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Resumen

Los receptores nucleares LXR (Liver X Receptors), constituidos por
las isoformas LXRa y LXRB desarrollan de manera conjunta, funciones
relacionadas con la regulacién del metabolismo del colesterol, de los
acidos grasos y de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, a pesar de que
han transcurrido mas de dos décadas desde su descubrimiento, se
conocen muy pocas funciones especificas, no compartidas, por cada una
de las isoformas de LXR. Por otra parte, los mecanismos moleculares que
se han propuesto hasta ahora para explicar las funciones que desempefan
estos receptores en la regulacién de la respuesta inflamatoria en el
macrofago, son dispares y no esclarecen por completo esta cuestion. Por
ello, es necesario ahondar en el estudio de la regulacién transcripcional
mediada por LXR en el contexto de la activacion de la respuesta inmune

innata en macréfagos.

Esta Tesis Doctoral, aborda esa cuestion desde dos angulos distintos.
Primero, empleando un sistema de expresién ectopica individual, de LXRa
o LXRB en macréfagos inmortalizados y aplicando una estrategia de
activacion farmacoldgica, hemos analizado los cambios globales de
expresion génica y de ocupacion gendmica de LXRa y LXRf, asi como los
cambios epigenémicos en los estados de maxima activacion y maxima
represion. Este estudio nos ha ayudado a establecer un nuevo modelo de
regulacion por los receptores LXR, asi como nuevas dianas génicas y

funciones bioldgicas diferenciales entre las dos isoformas de LXR.

Como resultado de este estudio, decidimos investigar un segundo
aspecto relacionado con las vias de sefalizacion que regulan la expresién
de LXRa, de manera especifica durante la respuesta inmune innata
inducida en macrdéfagos in vitro e in vivo, en respuesta a componentes de
la pared bacteriana. Por otra parte, también estudiamos el programa de
expresion génica regulado especificamente por esta isoforma. Los

resultados revelaron que LXRa participa en la regulacion de varios genes,



Resumen

relacionados con funciones implicadas en el reclutamiento de células
mieloides en respuesta a estimulos inflamatorios, en un modelo de

peritonitis in vivo.

En conclusién, esta Tesis Doctoral aporta evidencias experimentales,
que sugieren que los receptores LXR desempefian funciones
transcripcionales diferenciadas, no solapantes, en el macrofago murino.
Ademas, LXRa desempefia un papel muy importante en la respuesta
inmune innata frente a estimulos inflamatorios, que puede constituir un
punto de partida interesante, que permita explotar estas nuevas funciones
desempefiadas por LXR para combatir las infecciones bacterianas y

viricas.
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Introduccién

1. El sistema inmune.

El sistema inmune esta constituido por diferentes componentes que
tienen como finalidad, la proteccion del cuerpo contra una gran variedad
de organismos invasores. Esta funcion es llevada a término gracias a que
cuenta con una compleja red de tejidos, células y moléculas que
interactuan entre si de manera orquestada, para combatir las agresiones

invasoras ocasionadas por bacterias, virus, hongos y parasitos.

Los principales modos de accion involucrados en la defensa del
cuerpo son la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. La inmunidad
innata representa la primera linea de defensa contra los invasores. Este
mecanismo de defensa, constituido por diferentes tipos celulares y
moléculas, tiene la capacidad de reconocer componentes estructurales de
las paredes microbianas, que se han mantenido muy conservados a lo
largo del tiempo. Por otra parte, la inmunidad adaptativa es un mecanismo
muy selectivo y especifico, por lo que es mucho mas lento en el tiempo,
presentando un retraso entre la exposicién al antigeno y la respuesta
efectora maxima (Figura 1). El sistema inmune también es capaz de
reaccionar frente a cualquier otro tipo de alteracion, como ocurre en la
proliferacion descontrolada de las propias células del cuerpo (células
tumorales), o frente al rechazo de trasplantes de tejidos u 6rganos
(Warrington et al. 2011).

Ademas de las funciones de defensa, el sistema inmune puede
desempefiar muchas otras funciones que son muy importantes para el
organismo, como aquéllas relacionadas con el mantenimiento de las
condiciones de homeostasis tisular (Casanova-Acebes etal. 2014; S.
Wang et al. 2019).
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Figura 1. Componentes del sistema inmune.

El sistema de defensa contra los microorganismos patégenos esta constituido por tres niveles de
actuacion: Barreras anatémicas vy fisiolégicas; Inmunidad Innata; e Inmunidad adaptativa.
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1.1. La inmunidad innata.

La inmunidad innata es capaz de detectar la presencia de
microorganismos, e iniciar los mecanismos necesarios para eliminar
potenciales amenazas infecciosas. La deteccién microbiana se logra a
través de los receptores de reconocimiento de patron (PRRs), codificados
en la linea germinal, que son capaces de analizar tanto el espacio
extracelular como el intracelular en busca de determinantes microbianos
conservados que sirven como indicadores de la infeccion (H. Kumair,
Kawai, y Akira 2011). Los PRRs pueden ser activados por numerosos
componentes estructurales bacterianos, fungicos y virales, para inducir
respuestas inmunitarias innatas que protegen al cuerpo de las amenazas
infecciosas (Medzhitov 2009).

Los PRRs estan constituidos por cinco familias de receptores, segun
las homologias entre sus dominios estructurales: Los receptores tipo Toll
(TLRs), los Receptores de Lectina de tipo C (CLR), los receptores que
contienen un dominio de oligomerizacion de nucledtidos (NOD), los
receptores tipo RIG-I (RLR) y los receptores tipo AIM2 (ALR) (H. Kumar,
Kawai, y Akira 2011). Estas cinco familias de receptores, a su vez, se
pueden agrupar en dos clases, en funcion de dénde se encuentre
localizado el receptor. La primera clase incluye aquellos receptores que se
encuentran unidos a la superficie de la membrana plasmatica y a los
receptores intracelulares que se encuentran en compartimentos
endociticos, como los TLR y las Lectinas tipo C. La segunda clase de
receptores incluye otros que se encuentran localizados en el citoplasma,
como los receptores tipo NOD, RIG o AIM2, cuya principal funcién es la de

detectar a los patdégenos intracelulares.

La activacion de los PRRs conduce a la iniciacion de vias de
sefalizacion especificas, que convergen en la expresion de moléculas

como citoquinas proinflamatorias e interferones, que son criticos para
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iniciar tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa, y activar
funciones celulares efectoras como la fagocitosis, la autofagia y la muerte
celular, con el objetivo final de contener la propagacion de la infeccion
(Deretic, Saitoh, y Akira 2013; Palm y Medzhitov 2009).

1.2. La inmunidad adaptativa.

Por el contrario, la inmunidad adaptativa es un mecanismo de defensa
mucho mas especifico, con una respuesta mas eficaz, que requiere de un
mayor tiempo para su iniciacion. Este mecanismo de defensa esta dirigido
principalmente por células de origen linfoide (Linfocitos T y B). Ambos tipos
de linfocitos se producen constantemente a partir de células madre

precursoras que residen en la médula ésea (Wherry y Masopust 2016).

La inmunidad adaptativa se encuentra bajo el control de la respuesta
inmune innata, en un proceso que requiere tres tipos de sefales: una sefial
inicial proporcionada por las células de la inmunidad innata mediante la
presentacion de péptidos antigénicos, necesarios para la activacion y
expansion de clones de células T, de una manera dependiente de
antigeno. Las células presentadoras de antigeno (APC), producen una
segunda senal a través de moléculas coestimuladoras secretadas por ellas
mismas, unicamente cuando el antigeno presentado esté relacionado con
patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs) (lwasaki y
Medzhitov 2015). De esta manera, el sistema inmune es capaz de distinguir
entre antigenos propios de los foraneos. La tercera sefal consiste en la
produccion de citoquinas como resultado de la activacion de PRRs (Jain y
Pasare 2017). Las citoquinas liberadas al medio ayudan a que las células
T se diferencien en subpoblaciones protectoras de células T, que son
requeridas para la inmunidad del hospedador frente a un patdgeno

determinado.
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1.3. Las células de la inmunidad innata.

La proteccion proporcionada por la inmunidad innata es una tarea en
la que participan un amplio conjunto de células, esenciales para la defensa
contra los organismos invasores. Algunos tipos celulares expresan varios
tipos de PRRs capaces de reconocer multitud de PAMPs y patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPs), que conducen a la produccion de
determinadas citoquinas inflamatorias necesarias para eliminar aquellos
microorganismos invasores o células infectadas por estos. La capacidad
de respuesta que tiene la inmunidad innata no solo es conferida por las
células de origen hematopoyético, sino que también requiere de la
participacion de las células epiteliales que recubren la piel y los tractos

respiratorio, gastrointestinal y genitourinario (Carrillo et al. 2017).

1.4. Las células de origen hematopoyético.

Las células de origen mieloide provienen de precursores
hematopoyéticos localizados en la médula 6sea en el individuo adulto, de
los que derivan células que presentan funciones muy especializadas en la
inmunidad innata como los monocitos, macrofagos, neutrofilos y otras

células mieloides.

1.5. Los monocitos.

El monocito es un miembro del sistema fagocitico mononuclear, una
familia de células mieloides que se origina a partir de precursores
localizados en la médula 6sea, lugar desde donde se incorporan al torrente
sanguineo, para posteriormente ser reclutados a los tejidos de todo el
cuerpo, donde maduran y en ultima instancia se diferencian en macréfagos

tisulares activados o residentes.

