1 y 2 tienen 36 repeticiones EGF, NOTCH3
tiene 34 y NOTCH4 tiene 29. Por otro lado, el dominio de transactivacion no se
encuentra en los receptores NOTCH3 y NOTCH4.

1.2.2. Ligandos candénicos

Los ligandos deben ser endocitados y reciclados de vuelta a la superficie celular
antes de madurar y ser competentes para la sefializacion (26). Los ligandos de DSL de
mamiferos son un subtipo de ligandos que pueden actuar solos, como DLL4, o en
combinacién con coligandos DOS (24). Los ligandos DSL son proteinas transmembrana
de tipo 1 que comparten una disposicion comdn en sus dominios extracelulares que

comprenden un dominio N-terminal (MNNL), seguido por el dominio DSL y mdltiples

6



Olivia Santamaria-Veliz Trabajo de Fin de Master

repeticiones similares al EGF en tindem que son necesarias, pero no suficientes, para
las interacciones con NOTCH, y un dominio rico en cisteinas (27,28). Los dominios
intracelulares presentan el nivel mas bajo de homologia de secuencia global (29), con
la excepcion de DII3, y contienen mdltiples residuos de lisina, que son sitios potenciales
para la actividad de distintas ubiquitinas ligasas E3 (D’Souza et al., 2010). En la figura
3 se detalla la estructura de los receptores y ligandos NOTCH.

NECD NICD

— V TM — ™
NRR

GF-like repeats (36 LNR HD RAM ANK NCR TAD PEST SPMNNL EGF like repeats (16) rich PDZL
HIIDIIIHHI‘H =HHllco® HIHIEWIOH‘*
- \NLS’ .
€GF- r&nf:pngu EcérmizLoal L}D——‘» ‘ ‘ ’ . al I—.~ Jagged2
EGF-like repeats (36 )
vorore | [N NI HHID - > @ il
| - I+

EGF-like repeats (34)

orees [T H0+HHHID - @ Tl oveses

EGF-like repeats (29) EGF-like (8)

vorere o ||| INMMUIN-00==+- 1Al @ B oweses

sn
S2 S3

Delta-like 1

Figura. 3. Receptores NOTCH vy sus ligandos candnicos. Arruga et al., 2018. (27). The NOTCH Pathway
and Its Mutations in Mature B Cell Malignancies. Articulo. Recuperado de 10.3389/fonc.2018.00550.

1.2.3. Via de sefializaciéon de NOTCH

Existen sistemas de comunicacién celular conservados en los metazoos, por lo
gue mayoria de las células de un organismo se comunican durante el desarrollo y toda
la vida a través de los receptores y ligandos. Se conocen dos tipos de interacciones
célula-célula y en la misma célula conocidas como interaccién trans y cis,
respectivamente (23). La interaccién trans conduce a la activacién del receptor, mientras
gue la interaccién ligando-receptor en cis, inhibe la sefializacion. Por otro lado, otro
posible modo de sefalizacion alarga distancia puede depender del uso de exosomas,
pequefias vesiculas de membrana que se liberan de una célula y pueden fusionarse con
otras células a distancia (31). La informacion es transmitida desde la superficie celular
al genoma a través de un mecanismo simple, pero desempefia multiples funciones en
el desarrollo y la enfermedad (32).

El receptor NOTCH se procesa proteoliticamente en varios sitios diferentes, de
los cuales tres estan asociados con la sefalizacion candnica. La escision del sitio 1
(S1) esta controlada por la furina convertasa y se ejecuta en el transito desde el Golgi
hacia la membrana plasmatica como un heterodimero inactivo (32). La divisidon S2, se

produce en respuesta a la interaccion del ligando, es un "modelo de traccion”, ya que el
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ligando ejerce una fuerza de traccién sobre el receptor, que permite la division S2, que
da lugar al dominio intracelular. A continuacion, el ligando elimina el dominio extracelular
y lo internaliza en los lisosomas de la célula que expresa el ligando (33). La escisién de
S2 estd mediada por una proteina de la familia ADAM, como ADAM 10 o0 17, conocidas
como homoélogas de la proteinas Kuzbanian y TACE, respectivamente, y su papel esta
relacionado con la liberacién del ectodominio (32). La escisioén S3 es llevada a cabo
mediante protedlisis constitutiva a través del complejo de multiples proteinas y-
secretasa en el sitio 3. La escision ocurre en la membrana plasmatica, liberando la NICD
escindida en Vall1744 (NICD-V), o en el ambiente acido de las vesiculas endociticas,
liberando NICD - S (escindida en Serl1747). La escision en el S4 se realiza por la y-
secretasa que libera el péptido 3 de NOTCH extracelularmente (23).

La NICD, una vez escindida, se transloca al nacleo e interactia con CSL/CBF/
RBP-Jk, y juntas se unen a las regiones promotoras de genes inducibles por NOTCH.
La unién de NOTCH a CSL produce la transactivacion de una gran variedad de genes,
reclutando coactivadores como la proteina MAML (Mastermind-like, P300) y PCAF
(factor asociado a P300/CBPF) (32). Entre los genes diana mejor caracterizados de los
receptores NOTCH se encuentran los genes Hairy Enchancer of Split (HES) y Hairy
Related (HEY), pero se han caracterizado otros muchos como Akt, ciclina D1, c-myc,
COX-2, ERK , NF-kB, p21, p27 y p53, entre otros (34).

La escision proteolitica gradual de NOTCH proporciona un mecanismo simple,
directo e irreversible para transmitir una sefal extracelular al genoma, la cual es directa,
lineal, transitoria y sin amplificacién de sefal, ya que cada receptor se usa solo una vez
y el NCID liberado dura poco.

El NICD se somete a amplias modificaciones postraduccionales que incluyen
metilacién, hidroxilacion, acetilacién, ubiquitilacion y fosforilacién, que pueden
proporcionar nuevas vias para la modulacion de la sefial. Asimismo, la corta duracion
del NCID es importante para el control dindmico de la sefalizacion de NOTCH,
controldndose su vida media mediante ubiquitinacion y degradacién por el proteasoma
(15,19). Por otro lado, la manera de organizarse de los ligandos y receptores en la
membrana celular para provocar la sefializaciéon sigue siendo un area importante de la
investigacion de NOTCH (26).
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Figura. 4. Via de sefalizacion NOTCH regulada por protedlisis. Kopan & llagan, 2009. (35) The Canonical
Notch Signaling Pathway: Unfolding the Activation Mechanism. Articulo.