La poblacién de monocitos circulantes en sangre es heterogénea, y

se dividen en dos poblaciones, basandose en la presencia de marcadores
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de superficie especificos (LY6C en ratén, CD43 en rata y CD14/CD16 en
humanos). La primera poblacién la constituyen los monocitos clasicos, que
expresan altos niveles de estos marcadores (LYBC" en ratén y CD14" en
humanos). La segunda poblacion, esta constituida por monocitos no
clasicos que expresan niveles muy bajos de los marcadores especificos
(LYBC™ en raton y CD14'° en humanos). Estas subpoblaciones también se
van a distinguir por la expresion diferencial de receptores para
quimioquinas (CCR2 y CX3CR1) (Hume, Irvine, y Pridans 2019). Los
monocitos clasicos, ademas de una vida media muy corta, tienen la
capacidad de migrar a través del endotelio y entrar en los tejidos en
respuesta a determinadas sefales, donde maduran hasta convertirse en
macrofagos o en células dendriticas (DC), células fagociticas
especializadas en la digestiéon de microorganismos patdégenos y en la
eliminacién de restos celulares. Por el contrario, los monocitos no clasicos,
ademas de tener una vida media mucho mas larga en circulacion,
desempefian principalmente funciones de vigilia en los vasos sanguineos,
dando soporte a las células endoteliales (Jakubzick, Randolph, y Henson
2017).

1.6. Los macrofagos.

Los macréfagos constituyen una poblacidon muy heterogénea,
mostrando diversos fenotipos funcionales, promovidos por las senales del
microambiente que los rodea. De manera generalizada, los macréfagos se
pueden dividir en dos tipos de poblaciones principales: una poblacién de
macrofagos especializados residentes en los tejidos, que se subdividen en
diferentes subpoblaciones dependiendo de su localizacion y fenotipo
funcional (Figura 2) (por ejemplo, la microglia en el sistema nervioso
central, los osteoclastos en el hueso, o los macréfagos alveolares en el
pulmén). Estos macréfagos se encuentran en practicamente todos los

tejidos, contribuyendo en el desarrollo, la vigilancia inmunolégica y la
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Figura 2. Subpoblaciones de macréfagos residentes tisulares.

Representacion de las diferentes poblaciones de macéfagos tisulares, LDTFs, SRTFs y sefiales de
nicho implicados en el desarrollo de los macréfagos.

(Modificado de Wouter TJ. et al. Cellular Immunology 2018).
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homeostasis y reparaciéon de los tejidos que colonizan (Murray y Wynn
2011).

En ratones, las primeras células hematopoyéticas aparecen en los
islotes sanguineos del saco vitelino extraembrionario (YS) alrededor de la
etapa E7.5, y producen eritrocitos y macrofagos primitivos, pero no
linfocitos (Bertrand etal. 2005; Palis etal. 1999). En humanos, la
hematopoyesis también se inicia en el YS extraembrionario durante la
tercera semana de desarrollo y se limita a las células eritromieloides
(Tavian y Peault 2003). Los progenitores derivados de YS migran hasta el
higado fetal a través del torrente sanguineo después de la etapa E8.5,
donde se van a propagar. Una vez que se establece la circulacion
sanguinea, se inicia rapidamente la primera ola de hematopoyesis
intraembrionaria (McGrath et al. 2003; Palis y Yoder 2001). Una segunda
ola de hematopoyesis en la etapa E10.5, surge en el embridn de ratdén a
partir de los principales vasos arteriales, dando lugar a las células madre
hematopoyéticas (HSC) pluripotenciales definitivas (Kumaravelu et al.
2002). Posteriormente, las HSC proliferan en el higado fetal hasta alcanzar
su punto maximo en la etapa E16.5 antes de que se produzca la transicion
a la médula 6sea, lugar que se convertira en el sitio principal de la
hematopoyesis en la vida adulta (Cumano y Godin 2007; Orkin y Zon 2008)
(Figura 3).

La otra poblacién la constituyen los macréfagos inflamatorios, los
cuales derivan de los monocitos circulantes, que se infiltran rapidamente
en los tejidos comprometidos por una lesion o infeccion. Este tipo de
macrofago se encarga de eliminar los restos celulares, células muertas,
materiales y antigenos foraneos, de orquestar los procesos inflamatorios y
de reclutar nuevos macrofagos a los lugares de la inflamaciéon (Hume,
Irvine, y Pridans 2019).
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Figura 3. Origen embrionario de los macréfagos.
(Modificado de Udalova I|.A. et al, Nature Reviews. 2016)
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Los macrofagos activados por los estimulos del microambiente
adquieren un fenotipo especifico, estableciendo distintos grupos o
subpoblaciones de macrofagos dependiendo del tipo de estimulo que
reciben, que dara forma a la respuesta del macréfago, promoviendo o
frenando la defensa y la respuesta inflamatoria del hospedador.
Dependiendo de la diversidad de los estimulos del microambiente, de la
cantidad de citoquinas producidas y de la duracion de la exposicion, los
macréfagos desarrollaran funciones especificas, donde cada subpoblacion
mostrara un estado muy particular de polarizacion. De manera habitual,
esta polarizacion del macroéfago ha sido agrupada en dos fenotipos
principales, el macréfago activado clasicamente (macrofago M1), cuya
funcion principal es la de promover la respuesta inflamatoria y mediar en la
defensa del hospedador frente a una granvariedad de patégenos,
y en la inmunidad antitumoral. El segundo estado de polarizacion es la del
macréfago activado alternativamente (macréfago M2), que media en la
resolucion de la respuesta inflamatoria y controla la reparacion vy

cicatrizacion de los tejidos (Atri, Guerfali, y Laouini 2018).

1.7. Los neutrofilos.

Los neutrdfilos, también conocidos como leucocitos
polimorfonucleares (PMN), son el tipo celular mas abundante en la sangre.
En condiciones de homeostasis, los neutréfilos son generados a partir de
las HSC en la médula 6sea, de donde son liberados después de su
maduracién para entrar en el torrente sanguineo, lugar desde el que migran
hacia los tejidos, donde desempefian sus funciones, y donde finalmente
son eliminados por los macrofagos. Los neutréfilos son células efectoras
muy importantes para la inmunidad innata, siendo su principal funcion la
de patrullar continuamente el organismo en busca de algun signo de
infeccién microbiana (Mayadas, Cullere, y Lowell 2014). Cuando detectan

algun tipo de senal indicadora de infeccion, los neutréfilos responden muy
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rapidamente para atrapar y matar a los patdgenos invasores. Se le
reconocen tres mecanismos antimicrobianos principales: la fagocitosis, la
desgranulacién y la liberacion de material nuclear en forma de trampas

extracelulares de neutrofilos (NET) (Rosales 2018).

Cuando el neutrdfilo se encuentra con un microorganismo, lo fagocita
y después de ser encapsulado en el fagosoma, la célula lo destruye usando
mecanismos dependientes de la NADPH oxigenasa (especies reactivas de
oxigeno, ROS), o mediante proteinas antibacterianas (catepsinas,
defensinas, lactoferrina y lisozima). En el mecanismo de desgranulacion,
proteinas antibacterianas, son liberadas de los granulos de los neutréfilos
en los fagosomas o en el medio extracelular, actuando asi sobre patégenos
intra o extracelulares, respectivamente. Los neutréfilos activados también
pueden eliminar los microorganismos extracelulares mediante la liberacion
de NETs. Las NET estan compuestas por un elemento central de DNA, al
que se unen histonas, proteinas (como la lactoferrina y las catepsinas) y
enzimas (como la Mieloperoxidasa (MPO) y la elastasa de neutrofilos) que
son liberadas a partir de los granulos de neutréfilos. De esta manera
inmovilizan a los microorganismos, impidiendo que se propaguen, y
facilitando su posterior fagocitosis (Kolaczkowska y Kubes 2013) (Figura
4).

1.8. La respuesta inflamatoria.

La respuesta inflamatoria es un mecanismo de defensa frente a las
sefales de dano que percibe el organismo (Medzhitov 2010), que esta
constituido por un componente celular y otro molecular, capaces de
minimizar de manera eficiente las infecciones o lesiones que sufre el
organismo, e iniciar los procesos de reparacién que reestablecen las
condiciones de homeostasis y resuelven la inflamacién aguda (Ferrero-
Miliani et al. 2007). Sin embargo, cuando fallan los mecanismos de control

de la respuesta inflamatoria, esta puede volverse crénica, contribuyendo a
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Fagocitosis Desgranulacion NETs

Figura 4. Mecanismos de defensa del neutréfilo.

(Modificado de Kolaczkowska, E. et al, Nature Reviews 2013)
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una gran variedad de enfermedades inflamatorias (Ying Zhou, Hong, y
Huang 2016).

A nivel tisular, la inflamacién viene caracterizada por un
enrojecimiento, hinchazoén, y produccién de calor y de dolor en la zona del
tejido afectada, como resultado de las acciones de las células vasculares
e inflamatorias locales en la zona de la lesion (Takeuchi y Akira 2010). Los
eventos que tienen lugar durante el proceso inflamatorio conllevan cambios
en la permeabilidad vascular, el reclutamiento y acumulacion de leucocitos
y la liberacién de mediadores inflamatorios (Chertov et al. 2000; Ferrero-
Miliani et al. 2007).

1.9. Mecanismos de la respuesta inflamatoria.

La respuesta inflamatoria conduce a la activacién de manera
coordinada, de diferentes vias de sefializacién que regulan los niveles de
mediadores inflamatorios, liberados por las células tisulares e inflamatorias
reclutadas a la zona de la inflamacion (Lawrence 2009). La inflamacion
puede llegar a ser una patologia comun en muchas enfermedades
cronicas, entre las que se incluyen enfermedades cardiovasculares,
intestinales, diabetes, artritis reumatoide y cancer (Libby 2007). Todos los
procesos inflamatorios comparten un mecanismo de accién comun, que se
desarrolla en cuatro fases: En la primera fase, los PRRs de la superficie
celular o endégenos reconocen los estimulos perjudiciales; En la segunda
fase, se activan las vias de sefializacion inflamatorias; En la tercera fase,
se liberan mediadores inflamatorios; y en la cuarta fase, se reclutan células

inflamatorias a la zona afectada.

1.10. Receptores de Reconocimiento de Patréon (PRRs).

Determinadas  estructuras  moleculares  microbianas  muy

conservadas, denominadas PAMPs, pueden desencadenar la respuesta
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inflamatoria a través de la activacion de receptores PRRs especificos,
codificados en la linea germinal, que son expresados tanto en células
inmunes y no inmunes. Algunos PRRs son capaces de reconocer
determinantes moleculares endégenos especificos, producidos durante el
dafo tisular o celular, conocidos como DAMPs (Gudkov, Gurova, y
Komarova 2011). Los DAMPs pueden iniciar y perpetuar una respuesta
inflamatoria no infecciosa (Seong y Matzinger 2004). Las células dafiadas
también pueden activar células inflamatorias innatas en ausencia de

patégenos mediante la liberacion de DAMPs (Ozinsky et al. 2000).

1.11. Receptores “Tipo Toll” (TLRs).

Los TLRs son receptores localizados y distribuidos a lo largo de la
membrana plasmatica, o en estructuras endégenas (fagosomas) de las
células del sistema inmune innato, como los macréfagos y las DC, o incluso
en células no inmunocompetentes como las células epiteliales,
endoteliales y los fibroblastos. Estos receptores permiten detectar la
presencia de moléculas relacionadas con organismos patdgenos y activar
aquellas vias que son necesarias para establecer una respuesta efectora

contra dichos organismos.

Los receptores TLRs, estdn constituidos por glicoproteinas
transmembrana, que se caracterizan por tener un dominio extracelular, un
dominio transmembrana y un dominio intracelular. El dominio extracelular
es el encargado del reconocimiento de los componentes bacterianos o
viricos (denominados ligandos). Este dominio presenta una estructura
similar al de una herradura, que dispone de una region situada en la cara
concava interna, constituida por repeticiones ricas en leucina (Kobe y
Kajava 2001). La variacion que presenta esta region rica en leucina, entre
los diferentes TLRs, se piensa que es la que proporciona especificidad a
cada ligando de TLR (Jin et al. 2007; L. Liu et al. 2008).
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El dominio intracelular de los receptores TLRs, contiene una region de
homologia TLR/IL1R (TIR). En la unién del ligando a los receptores TLRs,
estos pueden homo o heterodimerizar, reclutando moléculas adaptadoras
a través de las interacciones TIR-TIR. Estos dominios intracelulares TIR
son fundamentales para la transduccion de sefiales, y cada uno de los
diferentes conjuntos de moléculas adaptadoras que son reclutadas hasta
estos dominios, explican de manera parcial, las diferentes salidas
transcripcionales que dirige la sefalizacién de cada TLR que es activado

por su correspondiente ligando.

El espacio extracelular es un lugar critico para la deteccion de
patdgenos por el sistema inmune innato, es por esto que los PRRs se
encuentran dispuestos en la membrana plasmatica hacia afuera para servir
a este proposito, y asi poder detectar componentes estructurales de
organismos invasores extrafios. Dentro de la familia de los receptores
TLRs, los miembros TLR1, 2, 4, 5 y 6 reconocen diferentes componentes
estructurales presentes en la superficie externa de los microorganismos, y
sefalizan desde la superficie de la membrana plasmatica, como por
ejemplo el Lipopolisacarido (LPS), que esta presente en las bacterias gram
negativas (TLR4) o el Zymosan, un glucano presente en la pared de los
hongos (TLRZ2) (Brubaker et al. 2015).

Sin embargo, muchos microorganismos patégenos utilizan la via
endocitica para infectar a las células hospedadoras, como ocurre en el
caso de algunas bacterias (Mycobacterium tuberculosis), que modifica los
fagolisosomas y se hospeda en ellos (Zhai et al. 2019), o algunos virus que
aprovechan las condiciones de pH, para inducir la fusién de la membrana
y obtener acceso al citosol. Por estas razones, la ruta endocitica también
es una ubicacién ideal para que residan algunos de los receptores de la
inmunidad innata, ya que estan bien posicionados para detectar los

ligandos bacterianos o viricos liberados durante la degradacion hidrolitica
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o la entrada viral. Dentro de este grupo se incluyen TLR3, 7 y 9, que
reconocen componentes virales como RNA de doble cadena, CpGs o RNA
de cadena sencilla respectivamente y sefializan desde estructuras
intracelulares como los fagosomas, con la excepcion de TLR4, que es

capaz de sefializar desde ambas posiciones (Brubaker et al. 2015).

De todos los miembros de la familia TLR, TLR4 es el mejor
caracterizado funcionalmente. La sefializaciéon de TLR4 en respuesta a la
unién del LPS requiere de un complejo multireceptor, que esta constituido
por la proteina de unién al LPS (LBP), CD14 y MD-2, que actian de manera
secuencial, para extraer el LPS de las bacterias y promover la sefializacion
a través del receptor TLR4. LBP es una molécula soluble que se puede
unir a agregados de LPS, como los que se encuentran presentes en la
pared de las bacterias gram negativas. Con la ayuda de la albumina, LBP
facilita de alguna manera la transferencia de los mondémeros de LPS hacia
CD14 (Eckert et al. 2013). Posteriormente, CD14 transfiere el LPS a MD-
2, una proteina plegada en hoja beta, con un bolsillo hidréfobo que se une
al LPS con alta afinidad (Park et al. 2009). MD-2 es requerido para la
dimerizacion y la sefalizacion intracelular de TLR4 en respuesta al LPS.

Todos los TLR usan la proteina adaptadora MyD88 para la
transduccion de senales, con la excepcion de TLR3, lo que resalta su
importancia en la sefalizacion. MyD88 interactua con TIRAP o con TLR
directamente a través de un dominio TIR carboxilo terminal. Tras la
activacion de TLR4, MyD88 se oligomeriza para formar un gran complejo
de sefializacién llamado myddosoma, que incorpora de 6 a 8 moléculas de
MyD88, TIRAP y los miembros de la familia IRAK (Bonham et al. 2014; Lin,
Lo, y Wu 2010; Motshwene et al. 2009) (Figura 5).

IRAK4 es el primer miembro de la familia en ser reclutado al

myddosoma, y su actividad quinasa es esencial para la transduccion de
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Figura 5. Vias de sefalizacion de los receptores TLRs.

(Modificado de Ming-Ming, H. et al, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2018 & Brubaker, S.W. et al, Annu. Rev.
Immunol. 2015)
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sefiales y la activacion de IRAK1 e IRAK2 (Kawagoe et al. 2008; Suzuki
et al. 2002). Tras la fosforilacion de IRAK4, IRAK1 e IRAK2 interactuan con
MyD88 y el factor 6 asociado con el receptor de TNF (TRAF6), para regular
la activacion de NF-kB (Cao et al. 1996; Kawagoe et al. 2008; Muzio et al.
1997). TRAF6 es una ligasa de ubiquitina E3 capaz de generar cadenas
de poliubiquitinaciéon unidas a K63 (Deng etal. 2000). Estas cadenas
hibridas de ubiquitinacion reclutan complejos quinasas preexistentes,
constituidos por TAK1, TAB1, TAB2 y TAB3. Este complejo a su vez
controla la activacion de la quinasa IkB (IKK) y la proteina quinasa activada
por mitégenos (MAPK), las cuales en ultimo lugar controlan la activacion
de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, respectivamente (Emmerich
et al. 2013).

Desde el segundo sitio de sefializacion, el endosoma, TLR4 controla
dos respuestas importantes: una onda tardia de activacion de NF-kB
(Horng y Medzhitov 2001) y la produccion de interferén de tipo | (IFNa/B).
En la sefalizaciéon de TLR4 desde el endosoma, TRAM y TRIF controlan
la activacion tardia de NF-kB y la produccion de IFNa/B (Yamamoto, Sato,
Hemmi, Hoshino, et al. 2003; Yamamoto, Sato, Hemmi, Uematsu, et al.
2003). La presencia de TRAM en los endosomas es absolutamente
necesaria para la sefializacion de TRAM/TRIF, aunque el movimiento de
TRAM de la membrana plasmatica a los endosomas es independiente del
movimiento de TLR4 a los endosomas mediado por CD14. Se ha
especulado que una vez que alcanza el endosoma, TIRAP es desplazado
del dominio TIR de TLR4 mediante TRAM, lo que permite que la ruta
dependiente de TRIF se active (Enokizono et al. 2013; Kagan et al. 2008;
Piao et al. 2013). El mecanismo por el cual se produce la activacion de NF-
KB en la etapa tardia dependiente de TRIF no esta claro, pero varios
estudios han demostrado interacciones bioquimicas o funcionales entre
TRIF y la proteina quinasa 1 (serinal/treonina) que interactia con el

receptor (RIPK1), la proteina con un Dominio Dead (DD) asociada con el
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receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1 (TRADD) y la caspasa-8, que
promueven la activacién de NF-kB (Figura 5). TRIF también controla la
produccion de IFNa/B mediada por IRF3 a través del reclutamiento del
factor 3 asociado con el receptor de TNF (TRAF3). TRAF3 interactua con
el activador de NF-kB asociado a TRAF (TANK) o proteinas relacionadas
con TANK (Hacker et al. 2006) para reclutar la quinasa 1 de unién a TANK
(TBK1) e IKKe que activan IRF3, regulando asi la produccién de IFNa/p
(Fitzgerald, McWhirter, et al. 2003; Hemmi et al. 2004; McWhirter et al.
2004). La respuesta transcripcional completa inducida por TLR4 a partir de
los endosomas requiere de la activacion de NF-kB en una etapa tardia y la
produccioén de IFNa/B endosomal (K. E. Thomas et al. 2006).