1.2.4. Funciones de lavia

La via de sefalizacion de NOTCH regula la diferenciacion celular, la
embriogénesis, la somatogénesis, la migracion, la proliferacion, la supervivencia, el
metabolismo y el desarrollo de varios tipos de células y 6rganos. También contribuye al
desarrollo de diversos tipos de enfermedades inflamatorias, incluido el cancer de
mama, con niveles sobreexpresados de los receptores (17). Este hecho hace que la
sefializaciéon de NOTCH sea considerada un objetivo atractivo para modular el sistema
inmunitario durante afecciones patologicas y para la terapia contra el cancer.

La funcién de la sefializacion de NOTCH ha sido mejor estudiada durante el
desarrollo y maduracion de varios subconjuntos de linfocitos en el timo (36),
especialmente linfocitos T, mediados por sefalizacion canonica DLL1-NOTCH2, sin
requerir de HES1 (37). Al mismo tiempo, se ha visto que la inhibicion del receptor
NOTCH1 produce un bloqueo completo de activacién de las células T acompafiado de
la acumulacion de las células ectopicas en el timo. El efecto inverso se observa cuando

este receptor presenta una activacion constitutiva. Por otro lado, las mutaciones de
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NOTCH1 y NOTCH2 en la médula 6sea conducen a un trastorno mieloproliferativo.
También, la expresion de NOTCH1, o la expresidbn compensatoria de NOTCH2 en
ausencia de NOTCHL1, es determinante para la diferenciacién de células Thl que
secretan IFN-y durante la infeccién de Leishmania major (38).

La desregulacién de la sefalizacion de NOTCH en el sistema hematopoyético
esta relacionada con la leucemia y linfoma. En estas neoplasias se observaron
translocaciones cromosomicas que involucran a NOTCH1 (mas del 50 % de pacientes
tienen mutaciones en este receptor), lo que produce una mayor escision del receptor o
liberacion de NICD (39). Se ha descrito la importancia de este mismo receptor en el
inicio y progreso de esclerosis multiple usando el modelo experimental murino EAE, en
el que la ausencia del gen NOTCHL1 permitié una progresion menos severa de EAE (40).

La sefalizacibn NOTCH se requiere tanto en el coraz6n como en la cresta
neuronal. La sobrexpresion de NOTCH en el miocardio de ratones produce una
conduccion aberrante y una preexcitacion ventricular, similar a la observada en el
sindrome de Wolff Parkinson-White. También, NOTCH participa en la homeostasis de

las células dendriticas (36)

1.2.4.1. NOTCH3 y CADASIL

NOTCH3 se encuentra ubicado en el cromosoma 19pl3 que codifica un
receptor (41). El dominio extracelular es codificado por los exones de 2-24, donde se
sitian las mutaciones. La presencia de la mutacion en uno de estos es la causa de la
arteriopatia cerebral autosomica dominante con infartos subcorticales 'y
leucoencefalopatia (CADASIL) (42). Los pacientes tienen degeneracién de las células
vasculares del muasculo liso, lo que conduce a accidentes cerebrovasculares, que se
acompafian con cambios en la sustancia blanca. La enfermedad autosémica dominante
presenta mutaciones sin sentido, que afectan la distribucion de residuos de cisteina en
las repeticiones EGF (23), por lo que se pierde un residuo de cistina o se agrega uno
nuevo, de tal manera que deja un mal plegamiento del receptor (43) y la agregacion del
dominio extracelular, conocido como el material osmidéfilo granular (GOM), el cual sirve
para el diagnéstico de la enfermedad y el principal mecanismo de patogenicidad. Por
otro lado, varios autores han mostrado que la alteracion de NOTCH3 no es determinante
de la enfermedad. Sin embargo, se requieren mas estudios para comprender el papel

de NOTCHS, de tal manera que permita un diagndstico certero.
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1.2.4.2. NOTCH4

Estudios del rol de NOTCH4 en la inflamacion no se hallan en la literatura, sin
embargo, se encuentran dirigidos a cancer, esquizofrenia, enfermedades renales y
esclerosis multiple. En los pocos estudios hallados, se identifica a NOTCH4 como un
regulador negativo de la respuesta inducida de Mycobacterium tuberculosis, ya que se
ha visto que la deficiencia de NOTCH4 en ratones hace que estos sean mas resistentes
a este patégeno, con una carga bacteriana mucho menor y menos cambios patolégicos
en los pulmones. Ademas, la produccién de citoquinas proinflamatorias se ve inhibida

por interaccion de TAK1, asi como de su interaccion (44).

1.2.5. Participacion de la via en la activacion de macrofagos

Estimulos proinflamatorios como el LPS, IFN-y, IL-1 o modificaciones minimas
de la lipoproteina de baja densidad activan a los macr6fagos humanos primarios, que
adquieren la habilidad para expresar los elementos de la via NOTCH. La activacion de
los macrofagos empleando LPS, reconocido por el receptor TLR4, activa a la
subpoblacion proinflamatoria de macrofagos, M1, M (LPS), desencadena la expresion
de los integrantes de la via de sefializacion NOTCH ( figura 5), y deja repuestas como
la induccion de la via del NF-kB, la expresion de iNOS y TNF-a, caracteristicas de la
activacion proinflamatoria del macréfago. Muchos estudios han demostrado la
interrelacion en multiples niveles entre las vias NOTCH y NF-«B.

Otros estudios han informado de la expresion de NOTCH1-4 y sus ligandos en
macro6fagos primarios murinos, pero no en humanos. Por ejemplo, en modelos knockout
especificos de la linea mieloide de NOTCH1, se ha descrito una disminucién de
mediadores proinflamatorios (45). Nuestro grupo de investigacion reportdé un ciclo de
retroalimentacion positiva entre NOTCH y TLR, ademas la activacion del receptor
NOTCH1 por LPS, causo la liberacién del NICD (46). Por otro lado, se ha descubierto
gue la activacién de TLR4 induce un incremento temprano rapido y transitorio de la
expresion de NOTCHS3, seguido de los demas receptores, ademas, de haber una
diafonia entre NOTCH3y NOTCHly una modulacion de NOTCH1l a NOTCH3.
También, un siARN de NOTCHS inhibi6é la produccién de citocinas proinflamatorias;
ademas, NOTCH4 inhibe la via de sefalizacibn NOTCH por inhibicibn y su
sobreexpresion produce una baja produccién de citocinas proinflamatorias (47). Otro
estudio del grupo informa resultados similares, pero agrega que los niveles de ARNm
de NOTCHS3 no se inducen tras la activacion de los macréfagos via TLR4 con LPS, en

contraste con los demas receptores que se expresan en mayor medida (48).

11



Olivia Santamaria-Veliz Trabajo de Fin de Master

Positive Notch TLR
feedback Ir

Sooges>

Notch ligands

Canonical Nolch targets Proinflamma tory cytokines
Negative
feedback

Figura. 5. Diafonia entre la via de sefializacion TLR y la sefializacién NOTCH. Shang et al., 2016 (49). Role
of Notch signaling in regulating innate immunity and inflammation in health and disease. Revisién.
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2. Estado de la cuestion

¢, Cudl es la funcién de los receptores NOTCH en monocitos humanos por

activacion proinflamatoria mediada por TLR4?

3. Hipotesis

Los receptores NOTCH participan en la activaciéon de los monocitos humanos

por activacion proinflamatoria mediada por TLR4.

4. Objetivos

a) Determinar la expresién de los receptores NOTCH en monocitos humanos

por estimulacién de la sefializacion TLR4.

b) Analizar la expresion de los ligandos canénicos DELTAL y DELTAA4 tras la

activacion de los monocitos humanos por estimulacién proinflamatoria con
LPS.

Estudiar la expresién del gen diana HES1 durante la activacion de los
monocitos humanos en respuesta al estimulo proinflamatorio anteriormente

mencionado.
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5. Material y métodos

5.1. Cultivo de monocitos humanos

5.1.1. Extraccién de monocitos de Buffy coat a partir de sangre de donantes.

Las muestras de sangre procedieron de donantes de sangre del Complejo
Hospitalario Universitario de Albacete (CHUA), aprobado por el comité de ética del
hospital.

Los monocitos humanos se obtuvieron a partir de la capa leucocitaria entre el
plasma y los glébulos rojos, llamada en inglés Buffy coat, tras la centrifugacion de la
sangre total. Se siguio el protocolo que a continuacion se detalla y que fue previamente
establecido por el laboratorio: el buffy se dejé por 30 minutos en el balancin, se lavo la
bolsa externamente con etanol de 70 %, se repartié su contenido en dos tubos Falcon
de 50 mL y se complet6 hasta 50 mL con PBS sin Ca?*y sin Mg?*. Luego se llevo a la
centrifuga Eppendorf 5810R a 20°C por 10 minutos a 648 g a una aceleracion de 3y de
velocidad de frenado de 0. A continuacion, se aspir el suero y se dejo 1 cm por encima
del halo que se forma de PBMC, que es una capa de color blanguecino. Se aspiré la
capa PBMC y se resuspendio en un volumen de 35 mL de PBS, y se afiadié de manera
cuidadosa sobre 15 mL de ficoll, seguido de una centrifugacion a 400 g sin freno ni
aceleracion por 40 minutos a 20°C. Tras esto se formaron distintas fases, se obtuvo
aquella que fue de color blanquecino entre el ficoll y el plasma, se le adicion6 50 mL de
PBS en tubos Falcon de 50 mL con el PBMC y se llevo a centrifugar a 20°C por 10
minutos a 300 g, sin freno ni aceleracion. El sedimento obtenido se resuspendié en PBS
y se completé en 50 mL de volumen, y luego se centrifugd por 10 minutos a 200 g por
20 °C sin freno ni aceleracion, para eliminar plaquetas. El sedimento se resuspendié en
medio DMEN sin suero, suplementado con 4mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina
y 100 pg/ml de estreptomicina.

En el paso donde se completdé con 50 mL de PBS, se realiz6 el conteo de los
monocitos en la cdmara de Neubauer y se emplearon 10 yL de azul de tripan con 10 pyL
de las células suspendidas en PBS (relacion 1:2), lo que permitié determinar qué células
estaban vivas. Después, la siembra de los monocitos se realizé en placas de P60 en
una cantidad de 20 x 10° células/mL, de las cuales el 10 % fueron monocitos. Las células

se mantuvieron en incubador a 37°C y atmésfera de 5 % de CO; durante 24 horas.
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5.2. Activacion de los monocitos

Tras la siembra de los monocitos y su adhesion a la placa, se aspir6 el medio y
se lavaron dos veces con PBS. Luego se activaron mediante la suplementacion del
medio DMEN con LPS procedente de Salmonella typhimurium (Sigma-Aldrich, Sint
Louis, Mi, EE. UU) a una concentracion de 100 ng/mL. Este medio contenia 5% de FBS
(suero fetal bovino), 4 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pug de

estreptomicina. Se consideraron diferentes tiempos de exposicion frente a LPS.

5.3.  Analisis de la expresién génica

5.3.1. Extraccion de ARN

Luego del tratamiento, las placas se retiraron del incubador, el medio fue
aspirado mediante bomba de vacio y las placas se almacenaron a -20°C. La extraccion
de ARN se hizo mediante el método de Trizol descrito a continuacion:

A las placas se les afiadieron 500 pL de trizol (Sigma- Aldrich), se homogenizé
y se dejaron por cinco minutos a temperatura ambiente y el contenido se pas6 a tubos
eppendorf. Luego se les afadié 100 uL de cloroformo, se agitaron mediante vOrtex
durante 15 segundos y se dejaron de 2-15 minutos a temperatura ambiente. Después
se centrifugaron a 14,4 g por 15 minutos a 4°C, se separé cuidadosamente la fase
superior acuosa que contenia el ARN y se transfirié a un nuevo tubo, al que se afladieron
250 uL de 2-propanol y se mezcld, se centrifugdé a 6,9 g por 10 minutos a 4 °C y se
eliminé el sobrenadante. El pellet de ARN se lavé con 1 mL de etanol al 75 %, se agitd
en vortex y se centrifugd a 9,05g por cinco minutos a 4 °C. El pellet de ARN se dejé
secar por 10 minutos y se resuspendié en agua libre de ARNasas. Posteriormente se
cuantificd la cantidad del ARN obtenido mediante espectrofotometria a 260 nm en el
NanoDrop One/OneC (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, EE. UU.).