TLR3 también es capaz de activar la sefializacion dependiente de
TRIF, pero a diferencia de TLR4, este proceso no requiere de TRAM
(Figura 5) (Fitzgerald, McWhirter, et al. 2003; Fitzgerald, Rowe, et al.
2003). En este caso, el dominio TIR de TLR3 tiene una alta afinidad por el
dominio TIR de TRIF (Brown et al. 2006; Ulrichts et al. 2007) y es capaz de
unirse directamente a este. EI motivo por el cual la sefalizacién
dependiente de TLR3, no necesita de TRAM no esta claro, pero podria
estar relacionado con la necesidad de que TLR4 requiera de diferentes

moléculas adaptadoras para sefializar en diferentes compartimentos.

1.12. Regulacion de la respuesta inflamatoria.

Durante la diferenciacién del macréfago en la respuesta inflamatoria,
la estructura del genoma sufre una serie de modificaciones que permiten
la reprogramacion de la célula para iniciar una repuesta efectora apropiada
al desafio al que se enfrenta. Cada tipo celular que participa en la
respuesta inmune innata, entre los que se incluyen las diferentes
subpoblaciones de macréfagos y células dendriticas, se caracterizan por
tener respuestas transcripcionales distintas a un mismo estimulo

especifico, y por lo tanto definen funciones biolégicas Unicas para cada tipo
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celular (Smale, Tarakhovsky, y Natoli 2014). Existe una relacién muy
proxima entre los eventos moleculares que se suceden durante la
diferenciacion de un tipo celular determinado y la especificidad de su
respuesta efectora frente a un estimulo especifico. Esta relacion se explica
a través de dos mecanismos: En el primero de ellos, determinadas
proteinas, que juegan un papel directo en respuesta a estimulos
especificos, como determinados receptores, proteinas transductoras de
sefales y factores de transcripcién, son expresados de manera especifica
por un tipo celular dado, durante su diferenciacion (Gilmore y Gerondakis
2011; Smale 2012). En un segundo mecanismo, regiones gendmicas
reguladoras ligadas a genes cuya expresion es inducida a través de
estimulos especificos, estan controlados directamente por factores de
transcripcion determinantes de linaje (LDTFs), a menudo expresados en
un estadio temprano de la diferenciacion, lo que hace que esos genes que
controlan sean susceptibles de ser inducidos, cuando la célula diferenciada
es estimulada (Natoli 2010; Natoli, Ghisletti, y Barozzi 2011).

La estructura de la cromatina parece desempafiar un papel crucial en
los eventos que tienen lugar en las regiones reguladoras del genoma
durante la diferenciacion. La expresion de genes especificos de sefal se
logra a través de la regulacién de regiones promotoras y reguladoras,
colectivamente llamadas "elementos reguladores en cis", a nivel de genes
individuales. Estos elementos gendmicos deben interpretarse dentro del
contexto de la cromatina, cuya unidad basica estructural es el nucleosoma.
Cada nucleosoma esta constituido por un octamero de dos copias de las
histonas H2a, H2b, H3 y H4 rodeadas aproximadamente por dos vueltas
de DNA (unos 146 pares de bases). Las secuencias de nucleétidos de los
fragmentos de ADN tienen una determinada afinidad por el octamero de
histonas, que aumenta con una abundancia creciente de residuos de
guanina y citosina (Struhl y Segal 2013), hasta un determinado punto a

partir del cual, la gran abundancia de estos residuos no favorece el
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ensamblaje del nucleosoma. De hecho, la alta concentracion de residuos
de guanina y citosina en las islas CpG, que representan el 70% de las
regiones promotoras de los genes de mamiferos, interfiere con el
ensamblaje del nucleosoma y, por lo tanto, explica la ausencia de
nucleosomas en estas regiones (Barozzi et al. 2014; Fenouil et al. 2012;
Ramirez-Carrozzi et al. 2009). Los sitios de unién para los factores de
transcripcion dentro de las regiones reguladoras en cis, se encuentran
integradas dentro de secuencias que presentan una alta afinidad por los
nucleosomas (Lidor Nili etal. 2010), lo que sugiere que los factores de
transcripcion deben de competir con los nucleosomas para obtener acceso

a las secuencias de DNA reguladoras. (Figura 6).

Cada histona dentro del octdmero puede ser alterada por diferentes
modificaciones postraduccionales, que se producen principalmente en los
residuos de sus extremos amino terminales, conocidos como "colas de
histonas" (Gardner, Allis, y Strahl 2011). Estas modificaciones especificas,
estan asociadas a diferentes estados funcionales de la cromatina, sin
embargo, la funcién precisa que desempenan solo se entiende
parcialmente (Smale, Tarakhovsky, y Natoli 2014), aunque existen
evidencias que indican que esas modificaciones muestran un papel
importante en la regulaciéon de la respuesta celular (Chan et al. 2015;
Nicodeme et al. 2010).

Las regiones promotoras se caracterizan por mostrar una mayor
presencia de la marca de trimetilacion en la Lys4 de histona H3
(H3K4me3), que de la marca de monometilacion de la H3K4 (H3K4me1) o
dimetilacion de H3K4 (H3K4me2), mientras que las regiones reguladoras,
muestran niveles altos de H3K4me1. Por otra parte, la acetilacién de los
residuos de lisina, entre las que se incluyen la histona H3 Lys9 (H3K9ac)
o Lys27 (H3K27ac), la histona H4 Lys5 (H4K5ac), Lys8 (H4K8ac) o Lys12

(H4K12ac), se asocian con regiones promotoras y reguladoras activas
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Figura 6. Seleccién y activacion de enhancers especificos de tipo celular.
(Modificado de Zhang, D.X. et al, Journal of Molecular Endocrinology 2013)
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transcripcionalmente. Por el contrario, las modificaciones de histonas
asociadas con la represién transcripcional incluyen la trimetilacion de H3
Lys27 (H3K27me3) y H4 Lys20 (H4K20me3).

La gran mayoria de las regiones reguladoras, se caracterizan por
presentar nucleosomas que contienen niveles relativamente altos de la
marca H3K4me1, depositados por enzimas metiltransferasas de histonas
(HMTs) (Heintzman et al. 2007). El papel funcional de H3K4me1 todavia
no esta bien definido, pero parece estar involucrado en interacciones con
proteinas que estabilizan la unién a la cromatina de algunas enzimas
acetiltransferasas de histonas (HATs) (Jeong et al. 2011). Las regiones
reguladoras activas, representan tan solo un subconjunto relativamente
pequefio de todo el repertorio de regiones reguladoras disponibles y
preparadas para la actividad en un tipo celular determinado (Creyghton
et al. 2010; Ostuni et al. 2013; Rada-Iglesias et al. 2011). Estas regiones
también se encuentran asociadas con p300 (Heintzman et al. 2007, 2009),
una proteina de alto peso molecular, que posee un dominio
acetiltransferasa de histonas (J. Chen y Li 2011). p300 y su homologa, la
proteina de union a CREB (CBP), pueden ser reclutadas a regiones
reguladoras y regiones promotoras a través de una amplia gama de
factores de transcripcion, para promover la activaciéon transcripcional

mediante la acetilacién de las colas de histonas en esas regiones.

Los elementos reguladores en cis consisten en combinaciones de
secuencias de union para TFs especificos, agrupados dentro de una region
de unos 150-200 nucledtidos (Sven Heinz et al. 2015). La organizacion
estructural del nucleosoma, proporciona una barrera fisica para la unién de
TFs al DNA. De los cientos de factores de transcripcion especificos
expresados por una célula, solo una pequena fraccién es capaz de unirse
a esas secuencias en el contexto del nucleosoma (lwafuchi-Doi y Zaret

2016). Estos TFs a menudo se denominan "factores pioneros" y coinciden
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en gran medida con los LDTF (Figura 7), es decir, los factores de

transcripcion que determinan “la seleccion” del destino celular.