5.3.2. Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNCc se realiz6 en el termociclador Cycler marca Bio-Rad, y se
empled el Kit ‘RevertAidH Minus First Strand, cDNA Syntesus Kit (Thermo Scientific,
Lituania). Se consider6 de 400 a 500 ng de ARN total, que se mezclaron con 1 uL de
oligo-dT (0,5 pg/pL) y completd con el resto de agua a un volumen final de 12 pL. Se
incubd a 65°C por 5 minutos en el termociclador. Una vez culminada la reaccion, se
adicioné buffer de reaccion (5X) 4 uL, 2 uyL de dNTPs mix (10 mM), 1 uL de inhibidor de
ARNasa (Ribolock Rnasa inhibitor (20u/pl)) y 1 pL de transcriptasa reversa (RevertAid
H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200u/pl). Luego se llevaron al termociclador

para obtener el ADNc, la programacion fue de 5 minutos a 37°C, 60 minutos a 42°C y
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10 minutos a 70°C. Después el ADNc se diluy6é en 180 uL de agua libre de ARNasas
(1:10) y se conservé a -20°C hasta su empleo.
5.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)

La PCR cuantitativa empled primers especificos para cada gen analizado. Se
considerd en todos los a la GAPDH como un control interno o un gen housekeeping,
cuya expresion no esta afectada bajo ningun estimulo externo, es decir, se mantiene
constante y sirvié para normalizar el nivel de expresion del resto de genes. La sonda
empleada fue SYBR Green PCR Méster Mix (Applied Biosystems). El volumen final de
cada reaccion fue de 10 pL, compuesto por 5 uL de SYBR Green, oligo up 0,4 uL (7,5
MM), del mismo modo para el oligo down y de muestra de ADNc diluido, 4,2 uL. EI
volumen de reaccion se cargd en una placa de 96 pocillos por triplicado. Luego, se
centrifugaron a 3202 g por un minuto con el fin de recoger en el fondo todo el volumen
de la reaccion. El protocolo seguido para la PCR cuantitativa fue segun el de SYBR
GREEN de Appied Biosystem, considerando el sistema de deteccién de secuencias AB1
Prim 700 Seguence Detection System de la misma empresa. Para cada gen se
obtuvieron los datos de Ct (Cycle Threshold) segin las instrucciones del fabricante
TheStepOneTM Software, de Applied Biosystems. Los datos se exportaron en hojas de
célculo de Excel y luego fueron analizadas. La expresién se calculé segun esta formula

Z_MCt, donde es ACt= Ctgen muestra problema — Ctpo.

Tabla 1. Lista de primers considerados para qPCR

Nombre Sentido Secuencia
GADPH uUpP 5-CCATGA CCC CTT CAT TGA CC-3°
DOWN 5’-GAT CTC GCT CCT GGA AGA TG-3’
NOTCH1 upP 5-GG ACG ACA ACC AGA ATG AG-3
DOWN 5-CAT CCA GGT GCT GCT GAG-T-3°
NOTCH2 upP 5-ACA GTT GTG TCT GCT CAC CAG GAT-3’
DOWN 5-GGG GAA ACC ATT CAC ACC GTT GAT-3’
NOTCH3 upP 5"-AAT GCC TAG ACC TGG TGG ACA AGT-3’
DOWN 5-GTT GCT GGC ACA GTC GTC AAT GTT-%
uUpP 5"-AGG ACC AGA AAG ACA AGG CCA ACT-3
NOTCH4 DOWN 5-ACA CAC ACA TGA GGA TCT CTG GCA-3
upP 5"-TGT GAC GAG TGT ATC CGC TAT CCA-3’
DELTAL DOWN 5"-AGG GCT TAT GGT GTG TGC AGT AGT-3
upP 5"-ACT GCG AGA AAG TGG ACA GGT-3'
DELTA4 DOWN 5"-ACA TGA GCC CAT TCT CCA GGT CAT-3’
HES1 upP 5-GTC AAC ACG ACA CCG GAT AAA CCA-3
DOWN 5°-TTT CCA GAA TGT CCG CCT TCT CCA-3’
UP 5"-GCA GGT CTA CTT TGG GAT CAT TG-3’
TNFa DOWN 5-GCG TTT GGG AAG GTT GGA-3’
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5.4. Analisis de proteinas mediante WESTERN BLOT
5.4.1. Preparaciéon de las muestras
Extraccion de proteinas

El medio de las placas se aspir6 mediante una bomba al vacio, y se volvié a lavar
con 1 mL de PBS, luego se colocé la suspension celular en un tubo y se repitié el anterior
procedimiento, luego se centrifugaron a 19,3 g por un minuto para sedimentarlas, se
retird el sobrenadante y se guardé a -20°C, hasta su procesamiento.

Al momento de procesarlas se esperd a que se descongelara, luego se afadio
200 pL del mix de RIPA (HEPES 25mM pH 7,5, 0,3 M NaCl, 1.5mM MgClI2, 0,2 mM
EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 20Mm B-glicerolfosfato, 0.5% desoxicolato sddico)
para lisar a las células, luego se suplementd con inhibidores de proteasas (protease
inhibitor cocktail, Sigma) inhibidores de fosfatasas (phosphatase inhibitor cocktail 2 y 3,
Sigma) y DTT en un relacion de 10:10:1. Luego se agitaron en vortex durante 10
segundos, seguido fueron sometidos a agitacién constante y fuerte por 30 minutos en
camara fria. Luego se centrifugaron durante 15 minutos a 19,3 g. Se procedié a guardar
el sobrenadante, ya que contenia las proteinas extraidas, se conservaron a -20°C, para

posterior cuantificacion.

Cuantificacion de proteinas

Las muestras almacenadas se retiraron del congelador y se mantuvieron en
hielo, luego se procedi6é a la cuantificacion de proteinas por el método de BCA. Se
trabajé con una solucion de concentracion conocida de BSA de Thermo Scientific a
concentracion de 1 mg/uL, que permitié hacer una recta patrén de las concentraciones
de la proteina. Las muestras de este Ultimo se hicieron por duplicado; por otro lado, las
muestras problema se cargaron a 2 uL con 8 pL de agua, y también por duplicado. Se
empled la mezcla de RIPA, inhibidores y DTT como blanco, luego se procedi6 al cargado
de una placa de 96 pocillos. Seguido se afiadieron 200 pL de la solucion de BCA, que
contenia ademas de este ultimo, 4 pyL de solucién sulfato previamente afadida.
Posteriormente, se llevé a estufa a 37°C durante 20 minutos, y se hizo la medicién de
las proteinas a una A de 562 nm, empleando el lector ASYS UVM 340.
5.4.2. Electroforesis en gel

Las muestras se prepararon a una concentracion de 26 a 50 ug de proteina total
para su analisis mediante Western Blot. Se mezcl6é con tampdn de carga Laemly (50mM
Tris HCI, pH 6,8; SDS 2%; glicerol 10%; 100 mM de B-mercaptoetanol con azul de

bromofenol, 0,025%), luego se sometieron a 95°C durante 5 minutos. Se considero el
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marcador de peso molecular Prestained Protein Molecular Wight Marker’ (Thermo
Scientific, Made in Lituania) de 120 kDa a 250 kDa.

La separacion de las proteinas se realiz6 en una electroforesis de gel de
poliacrilamida (PAGE) en condiciones desnaturalizantes, por lo que se empleé SDS. Se
prepararon los geles de 10 % (gel resolutivo) y 4% (gel concentrador) para una
separacion de 15 a 300 kDa de proteina. El sistema empleado fue el mini-PROTEAN 3
Cell (Bio-Rad) y se aplicé una corriente de 0,03 A por gel.

5.3.4. Transferencia gel- membrana

Una vez terminada la electroforesis, se realizé la transferencia de las proteinas
a membranas de PVDF (polidivilino de fluoruro) marca Amersham, GE Healthcare Life
Sciences. El sistema que se utilizé fue Mini Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio
Rad), segun especificaciones de la casa comercial:

Se activd la membrana con metanol y luego se hidrat6. Se prepar6 el gel
sandwich, se colocé el cassette con el lado gris hacia abajo, encima una almohadilla
humedecida con el buffer de transferencia (25 mM Tris HCI, 192 mM de glicina, SDS
0,1% y metanol 20%), seguido un papel de filtro, después se coloco el gel previamente
humedecido, sobre este un papel filtro y luego una almohadilla humedecida. Después
se trat6 de eliminar las posibles burbujas al pasar una placa de vidrio y se cerr6 el
cassette firmemente. Este proceso se hizo en medio humedo. Luego se coloco el
cassette en el tanque, y este se llend hasta la linea limite con buffer de transferencia,
también se colocd una barra de agitacion para mantener uniforme la temperatura y la

concentracién de iones. Se aplicé 0,4 A durante dos horas.

5.4.3. Bloqueo

Las membranas se bloguearon con el propésito de bloquear los sitios de unién
inespecificos. Se colocaron por una hora en una solucién de leche en polvo desnatada
(5 %) en tampdn TTBS (tampodn salino con 150 mM NaCl, 50 mM Tris HCI, pH7,4 y
Tween -20 a 0,1%, segun los requerimientos de los anticuerpos primarios, en agitacion

constante y suave a temperatura ambiente.

5.4.4. Inmunodeteccién

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios segun las
especificaciones de la casa comercial. Este procedimiento se realizé por toda la noche
en agitacion constante en camara fria a 4°C. Seguido las membranas se lavaron por
cuatros veces con TTBS (poner composicion del tampdn) en agitacion constante y
rapida durante 10 minutos cuatro veces a temperatura ambiente para eliminar los

anticuerpos no unidos. Después se incubaron con el anticuerpo secundario por una hora
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en agitacion suave a temperatura ambiente, luego las membranas se lavaron cuatro
veces con las mismas condiciones que el lavado anterior, con la excepcion que en el
Gltimo lavado se hizo con TBS (tampén salino con 150 mM NaCl, 50 mM Tris HCI,
pH7,4).

. Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados.

Anticuerpos  Dominio de . . Animal Casa
. ) o Referencia Tipo . .
primarios reconocimiento producido comercial
ERK Sc-154 Policlonal Conejo y cabra Sgnta Cruz
Biotechnology
HES1 Sc-13844 Policlonal Cabra santa Cruz
Biotechnology
. . n r
NOTCH 1 TAD Sc-6014 Policlonal Cabra y conejo S? ta Cruz
Biotechnology
NOTCH 3 NICD Ab23426 Policlonal Conejo Abcam
NOTCH 4 NECD Ab184742 Monoclonal Conejo Abcam

Posteriormente se procedié al revelado, se emplearon los correspondientes
anticuerpos secundarios, acoplados a la peroxidasa de rdbano picante (HRP). La
deteccion de las proteinas se permiti0 visualizar mediante el sistema de
guimioluminiscencia ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Scienific). Las
peliculas expuestas fueron reveladas mediante autoradioradiografia (Konica Medical
Film, Tokio, Japoén).

5.4.5. Stripping de las membranas

El Stripping se realiz6 con el fin de remover los anticuerpos primarios y
secundarios de la membrana. Se empled la solucién de stripping 1X que contenia 100
mM B-mercaptoetanol, SDS 2% y 62,5 mM Tris HCI pH 6,7. Las membranas se
sumergieron en esta solucion durante 30 minutos a 60°C, con posteriores lavados con

TTBS hasta eliminar el olor a mercaptoetanol.

5.4.6. Estudio por densitometria

Las peliculas obtenidas se escanearon, luego se determiné por densitometria la
concentracion de las proteinas identificadas y para esto se empleé el software Quantity
One de Bio Rad. La identificacién de la banda de la proteina de interés fue segun los

pesos moleculares especificados por la casa comercial.
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5.5. Andélisis estadistico

Los datos obtenidos del andlisis de expresion relativa de ARNm y de proteinas
totales fueron procesados en el programa Microsoft Excel v.2016. Se obtuvieron las
medias y desviaciones de los triplicados de la gPCR, asi como también de las muestras
de Buffy coat que se procesaron, La expresion relativa se mostré en gréafico de barras 'y

se seleccionaron datos de experimentos representativos.
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6. Resultados y discusién

Los monocitos son una clase defensiva de células pleiotropicas y el tipo mas
grande de PBMC. Una vez diferenciadas en macréfagos lanzan una serie de moléculas
proinflamatorias necesarias para la respuesta inmune frente a cualquier antigeno que
reconoce a través de diversos receptores en su superficie, como los receptores NOTCH,
que son elementos clave en la polarizacion de los monocitos, ya que estimulan la
produccion de una serie de citocinas. Los receptores NOTCH se han estudiado en
modelos murinos, sin embargo en el presente estudio se planted analizar la expresion
de estos receptores en monocitos humanos, obtenidos de muestras de sangre de
donantes. El aislamiento de monocitos humanos se hizo mediante centrifugacion de
gradiente de densidad empleando ficoll, este método se desarrollé6 por Bayum en 1968
(50). El ficoll tiene una densidad de 1,007 g/ml, y debido a esta densidad elevada, la
linea eritrocitaria, granulocitos y células muertas atravesaran la capa de ficoll, al mismo
tiempo que los linfocitos y monocitos, que tienen menor densidad, se conglomeraran en
la barrera gradiente del plasma.