Dado que las secuencias reguladoras en cis tienen una alta afinidad
por las histonas nucleosomales (Barozzi et al. 2014; Lidor Nili et al. 2010)
y, por lo tanto, estan parcialmente ocluidas, la unién efectiva al DNA
requiere de la combinacién adecuada de secuencias de union para TFs,
con actividad "pionera", que se expresan de manera dependiente del tipo
celular. Analisis bioinformaticos de regiones reguladoras marcadas por
H3K4me1, revelaron una elevada prevalencia de sitios de union para PU.1,
un miembro de la familia ETS de TFs, restringido a células del sistema
hematopoyético, esencial para el desarrollo de macréfagos y células B.
PU.1 se puede unir a regiones reguladoras asociadas con estructuras
inaccesibles de la cromatina, y promover cambios en ellas, que permitan
la unién de otros factores de transcripcion para activar la expresion de
genes vinculados a esas regiones (Smale 2010; Zaret y Carroll 2011). En
estudios realizados por Ghisletti y otros colaboradores, se demostré que
PU.1 posee propiedades que le sugieren un papel como “factor pionero”
(Ghisletti et al. 2010; Sven Heinz et al. 2010). En particular, la expresién de
PU.1 en fibroblastos o en precursores mieloides que carecen de ese TF,
fue suficiente para la deposicion de marcas de H3K4me1 y para los
cambios fisicos sufridos en la organizacion de la cromatina,
especificamente el desplazamiento de los nucleosomas presentes en las
regiones reguladoras. Estos datos sugieren que PU.1, quizas en
combinacion con otros LDTFs, obtienen acceso a secuencias de union en
una etapa temprana de la diferenciacion de los macrofagos y reclutan
complejos de proteinas que metilan las colas de la histona H3 en la
posicion K4 en las regiones reguladoras, alterando la cromatina para
hacerla accesible a factores de transcripcion de respuesta a sefiales
(SRTFs).
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Una observacion importante que surgié del estudio de la expresion de
genes dependientes de sefial en macréfagos, es que muchas regiones
reguladoras que existen inicialmente en un estado denominado
“preparado”, caracterizado por la presencia de H3K4me1 y la ausencia de
H3K27ac, pueden pasan a un estado denominado “activo”, al adquirir
ambas marcas de histonas, de una manera dependiente de sefial (Ghisletti
et al. 2010; S. Heinz et al. 2013; Kaikkonen et al. 2013). Ademas, estudios
de inmunoprecipitacion de cromatina acoplado a secuenciacion (ChlP-
Seq) de varios SRTF, entre los que se incluyen NF-kB, STAT y receptores
nucleares, indican que la mayoria de los eventos de unién al DNA
dependientes de sefial, ocurren en regiones gendmicas accesibles,
muchas de las cuales exhiben caracteristicas de regiones reguladoras
“preparadas” o “activas” (Barish et al. 2010; Ghisletti et al. 2010; S. Heinz
et al. 2013; Kaikkonen et al. 2013) (Figura 6). La union de TFs a regiones
reguladoras proximas a genes cuya expresion es inducida, generalmente
estan asociadas con una ganancia de la marca de histonas H3K27ac,
consistente con el reclutamiento local de enzimas HATSs, que promueven
la transicion de las regiones reguladoras de un estado “preparado” a un
estado “activo” (Ghisletti et al. 2010; S. Heinz et al. 2013; Kaikkonen et al.
2013). La unién de los SRTF se produce principalmente en regiones
reguladoras ya existentes, sin embargo, algunos estimulos promueven la
unién de un pequeno porcentaje de dichos TFs a regiones del genoma
inaccesibles, que conllevan la adquisicion de modificaciones de histonas
asociadas a esas regiones reguladoras (Kaikkonen et al. 2013; Ostuni
et al. 2013), denominadas regiones reguladoras "latentes" o "de novo". La
uniéon de SRTF en esas regiones, ocurre de manera dependiente de la
union de LDTF de macrofagos (Kaikkonen et al. 2013; Ostuni et al. 2013),
por lo tanto, actuando como acompafiantes obligatorios en estos sitios. Sin
embargo, no todos los SRTF pueden unirse y modificar regiones que no
hayan sido marcadas previamente por PU.1y C/EBP. En respuesta al LPS,

AP-1 e IRF8 pueden tener un papel dominante en la apertura de regiones
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gendmicas previamente inaccesibles. De hecho, una gran fraccién de los
eventos de unién de IRF8 inducidos por LPS, ocurren en regiones carentes
de la union de PU.1 (Mancino et al. 2015). En particular, muchas de estas
regiones reguladoras ‘latentes” o de “novo”, conservan esas
modificaciones sufridas en las colas de las histonas una vez que es retirado
el estimulo inicial, asociandose a una respuesta mas rapida y mas fuerte,
cuando se produce una reestimulacion, que la que tuvo lugar durante la
estimulacion primaria (Ostuni et al. 2013). Estas observaciones sugieren
que la deposicion de las modificaciones de histonas proporciona una
memoria epigenémica del estimulo anterior, que facilita las respuestas

posteriores.

2. Superfamilia de receptores nucleares.

La superfamilia de NRs, esta constituida por numerosos factores de
transcripcion, que desempenan funciones relacionadas con el
metabolismo, la inmunidad, el desarrollo embrionario o la reproduccién.
Aunque la gran mayoria de estos factores de transcripcion se encuentran
regulados por metabolitos enddégenos de origen lipidico, como las
hormonas esteroideas, metabolitos derivados del colesterol, los
fosfolipidos y acidos retinoides, actualmente todavia existen algunos
miembros de esta familia, de los cuales se desconoce que metabolitos los
activan, siendo denominados miembros “huérfanos”. Todos los miembros
de esta superfamilia de NRs, comparten la caracteristica de reconocer y
unirse a secuencias especificas del DNA, donde reclutan proteinas
correguladoras y remodeladoras de la cromatina, necesarias para la

activacion o represion de la expresion de sus genes diana.

El receptor del glucocorticoide fue el primer NR descubierto en 1985,
y desde entonces, la familia de NRs se ha ido incrementando, a medida
que se han descubierto nuevos miembros, llegando a formar parte de ella
hasta 48 miembros en humanos (Weikum, Liu, y Ortlund 2018). Hoy en dia
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se conocen numerosas patologias asociadas a actividades aberrantes de
los miembros de esta familia de NRs como el cancer, la diabetes y la
inflamacion crénica (Gustafsson 1998), es por ello que los NRs son objeto

de estudio como potenciales dianas terapéuticas.

2.1. Estructura de los Receptores Nucleares.

Estudios de las estructuras cristalinas de los NRs han determinado
que casi todos los miembros de esta superfamilia comparten una estructura
modular muy similar (P. Huang, Chandra, y Rastinejad 2010; Fraydoon
Rastinejad etal. 2013). La arquitectura principal de los NRs esta
compuesta de cinco médulos o dominios (enumerados de la A hasta la H),
donde cada uno de estos dominios desempefia una funcién especifica en
la actividad del NR (Pawlak, Lefebvre, y Staels 2012) (Figura 7).

= A/ B: Dominio N-terminal (NTD): El NTD es un dominio en el que
existe muy poca conservacion en la secuencia de aminoacidos entre los
diferentes miembros de la superfamilia de NRs, por lo que existe una
gran variedad en el tamario de este dominio (Figura 7). Este dominio
contiene una regidon denominada funciéon activadora 1 (AF-1), que
interactta con numerosas proteinas correguladoras de manera
dependiente del tipo celular y de la region reguladora a la que se une
en el genoma (R. Kumar y Thompson 2003). Esta regién es susceptible
de sufrir modificaciones postraduccionales, entre las que se incluyen la

fosforilaciéon, sumoilacion y acetilacién (Anbalagan et al. 2012).

= C: Dominio de unién al DNA (DBD): Este es el dominio mas
conservado entre todos los NRs (Robinson-Rechavi y Laudet 2003). El
DBD esta constituido a su vez por dos subdominios que contienen
cuatro residuos de cisteina que coordinan un ion zinc para crear un
motivo candnico denominado “dedo de zinc”, a través del cual se une al
DNA (Gronemeyer y Moras 1995).
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Figura 7. Estructura de los miembros de la superfamilia de receptores nucleares.
(Modificado de Weikum, E.R. Protein Science 2018)
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= D: Regidn bisagra: La region bisagra es una regién corta y flexible que
hace de conexién entre el DBD y el dominio de unién al ligando (LBD)
(Pawlak, Lefebvre, y Staels 2012). Esta region es la que presenta la
secuencia mas corta en tamafio y menos conservada entre todos los
NRs.

= E: Dominio de unién a ligando (LBD): El LBD es un dominio complejo
de sefalizacién alostérico, en el que ademas de interactuar con el
ligando, también interactua directamente con proteinas correguladoras
(Moras y Gronemeyer 1998; Weatherman, Fletterick, y Scanlan 1999).
Este dominio esta bastante conservado estructuralmente, vy
normalmente suele estar constituido por hélices a y hojas B que se
pliegan en capas paralelas para formar un sandwich alfa helicoidal
(Wurtz et al. 1996). Este pliegue crea un bolsillo de unién al ligando
hidréfobo en la base del receptor (Johnson etal. 2000; Moras y
Gronemeyer 1998; Nolte etal. 1998). EI LBD contiene otra regioén
denominada funcién activadora 2 (AF-2), que se compone de las hélices
3, 4 y 12. La hélice 12, también denominada funcién activadora de
hélice (AF-H), ha demostrado ser conformacionalmente dinamica al
unirse el ligando, alterando la orientacion de AF-2 para facilitar la
interaccion con diferentes proteinas correguladoras (Moras vy
Gronemeyer 1998; Wurtz et al. 1996).

2.2. Interaccion de los Receptores con sus ligandos.

Los NRs tienen la capacidad de reconocer y de unirse a una gran
variedad de pequefios metabolitos, de origen lipidico, como hormonas,
lipidos y acidos retinoides, que difunden o son transportados a través de la
membrana plasmatica (Xu y Lambert 2003). En ausencia de ligando, los
NRs tienden a ser inestables, sin embargo, la unién del ligando al NRs
aumenta considerablemente la estabilidad del LBD, y una menor

degradacion proteolitica observada en los NRs cuando estos se
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encuentran unidos al DNA y a sus ligandos, en comparaciéon con aquellos
que no lo estan (Gee y Katzenellenbogen 2001; Johnson et al. 2000;
Kallenberger etal. 2003; Keidel, LeMotte, y Apfel 1994). Esta
estabilizacion, entre otros factores, facilita la unién de correguladores
(Darimont et al. 1998).

Los ligandos se unen al receptor dentro del bolsillo de unién en la base
del LBD. Este bolsillo se compone aproximadamente de un 75% de
residuos hidrofobos, pero también contiene residuos polares que son
criticos para que se lleven a cabo interacciones de puentes de hidrégeno
con el ligando (Wurtz et al. 1996). Estos enlaces de hidrégeno ayudan a
posicionar al ligando en la orientacion correcta (Figura 8). Estas
diferencias aseguran que los ligandos naturales estén unidos por el
receptor correcto. La seleccién de ligandos se logra ademas por la
diferencia existente en el tamafio de las cavidades de los LBDs entre los
diferentes NRs (Egawa et al. 2016; He et al. 2014; Mi et al. 2003).