Se procesaron 10 muestras de buffy coats para el aislamiento de monocitos
humanos, los cuales se activaron con LPS a diferentes tiempos de exposicion segun la
cantidad de células obtenidas por paciente. El rendimiento vario en funcion del género,
en varones se obtuvieron mayor cantidad de células que en mujeres, como ya habia
sido reportado en la literatura cientifica. Los datos clinicos de los pacientes no se
conocieron por cuestiones éticas.

Los monocitos aislados fueron expuestos a una misma concentracién de LPS
(100 ng/ml) a diferentes tiempos de exposicidn. El LPS de las bacterias Gram-negativas
es uno de los estimulos de activacién inmunoldgica innata mas potentes que se conocen
(51), del mismo modo se utilizan otros estimulos para polarizacion y maduracion de las
células como IFNy, que resulta en un fenotipo proinflamatorio (M1), también IL o
glucorticoides para activar el fenotipo M2 (11). Las lecturas para la activacion de los
monocitos son la morfologia, la expresion de algin marcador y la produccion de
citocinas, por lo que para determinar que el tratamiento con LPS activo a las células, se
evaluo la expresion de ARNm de TFNa, citocina importante en procesos inflamatorios
tras la activacion por estimulos como LPS, que promueve el reclutamiento de linfocitos
y neutréfilos, De esta manera, se corroboré que el tratamiento activd a los monocitos.
La expresion relativa del ARNm del gen TFNa se muestra en la figura 6, que
correspondié a un experimento representativo. Se evidencié una induccién a partir de
los treinta minutos hasta las tres horas, con maxima expresion en este tiempo y bajada

abrupta a tiempos posteriores; por lo que este gen se expresa a tiempos cortos. Se ha
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visto que en ratones deficientes de TLR4 (-/-) y en ratones C3H/HCJ que carecen de la
capacidad de respuesta a LPS (RC-595) y al lipido A (506), no se produjeron niveles
detectables de TFNa en respuesta a LPS (S. minnesota Res595), pero si niveles bajos
en respuesta a una concentracion de O:55:B5 LPS, en contraste con los monocitos de
tipos salvaje de ratones que produjeron mayores niveles de TFNa en respuesta a cada
LPS de una manera dosis dependiente (52). Esto sugirié que la ausencia de la expresion
del receptor TLR4 es clave para la activacion de la via de sefializacion implicada, asi
como también de la posterior activacion de NF-kB para subsecuente producciéon de

citocinas proinflamatorias, como tal es el caso.
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Figura 6. Analisis de la expresion relativa de ARNm de TFN-a obtenida tras la activacion de monocitos
humanos con LPS (100 ng/ ml). Se muestra los datos de un experimento representativo de Buffy coats
BCO03. Los valores se normalizaron mediante el gen GAPDH como control interno.

Los resultados presentados en este apartado indicaron que la via de
sefalizacién TLR4 se activo por la produccién de esta citocina proinflamatoria, por tanto,

se procedio al estudio de los receptores NOTCH.

6.1. Estudio de la expresién de los receptores NOTCH en monocitos humanos
por estimulacién de la sefializacion TLR4

La sefializacion de NOTCH esta ampliamente implicada en la determinacion del
destino celular a lo largo del desarrollo del sistema inmune, sin embargo no se ha
definido su rol en células diferenciadas como los monocitos (53)

Se analizo la expresion de los receptores por medicion de la expresion relativa
de ARNm y la proteina total extraida de los monocitos a través de gPCR y Western Blot,
respectivamente. La expresion de NOTCHL1 evidencid niveles mayores en comparacion
con los demas receptores, refiriendo que tras la activacion de la via de sefalizacion
TLR4 por LPS fue el receptor con mayor induccién (figura 6). Este mismo

comportamiento también se ha visto en estudios realizados en monocitos hepaticos de
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raton y en una linea celular de monocitos murinos, en el que NOTCH1 dicté la activacion
de los fenotipos M1 en la células mencionadas (54). El perfil de expresion de NOTCH1
fue ligeramente progresivo, con una expresion abrupta a las 24 horas. Por otro lado, los
niveles de expresion de los receptores NOTCH2 y NOTCHS3 fueron similares; el patrén
de expresion de NOTCH2 present6 fluctuaciones en los diferentes tiempos, en la hora
cero presentd niveles basales de expresion, con un pico maximo a los 30 minutos,
bajada a las tres horas y a las 24 horas se observé una expresion similar que a los 30
minutos. Asimismo, el receptor NOTCHS3 presenté un patrén de expresion inducido, con
una caida de su expresion, el pico maximo fue a las tres horas y bajada y similar
expresion a las seis horas respecto al tiempo de una hora, y significativa disminucion a
las 24 horas. Los datos de los niveles de expresion de NOTCH4 no se muestran, ya que
no se obtuvieron datos fiables debido al mal funcionamiento de los oligonucleétidos
disefiados para la g-PCR.