2.3. Interaccion de los Receptores con el DNA.

Los DBD de los NRs se unen a diferentes secuencias o “elementos de
respuesta” (REs) del DNA cuyas secuencias de nucleétidos pueden tomar
la forma de un palindromo, una repeticion directa o un sitio monomeérico,
extendido (Gronemeyer y Moras 1995; Khorasanizadeh y Rastinejad
2001). Los receptores de esteroides (SR), se unen a repeticiones
palindrémicas que contienen dos repeticiones de la secuencia AGGACA,
separadas por una region espaciadora que varia en longitud. Se ha
demostrado que la longitud de este espaciador modula de forma alostérica
los SR, regulando programas transcripcionales muy variados (Schwabe,
Chapman, y Rhodes 1995; Schwabe y Rhodes 1991). Sin embargo, la
longitud del espaciador mas comun es de 3 pares de bases (Lefstin y
Yamamoto 1998; Luisi et al. 1991; Meijsing et al. 2009). Entre los NRs que
se unen a repeticiones directas, se incluyen los heterodimeros RXR-RAR,
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Figura 8. Interaccion de miembros de la Superfamilia de Receptores Nucleares con el ligando.
(Modificado de Weikum, E.R. Protein Science 2018)
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-LXR, -GCNF, o -VDR entre otros (Khorasanizadeh y Rastinejad 2001; F.
Rastinejad et al. 1995). Estas repeticiones directas se componen de dos
secuencias AGGTCA separadas por una secuencia espaciadora que varia
entre 0 - 5 pares de bases de longitud. Finalmente, el homdlogo del
receptor hepatico 1 (LRH-1) y el factor esteroidogénico 1 (SF-1), son
ejemplos de receptores que se unen a secuencias monomeéricas
extendidas (Little et al. 2006; Weikum et al. 2016). Estas  secuencias
monomeéricas extendidas contienen un sitio AGGTCA y una secuencia rica

en A/T directamente en sentido ascendente (Figura 9).

2.4. Interaccion de los Receptores con proteinas
correguladoras.

Después de la unién al DNA, los NRs reclutan una gran variedad de
proteinas conocidas colectivamente como correguladores (Lonard y
O’'malley 2007; Millard etal. 2013). Hasta la fecha, se conocen
aproximadamente unas 200 proteinas correguladoras diferentes, que se
clasifican en dos categorias principales: coactivadores y correpresores
(Lonard y O’malley 2007; McKenna, Lanz, y O'Malley 1999). Estas
interactuan directamente con los NRs en las regiones AF-1 y AF-2 (R.

Kumar y Thompson 2003).

La discriminacion entre la union del coactivador o del correpresor se
ha relacionado con la flexibilidad conformacional de la hélice H12 de la
region AF-2 (Nagy y Schwabe 2004; Wurtz et al. 1996). Originalmente, se
planted que, tras la unién del ligando, habia un reordenamiento estructural
de la hélice H12, lo que provocaba que este se cerrara de golpe, sin
embargo, este fendmeno solo se observd en unas pocas proteinas
(Brzozowski etal. 1997). El modelo actual, que es el "modelo de
estabilizacién dinamica", sugiere que la hélice H12 no esta en una posicién
fija, sino que es dinamica. La unién del ligando estabiliza la hélice en una

conformaciéon mas fija (Pissios et al. 2000).
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Figura 9. Interaccion de los Receptores Nucleares con el DNA.

(Modificado de Rastinejad, F. et al, Journal of Molecular Endocrinology 2013)
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2.5. Regulacién transcripcional mediada por Receptores
Nucleares.

Los NRs modulan la actividad transcripcional a través de distintos
mecanismos que finalmente resultan en la activacién o la represiéon de
programas genéticos especificos. La activacion transcripcional tiene lugar
una vez que se ha producido la unién del ligando al NR, estabilizandolo en
un estado activado (Y. Li, Lambert, y Xu 2003). En este estado, los NRs
reclutan proteinas coactivadoras, que inician la formaciéon de grandes
complejos de proteinas que contienen enzimas modificadoras de histonas
como las HATs, o las HMTs (Bulynko y O’Malley 2011; Gadaleta y Magnani
2014). Estas enzimas que conforman los complejos coactivadores, facilitan
la apertura de la cromatina, haciéndola accesible a nuevas proteinas
reguladoras. Finalmente, la maquinaria transcripcional y la RNA
polimerasa |l son reclutadas para iniciar la transcripcion (Acevedo y Kraus
2004).

Por otra parte, los NRs pueden reprimir la actividad transcripcional
mediante dos mecanismos diferentes. En el primero de ellos, los NRs
pueden unirse a los correpresores en ausencia de ligando (Glass y
Rosenfeld 2000). Estas proteinas correpresoras, reclutan enzimas
modificadoras de histonas, como las histonas deacetilasas (HDACS)
(Lonard y O’malley 2007), que actuan en sentido opuesto a como lo hacen
las HATSs, cerrando la cromatina, y por lo tanto bloqueando el acceso de la
magquinaria transcripcional al DNA (Glass y Rosenfeld 2000; Tetel, Auger,
y Charlier 2009). En el segundo mecanismo de accion, los NR pueden
interactuar con REs “negativos" (Hudson, Youn, y Ortlund 2013; Surjit et al.
2011). La unién a estas secuencias hace que los NRs adopten una
conformacién diferente a la que adoptan cuando se unen a REs "positivos”,
lo que favorece el reclutamiento de correpresores para bloquear la

transcripcion.
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2.6. Los Receptores X Hepaticos (LXRs).

Los LXRs son NRs que tienen funciones fundamentales en el control
transcripcional del metabolismo de los lipidos. LXR funciona como un
sensor biolégico de oxisteroles, por lo que su actividad transcripcional se
induce en respuesta a niveles celulares elevados del colesterol. Los LXRs
se unen al DNA y regulan la expresion de genes que codifican proteinas
involucradas en la absorcion, transporte, flujo, excrecion y conversion del
colesterol en acidos biliares. Las acciones coordinadas especificas de
tejido, de la via de sefalizacion de LXR mantienen la homeostasis
sistémica del colesterol y regulan las respuestas inmunitarias e
inflamatorias. Los LXRs también ejercen efectos importantes sobre el
metabolismo de los fosfolipidos, que, junto con el colesterol, son
componentes principales de las membranas celulares. La capacidad de la
via de senalizacion de LXR para acoplar los niveles de esteroles celulares
con la saturacion de los acidos grasos en los fosfolipidos de la membrana
tiene implicaciones en numerosos procesos fisiolégicos, Incluyendo la
produccién de lipoproteinas, la absorcién de lipidos en la dieta y la

proliferacion de células madre intestinales (B. Wang y Tontonoz 2018).

Por otra parte, al igual que ocurre con otros receptores nucleares, la
activacion de LXR tiene un papel antiinflamatorio, inhibiendo la actividad
transcripcional dependiente de sefal, de genes proinflamatorios regulados
por NF-kB, AP-1 y otros factores de transcripcion. Se ha demostrado que
los agonistas sintéticos de LXR mejoran la aterosclerosis y una amplia
gama de trastornos inflamatorios en modelos animales preclinicos (Fessler
2018).

2.7. Tipos de receptores LXRs.

Los receptores LXR estan presentes en dos isoformas, codificados
por dos genes diferentes, LXRB (Nr1h2) y LXRa (Nr1h3) (Janowski et al.
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1999). La isoforma LXRa se expresa mayoritariamente en el higado, en
determinados macroéfagos tisulares, y en menor medida, en el rifidn, el
intestino delgado, el bazo y la glandula suprarrenal (Apfel et al. 1994; Willy
et al. 1995). Por el contrario, LXR se expresa de forma ubicua (Song et al.
1995). LXRa consta de 447 aminoacidos (Willy et al. 1995), mientras que
LXRP contiene 461 (Shinar et al. 1994). Las regiones DBD y LBD de LXRa
y LXR} tienen 75.6% y 74% de identidad de secuencia, respectivamente
(Tice et al. 2014). Tanto LXRa como LXR[ funcionan como heterodimeros
con el receptor RXR. LXR/RXR es un "heterodimero permisivo" que puede
ser activado tanto por el agonista de LXR como por el &cido 9-cis retinoico,
un ligando especifico de RXR. El complejo LXR/RXR se une a un elemento
de respuesta a LXR (LXRE) en la regiéon promotora de los genes diana,
que consta de dos repeticiones directas de nucledtidos hexaméricos,
AGGTCA, separados por uno o cuatro nucleétidos (DR1 o DR4) (Hu et al.
2003). Se han identificado numerosos genes diana de LXR, como las
isoformas A1, G1, G5 y G8 del transportador tipo “cassete” de union al ATP
(Abcat, Abcg1, Abcgb y Abcg8), apolipoproteina E (ApoE), la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (Cefp), la sintasa de acidos grasos
(Fas), la enzima colesterol 7a-hidroxilasa o citocromo P450 7A1 (Cyp7a1)
y la proteina de union al elemento regulador de carbohidratos (Chrebp)
(Edwards, Kennedy, y Mak 2002). A través de estos genes diana, LXR
regula los diferentes procesos bioldgicos que estan implicados en las
funciones normales del metabolismo y la inflamacién, o en estados

patolégicos como consecuencia de una pérdida de la funcién de LXR.