Los resultados mostrados en el estudio fueron similares a lo que el grupo de
investigacion reportd previamente, en el que en monocitos murinos de la linea RAW
264.7 NOTCHL1 se indujo fuertemente y NOTCH3 no se indujo de manera significativa,
sin embargo el nivel de expresion de NOTCH2 no coincidié con el estudio (47).
Probablemente esto se debid a la procedencia de las células, es decir, que se trabajo
con lineas celulares en el modelo murino, mientras que en el presente estudio se han
analizado células primarias procedentes de humanos, por lo que los patrones y niveles

de expresion variaron.
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Figura 7.Analisis de la expresion relativa de ARNm de los receptores NOTCH1, NOTCH2 y NOTCH3
obtenida tras la activacion de monocitos con LPS (100 ng/ ml). Se muestran datos de representativos de
dos experimentos que correspondieron al Buffy coats BC1 y BC03. Los valores se normalizaron mediante
el gen GAPDH como control interno.
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Al mismo tiempo, se evaluaron los niveles de expresion de proteina total de cada
uno de los receptores a excepcion de NOTCH2, ya que no se disponia de un anticuerpo
especifico, por lo que limitd su estudio. La figura 8 muestra datos de dos experimentos
representativos. NOTCHL1 present6 niveles de expresion mayores, seguido de NOTCH4
y NOTCHS; por otro lado, los receptores analizados presentaron perfiles de expresion
con fluctuaciones. NOTCH1 se indujo tempranamente en los dos primeros tiempos y
tardiamente en los Gltimos tiempos, tuvo una caida a las ocho horas y subida a las 24
horas, que coincidié con los perfiles de expresién de ARNm. Al mismo tiempo, la
expresion del receptor NOTCH3 fue mayor a cero horas y una hora de tratamiento, a
diferencia de los demds tiempos y receptores; por tanto, su induccion fue mucho méas
temprana que NOTCH1, con una disminucion de su expresion entre las tres y seis horas,
mientras que a las 10 y 24 horas la expresion fue constante y coincidié con el aumento
de los demas receptores. Este patrén de expresion de NOTCH3, sin embargo, no se
correspondié con el de ARNm. EI NCED de NOTCH4 se indujo a tiempos prolongados,
presentd una expresion similar a NOTCHL1 en el tiempo cero, una bajada en los mismos
tiempos que NOTCH3, subida a las 10 horas, mostrando un nivel y perfil de expresion
similar a NOTCH1 a las 24 horas.

Los datos mostrados fueron similares a lo que reportd la investigacion realizada
en macréfagos murinos en nuestro laboratorio, en la que los perfiles de expresion de los
receptores en monocitos de lineas murinas son semejantes a lo que se esta reportando
para monocitos humanos (47). Esto sugiere que a nivel transcripcional los patrones en
ambas especies son similares y que los mecanismos a este nivel no se ven afectados

por otros procesos.
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Figura 8 . Analisis de la expresion de proteina total obtenida mediante Western Blot de los receptores tras
la activacion de monocitos con LPS (100 ng/ ml). Se muestran dos experimentos representativos que
correspondieron a los Buffy coats BC04 y BCO7. El control de carga considerado fue de la proteina ERK.
A. Proteina obtenida mediante Western Blot del dominio transmembranal (TAD) de NOTCH1 de 120 kDa,
NCID de NOTCH3 de 97 kDa y NCED de NOTCH4 de 150 kDa. B. Analisis de la relacion NOTCH/ERK.

Los datos muestran que NOTCH3 es un receptor clave en la activaciéon
temprana de monocitos, por su activacion a tiempos cortos a nivel de proteina. El hecho
de que el patron de expresion a nivel de ARN no se correlacione directamente con el de
proteina, hecho coincidente en monocitos humanos y murinos, nos da a entender que
el aumento no depende de su sintesis, sino que estaria relacionado por una modulacién
continua por procesamiento postraduccional y/o estabilidad del receptor. Ademas, es
importante sefalar que la expresion temprana de la proteina NOTCH3 es porque que la
region NRR de este receptor es menos estable que la de los demas receptores (55),
por lo que es mas facil de escindir. Asimismo, la expresion a cortos tiempos de este
receptor indico que la via de sefalizacion NOTCH estaria presente en la activacién de
monocitos de manera tempranay en los demas receptores de manera tardia.

Por otro lado, a nivel transcripcional NOTCH3 estaria implicado en la expresion
de citocinas proinflamatorias, como TNFa, ya que como se observa en la imagen
anterior, hay una coincidencia del perfil y maxima expresion de ambos genes a las tres
horas (figura 6 y 8), por lo que este receptor estuvo mas implicado en la activacion del
factor de transcripcién de NF-kB a diferencia de los demas receptores, en consecuencia
se traduce en la expresion de genes proinflamatorios (46). Previamente, se ha

confirmado tal implicacibn mediante ensayos de siARN y en ensayos de ratones
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knockout (47). Un estudio de nuestro grupo de investigacion destaco al receptor
NOTCH3 mediante ensayos de luciferasay shARN, ademas que se corrobor6é mediante
cicloheximidina una modulacién postraduccional y/o estabilizacion del recepto;, también
se ha visto que en extractos nucleares, NOTCH3 se detect6 de manera temprana en el

nucleo, a diferencia de los deméas receptores (47).

6.2. Analisis la expresién de los ligandos candnicos DELTA1l y DELTAA tras la
activacion de los monocitos humanos por estimulacién proinflamatoria con LPS.

Los ligandos candnicos interactian con los receptores NOTCH una vez inducida
la via de sefializacion, y ejercen una fuerza de traccion que permite la liberacion del
NCID al nucleo. El perfil de expresion de estos varia, ya que la interaccion es
estocastica. La expresion de ARNm de DELTAL1 y DELTA4 se muestra en la figura 9.
DELTA4 evidencid niveles de expresion mayores que DELTAL; por otro lado, ambos
ligandos tuvieron una expresion tardia, los perfiles de expresion fueron similares, con
aumentos ligeramente progresivos y una abrupta subida a las 24 horas. En otros
estudios se ha visto que ambos ligandos envian una dinamica de sefializacion pulsatil o
sostenida a través del mismo receptor NOTCH, lo que induce el destino celular opuesto

durante la embriogénesis (56).
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Figura 9. Andlisis de la expresion relativa de ARNm de DELTA1 y DELTA4 obtenida de la activacion de
monocitos con LPS (100 ng/ mL). Se muestra un experimento representativo que corresponde al Buffy coats
BCO03. Los datos se normalizaron con GAPDH considerado como control interno.

El nivel de expresion de DELTA4 coincidié con el de NOTCH1; ademas, el perfil
de expresion fue bastante similar, lo que podria sugerir que este ligando podria modular
de forma mas eficiente la sefializacion NOTCH, a diferencia de DELTAL. El laboratorio
reporto similares resultados mediante ensayos de actividad luciferasa en la linea celular
murina Raw 264.7, en el que se confirma que DELTA4 es un activador importante de la
via de sefalizacién estudiada (57). En dicho trabajo se menciona también que procesos
postraduccionales mediados por proteinas de la familia de glicosiltransferasas Fringe,

gue glicosilan a los receptores NOTCH y que estan relacionados con la afinidad y
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respuesta a los diferentes ligandos, especificamente DELTA-LIKE, fundamenta la
importancia de DELTA4 en la via NOTCH (47). La importancia de las proteinas Fringe
en el proceso mencionado sefiala que es necesario estudiarlas para evaluar su relacién
con los ligandos y receptores NOTCH. Del mismo modo, seria interesante estudiar los
ligandos DELTAS3, JAGGED1 y JAGGED4 en procesos de activacion de monocitos
humanos, para analizar su implicancia en la via de sefializacion NOTCH y verificar si los
perfiles de expresion que han sido estudiados por nuestro grupo de investigacion en

linea murinas Raw267.4 son similares a los de las células humanas.