2.8. Mecanismos de accion de los Receptores LXR.

La regulacion de la transcripcion a través de los LXRs puede
explicarse mediante tres mecanismos diferentes de accion: represion
independiente del ligando, activacion dependiente del ligando y la

transrepresion. La represion/activacion especifica de la actividad de LXR,
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es dependiente del tipo celular y del gen diana. En el mecanismo de
represiéon independiente de ligando, el heterodimero LXR/RXR inhibe la
transcripcion mediante el reclutamiento de los correpresores (NCoR) y
(SMRT) en ausencia de ligando (Codina et al. 2005; Hu et al. 2003). En el
segundo mecanismo de activacion directa dependiente de ligando, la unién
del ligando a LXR, inicia la disociacion de los correpresores, seguida por el
reclutamiento de coactivadores, y comienza la actividad transcripcional de
sus genes diana. En el tercer mecanismo de transrepresion, la modificacion
postraduccional con péptidos SUMO de LXR, inducida por el ligando, le
permite unirse a complejos correpresores, evitando su disociacién, lo que
conlleva a una regulaciéon negativa de forma indirecta de la transcripcion
de genes diana proinflamatorios como Cox2, Mmp9, /16, Mcp1, Nos2 e 1118,
regulados por los factores de transcripcion NF-kB y AP-1 (Ghisletti et al.
2007) (Figura 10).

2.9. Funcion de los receptores LXRs en el metabolismo.

Los receptores LXR, especialmente el receptor LXRa hepatico,
desempefian un papel importante en la homeostasis del colesterol,
principalmente mediante la regulacion de la expresion de proteinas
implicadas en procesos relacionados con el transporte reverso del
colesterol (RCT), el catabolismo y la excrecion del colesterol (Zhang et al.
2012). Estudios realizados en ratones deficientes para LXRa hepatico,
revelaron que la pérdida de LXRa, afectd la conversion del colesterol en
acidos biliares a través de la enzima (CYP7A1), favoreciendo la excrecion
de colesterol biliar directamente a través de sus genes diana Abcgb y
Abcg8 (Yu et al. 2003). EI mantenimiento de los niveles homeostaticos del
colesterol, es un proceso mediante el cual el exceso de colesterol en los
tejidos periféricos es transferido hasta las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), para ser transportado hasta el higado y luego excretado en forma

de &cidos biliares. El paso inicial en el RCT es el flujo de salida del
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Figura 10. Mecanismos de accién de los receptores LXRs.
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colesterol celular, lo que implica la transferencia del colesterol libre a la
apolipoproteina A1 (APOA1) o pre-HDL. El flujo de salida del colesterol
celular estd mediado principalmente por ABCA1 y ABCG1, dos de las
primeras proteinas identificadas como genes diana de LXR (Kennedy
et al. 2005; Venkateswaran et al. 2000). LXR también regula mdultiples
aspectos del metabolismo del colesterol intestinal mediante el control de la
expresion de varios genes diana. Por ejemplo, la activacion de LXR en el
intestino promueve la excrecion de colesterol fecal mediante la induccion

de la expresion de Abcgb 'y Abcg8 (Figura 11).

Las vias de sefializacion de LXR y de la proteina 2 de unién al
elemento regulador de esteroles (SREBP2), trabajan conjuntamente para
mantener los niveles homeostaticos de esteroles celulares y sistémicos.
Mientras que LXR facilita la eliminacion del exceso de colesterol en
respuesta a sus altos niveles celulares, SREBP2 promueve la biosintesis
y la captacion del colesterol en respuesta a los bajos niveles presentes en
las células. Estudios realizados durante la ultima década, ha revelado que
estas dos vias clave se encuentran interrelacionadas a varios niveles.
Mientras que SREBP2 activa la regulacion transcripcional de ABCA1
mediante la generacion de ligandos de oxisterol de LXR (Wong, Quinn, y
Brown 2006), la activacion de LXR en el higado inhibe la biosintesis del
colesterol a través de la induccion por LXR de la secuencia de RNA no
codificante (Lexis) (Sallam et al. 2016).

La expresion del receptor de LDL (LDLR), una proteina de la superficie
celular, esencial para la captacién del colesterol contenido en LDL y en el
mantenimiento de los niveles plasmaticos del colesterol (Russell et al.
1984), esta regulada a nivel transcripcional por SREBP2. En respuesta a
niveles bajos de colesterol, SREBP2 conduce la transcripcion de los genes
que codifican para las proteinas involucradas en la biosintesis del

colesterol y la captacion de colesterol LDL (Hua et al. 1993). LXR induce la
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Figura 11. Funcién de los receptores LXR en el macréfago.
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expresion de la proteina inducible de degradacion del LDLR (IDOL;
también conocido como MYLIP), una proteina ligasa de ubiquitina E3 que
degrada el LDLR y las proteinas relacionadas con el receptor VLDL
(VLDLR) y el receptor 2 de apolipoproteina E (ApoER2), a través de
endocitosis independiente de clatrina, y su degradacion lisosomal mediada
por los cuerpos multivesiculares (Hong et al. 2010; Scotti et al. 2013; Zelcer
et al. 2009) (Figura 11).

Ademas de su importancia en la modulacion homeostatica del
colesterol, LXR también es un regulador clave de la lipogénesis de novo
en el higado (Joseph et al. 2002; Repa, Liang, et al. 2000; Schultz et al.
2000). La administracion de agonistas de LXR sintéticos a ratones aumenta
los niveles hepaticos y plasmaticos de triglicéridos debido a una mayor
biosintesis de acidos grasos y la secrecién de VLDL (Schultz et al. 2000).
La actividad lipogénica de LXR se debe, en gran medida, a la induccién
transcripcional del gen que codifica para Srebp7c, un activador de
transcripcion central de la biosintesis de acidos grasos. Ademas, los LXR
activan directamente la transcripcién de varios genes lipogénicos a través
de LXRE en sus regiones promotoras, entre los que se incluyen a la sintasa
de acidos grasos (Fasn) (Joseph et al. 2002) y la estearoil coenzima A
desaturasa 1 (Scd7) (Chu et al. 2006). Ademas, LXR también modula la
expresion de otro regulador lipogénico, Chrebp. Curiosamente, LXR
también es capaz de regular la expresion de Srebpic, a través de ofras
sefales, como los niveles de insulina (G. Chen et al. 2004; Tian, Goldstein,

y Brown 2016) y los acidos grasos poliinsaturados (Yoshikawa et al. 2002).

2.10. Funcioén de los Receptores LXR en la inflamacion.

Al igual que otros receptores nucleares, como los GR y los RAR, LXR
también desempefia una actividad antiinflamatoria (Zelcer y Tontonoz
2006). Estudios en sistemas de cultivo celular in vitro, indican que el

tratamiento previo con agonistas de LXR puede atenuar la respuesta
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inflamatoria inducida por la exposicion posterior al tratamiento con LPS.
Andlisis de expresién génica indican que el tratamiento con agonistas de
LXR puede limitar la regulacion de la transcripcion de genes inflamatorios
como Tnfa, Cox2, Nos2y la Mmp9, por los factores de transcripcion NFkB
y AP-1 (Castrillo, Joseph, Marathe, et al. 2003; Ghisletti et al. 2007, 2009;
Joseph et al. 2004). Por otro lado, la activacion de los receptores TLR3 y
TLR4 a través de la infeccion viral o bacteriana reprime de forma aguda la
actividad transcripcional de LXR, lo que conduce a una disminucion de la
expresion de los genes diana de LXR (Castrillo, Joseph, Vaidya, et al.
2003). La inhibicion de LXR dependiente de TLR requiere la actividad de
IRF3, un factor de transcripcion proinflamatorio adicional. Sin embargo,
aun no se han determinado con exactitud, las bases moleculares que
conducen a la inhibicién de la actividad LXR por IRF3. Curiosamente,
estudios de lipiddomica han demostrado que las infecciones bacterianas o
virales en macréfagos aumentan significativamente los niveles del agonista
enddgeno de LXR, 25-hidroxicolesterol (Blanc et al. 2013; S.-Y. Liu et al.
2013; Reboldi et al. 2014).

Se han propuesto diversos mecanismos que explican la actividad
antiinflamatoria de LXR, por lo que es muy probable que multiples vias
converjan con el fin de limitar la sefalizacién inflamatoria. Ghisletti y
colaboradores, demostraron que la expresion génica proinflamatoria era
reprimida en ausencia de sefales inflamatorias, por los complejos
correpresores NCOR1 y SMRT, los mismos correpresores que interactian
con los receptores nucleares (Ghisletti etal. 2009). Las sefales
proinflamatorias conducen a la liberaciéon de esos correpresores, a través
de un mecanismo dependiente de la actina, que requiere la proteina
coronina 2A (CORO2A), un componente adicional de los complejos
correpresores, que se une al factor de transcripcion NFKB y recluta
coactivadores, regulando positivamente genes proinflamatorios (W. Huang

et al. 2011). El tratamiento con agonistas de LXR provoca modificaciones
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postraduccionales del NR, al que se le agregan pequefos péptidos SUMO,
similares a la ubiquitina, en un proceso denominado SUMOylacion
dependiente de ligando, en el cual participan especificamente SUMO?2,
UBC9 y HDAC4, favoreciendo que LXR SUMOylado sea reclutado hacia
los complejos correpresores NCOR1/HDAC3 que se encuentran presentes
en los promotores de genes proinflamatorios, a través de su interaccion
con CORO2A (Ghisletti et al. 2007; W. Huang et al. 2011). La interaccion
SUMO-LXR/CORO2A impide la liberacion de los complejos correpresores
dependientes de la senal inflamatoria, conduciendo a una disminucion de
la expresion de genes proinflamatorios. Dado que no se requiere de la
union directa al ADN para reclutar LXR a los promotores de genes
proinflamatorios, este mecanismo se ha denominado “transrepresion”. Por
otra parte, este mecanismo de represidon de la respuesta inflamatoria
dependiente de agonistas de LXR, se pierde en macréfagos derivados de
higado fetal, preparados a partir de ratones deficientes en NCOR1
(Ghisletti et al. 2009).