6.3. Estudio de la expresion del gen diana HES1 durante la activacion de los
monocitos humanos en respuesta a LPS.

El NICD, una vez liberado en el nlcleo, interacciona con CSL/CBF/ RBP-Jk, y
juntos se unen a las regiones promotoras de genes inducibles por NOTCH, lo que
produce la transactivacion de una gran variedad de genes, y recluta coactivadores (32).
Entre los genes diana mejor caracterizados de los receptores NOTCH se encuentra
HESL1. La figura 10 muestra datos de dos experimentos representativos de HES1.

La diana HES1 a nivel transcripcional presenté un patrén de expresiéon con
fluctuaciones, una induccién temprana a partir de la una y tres horas, con disminuciéon
progresiva a la seis horas y caida abrupta a las 24 horas. Al mismo tiempo, el perfil de
expresion de proteina de esta diana NOTCH también presento fluctuaciones, se indujo
el tiempo de una hora, una bajada significativa a las ocho horas y subida a las 24, por
lo que su induccion maxima fue tardia. Ambos perfiles analizados coincidieron en los
tiempos de una y seis horas. La induccién de HES1 sefal6 la activacion de la via de
sefializacion NOTCH, asi como se reporté en un estudio donde se informa sobre la
participacion de la sefializacion de NOTCH en la regulacion de la expresion génica en
monocitos activados (17). Este perfil analizado no fue similar a lo que se reportd en

nuestro laboratorio, con monocitos procedentes de lineas murinas (47).
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Figura 10.A. Andlisis de la expresion relativa de ARNm y de proteina total de HES1 (35kDa) de monocitos
humanos activados con LPS (100 ng/ ml). Se muestran dos experimentos representativos de los Buffy coat
BCO1 y BCO7. Los datos de ARNm se normalizaron con el gen GAPDH y para proteina se empleé como
control de carga a la proteina ERK.

El perfil de expresién a nivel de proteina coincidié con el de NOTCH1 en la
mayoria de los tiempos a excepcion de las tres horas, con NOTCH4 en los tiempos de
cero y una hora, y todos los receptores coincidieron con la bajada de HES1 a las seis
horas. Un estudio y primer informe realizado en células epiteliales, que se cree que son
las progenitoras de las células del sarcoma de Kaposi, sefialé que la expresion de HES1
estuvo modulada por la sefializacion JNK (proteina quinasa N-Terminal), es decir
independiente de la via NOTCH, ya que evidenci6 que la células analizadas a pesar de
presentar bajos niveles de activacion de NOTCH, expresaron niveles elevados de
proteina HES1 (58) . Esto podria fundamentar por qué algunos tiempos de expresion
no coinciden con los de HES1 y receptores. Sin embargo, no se pude negar que
NOTCH/RBP-Jk afecta la localizacion nuclear de NF-kB p50 de una manera candnica
dependiente de NOTCH, posiblemente a través de HES1 o asociacion directa (59).

Una de las limitaciones que ha tenido el trabajo de investigacion fue durante el
procesamiento para obtener a los monocitos, que a pesar de tener una buena cantidad
de células, estas no se pegaban en la superficie, ya que las plaquetas les limitaban
espacio. Referente a esto, una pesquisa sefialdé que los monocitos adherentes
presentaban mayor cantidad de marcadores receptor de manosa (MR) y CD40, que los
monocitos flotantes, por tanto estas diferencias de expresion de los marcadores podrian
ser una indicacion de un estado de activacion moderadamente diferente en los
monocitos (11). Asimismo, al contar con una gran cantidad de células adherentes, se

obtuvo escasa muestra de ARNm y proteina total para el analisis de los respectivos
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genes y proteinas involucradas en la via de sefializacion NOTCH, al contrario que en
linea murinas, razén por la que se mostraron datos de experimentos representativos.

Por otro lado, esta limitaciébn también repercutié en la extrapolacién de los
resultados, ya que se han obtenido en algunos Buffy coats desviaciones considerables
(datos no mostrados), por lo que seria necesario utilizar una mayor cantidad de
muestras para tener un perfil fijo de la expresidn de los receptores. Ademas, es
importante mencionar que se detectaron variaciones interindividuales en los distintos
elementos de la via NOTCH analizados en cada paciente, asi como en la expresion de
TFNa y la activacion de la via NOTCH. Asimismo, en el futuro seria muy interesante
analizar la expresion de las citocinas proinflamatorias con IL6, IL10 y IL12, ya que estan
relacionadas con estos receptores.

A pesar de lo mencionado, la investigacion aporta un avance de la expresién de
los receptores NOTCH en monocitos humanos en el proceso proinflamatorio activado
via TLR4 por LPS. Por lo que, los receptores estarian considerados como una diana

terapéutica frente a enfermedades de tipo inflamatorios, en el que se destaca NOTCHS3.
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7. Conclusiones

Se detectd la expresion de todos los receptores NOTCH en monocitos humanos en

respuesta a la activacion de la sefializacion TLR4, aunque con perfiles distintos.

El receptor NOTCH1 es el receptor con mayor nivel de induccién, mientras que NOTCH3
es el principal receptor temprano, que estaria relacionado con la expresion de genes
proinflamatorios tempranos como TNFa. NOTCH4 parece desempefiar un papel menor

en la via, debido a su induccién tardia a nivel traduccional.

La expresion de los ligandos candnicos DELTAL1 y DELTAA4 tras la activacion de los
monocitos humanos por estimulacion proinflamatoria con LPS revel6 perfiles similares,
aunque DELTA4 podria ser el ligando con mayor implicacion en la interaccion ligando-

receptor.

La expresion del gen diana HES1 durante la activacion de los monocitos humanos en
respuesta al estimulo proinflamatorio anteriormente mencionado demostré un perfil con

fluctuaciones.
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