Sin embargo, otros estudios que han explorado la actividad
antiinflamatoria de LXR, no son consistentes con este modelo de
transrepresion. Mediante ensayos in vitro, realizados con macréfagos
deficientes para las dos isoformas de LXR (LXRa/f -/-), reconstituidos con
un LXR que porta mutaciones en los sitios especificos de SUMOylacion,
se demostré que la modificacion de SUMOylacién no era necesaria para la
actividad antiinflamatoria de LXR (lto etal. 2015). Por otra parte, los
estudios de transrepresion descritos anteriormente sugieren que NCOR1
desempefa un papel critico en la actividad antiinflamatoria dependiente de
LXR (Ghisletti et al. 2009). Sin embargo, Li y colaboradores encontraron
que la deficiencia de NCOR1 en macréfagos, disminuye paraddjicamente
la inflamacion (P. Li et al. 2013). Estos macréfagos deficientes en NCOR1
muestran niveles de expresion elevados para varios genes diana de LXR

(mecanismo denominado “desrepresion”), entre los que se incluyen Scd,
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Scd?2 y otros genes involucrados en la sintesis de acidos grasos. Ademas,
Li y colaboradores sugieren que existe una induccién de genes regulados
por LXR, que codifican enzimas involucradas en la biosintesis de acidos
grasos de cadena larga (PUFA), los cuales se conoce que presentan
actividad antiinflamatoria, como el acido palmitoleico, el acido
eicospentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA), que son
esenciales para el fenotipo antiinflamatorio observado en ratones
deficientes en NCOR1 (P. Li etal. 2013). La observacién realizada por
Qishi y colaboradores, que indica que el tratamiento de los macréfagos con
LPS in vitro inhibe de forma transitoria la sintesis de acidos grasos (Oishi
et al. 2017), apoya aun mas la hipétesis de que los acidos grasos pueden
jugar un papel importante en la limitacién de la inflamacion. Se ha
propuesto que el restablecimiento de la sintesis de los acidos grasos a las
24 horas de la administracion del LPS, desempefia un papel crucial en la
fase de resolucion de la respuesta inflamatoria mediada por SREBP1c de
forma independiente de la actividad de LXR (Oishi et al. 2017).

Junto con la regulacion de la biosintesis de acidos grasos, LXR
también modula la composicién de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica, regulando directamente la expresion de Lpcat3, una enzima
que remodela los fosfolipidos, al intercambiar los acidos grasos en la
posicion sn-2 (Hashidate-Yoshida et al. 2015; Rong et al. 2013, 2015). Por
lo tanto, la capacidad de LXR para regular de manera coordinada la
sintesis de acidos grasos y Lpcat3, conduce a una mayor incorporacion de
PUFAs en los fosfolipidos. Rong y colaboradores demostraron que
LPCAT3 pueden reducir la inflamacién al regular la activaciéon de la quinasa
inflamatoria de manera indirecta, a través de los cambios que produce en
la composicion de los lipidos de la membrana plasmatica, afectando a la
disponibilidad del sustrato para la produccién de mediadores inflamatorios
(Rong et al. 2013). Mediante un mecanismo muy parecido al de LPCAT3,

se ha demostrado que el flujo de salida de colesterol dependiente de
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ABCA1 altera la organizacion de la membrana plasmatica, alterando el
reclutamiento de los componentes de la senalizacion TLR, MyD88 y
TRAF®, e interrumpiendo la sefializacion del receptor, y por lo tanto, inhibe
la activacion de genes diana de NF-kB (Ito et al. 2015). En otro trabajo
similar, se describid que otro correpresor de LXR, denominado NCOA5
reprime la expresion de ABCA1 vy el flujo de salida de colesterol a través
de la interferencia de la via de sefalizacion de TLR3 (Gillespie et al. 2015).
De hecho, Ito y colaboradores demostraron que la induccién de ABCA1
dependiente de LXR, es necesaria para que los agonistas de LXR
disminuyan la inflamacién (Ito etal. 2015). Por el contrario, se ha
demostrado que la deleccion genética de Abca? en macréfagos aumenta
la expresion de genes proinflamatorios (Pradel et al. 2009; Westerterp
et al. 2013). Estos estudios establecen una interrelaciéon entre ABCA1 y la
sefalizacion inflamatoria, vinculando directamente la capacidad de LXR
para promover la homeostasis del colesterol y la regulacién de la

inflamacion.

2.11. Funcién antimicrobiana de los Receptores LXR.

Diversos estudios sobre el papel de LXR en la resistencia a
infecciones virales o bacterianas han demostrado que este NR desempefia
un papel muy importante. En ensayos llevados a cabo con infecciones
bacterianas generadas por microorganismos como L. monocytogenes, B.
anthracis, E. coli y S. Typhimurium, se ha demostrado que LXR tiene un
papel fundamental en la supervivencia del macréfago, previniendo la
apoptosis inducida por las bacterias (Joseph et al. 2004; Valledor et al.
2004) y contribuyendo a la eliminacién y resistencia a la infeccién por L.
monocytogenes. LXR también se ha relacionado con la respuesta
fagocitica del macréfago durante la infeccion por S. Typhimurium. Los
agonistas de LXR reducen los niveles intracelulares de NAD+ de una

manera dependiente de CD38, contrarrestando los cambios inducidos por
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S. Typhimurium en la morfologia del macréfago y la distribucién de actina-
F en el citoesqueleto (Matalonga et al. 2017). En modelos de ratén, el
tratamiento con agonistas de LXR mejora los signos clinicos de la infeccién
por Salmonella de forma dependiente de CD38 (Matalonga et al. 2017).
LXR también se encuentra implicado en la resistencia a la infeccién con M.
tuberculosis (Leopold Wager, Arnett, y Schlesinger 2019). Macréfagos
infectados con M. tuberculosis incrementan la regulaciéon de LXRa (Bouttier
etal. 2016), mientras que su deficiencia disminuye el control sobre el
crecimiento bacteriano intracelular (Korf et al. 2009; Mahajan et al. 2012).
La acumulacién de cuerpos lipidicos en los macrofagos esta asociada con
respuestas sensibles a la infeccidon con M. tuberculosis. La activaciéon de
LXRa en macréfagos THP-1 aumenta la expresion de Abca? y Abcg1,
responsables del flujo de lipidos, lo que resulta en una disminucién de la
formacién de cuerpos lipidicos durante la infeccién con M. tuberculosis
(Bouttier et al. 2016).

El incremento en los niveles de expresion de Abca1, controlado por la
actividad de LXR se relaciona con la supresion del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) en ratones humanizados (Mujawar et al.
2006). El pretratamiento de los macréfagos humanos con el agonista de
LXR, TO901317 reduce la susceptibilidad de los macréfagos a la infeccion
por VIH, correlaciondndose con la reduccion de las balsas lipidicas y la
regulacion positiva de la expresion de Abca1. La administracion profilactica
y terapéutica del agonista de LXR en ratones aumenté la resistencia a la
infeccion por VIH y redujo la lipidemia (Ramezani etal. 2015).
Recientemente, se ha relacionado la sefializacion de LXR en la proteccion
contra el gammaherpes virus MHV68, en la que el virus incrementa la
expresion de LXRa de una manera dependiente de interferon de tipo 1,
resultando en un aumento moderado o nulo en la expresion génica de los
genes diana clasicos de LXR como Abca1, Fads2, y Scd2 (Lange et al.

2018). La expresion génica de de estas dianas en macrofagos aumenta
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significativamente en ratones knockout para LXR antes y después de la
infeccion con MHV68, indicando que la deficiencia de LXR conlleva a la
modulacion de la actividad correpresora de LXR, aumentando de esta
manera la transcripcion de genes diana de LXR. Los macrofagos de
ratones deficientes en LXR muestran un aumento en la sintesis de acidos
grasos y colesterol, dos vias metabdlicas necesarias para la replicaciéon
viral, y consecuentemente también mostraron una mayor replicacion de
MHV6E8 (Lange et al. 2018).

Aunque LXR parece desempefiar un papel bastante beneficioso
contra las infecciones virales y bacterianas, en las infecciones parasitarias
ocurre todo lo contrario. Ratones que carecen de sefalizacion de LXR
aparentan ser mas resistentes a la infeccion con Leishmania chagasi y
Leishmania infantum (Bruhn et al. 2010). BMDMs de ratones knockout para
LXRa estimulados con IFN-y aumentaron su capacidad de destruccion del
parasito en comparacion con los BMDMs de ratones WT, produciendo mas
6xido nitrico (NO) e IL-1B. Por otra parte, los ligandos de LXR anularon la

produccion de NO en macrofagos WT en respuesta a la infeccion.

A pesar de que en estas ultimas décadas de investigacion en el papel
funcional de los receptores LXR, siempre se ha considerado que ambas
isoformas desempefian funciones biolégicas muy parecidas, salvo algunas
excepciones, y debido a las diferencias existentes en cuanto a los patrones
de expresion de ambas isoformas, se desconocen que programas génicos
pueden estar regulados de manera especifica por cada una de ellas, asi
como las vias de sefalizacién que regulan la expresién de los receptores
LXR. Por otra parte, existen numerosos datos publicados que apuntan a
LXRa como mediador en la respuesta inmunitaria frente a las infecciones.
Es por ello que en esta Tesis hemos decidido abordar el estudio de todos
estos aspectos para tratar de profundizar en el conocimiento de estos

receptores nucleares.
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Objetivos

Los objetivos propuestos para el desarrollo de la presente tesis se

resumen en los siguientes apartados:

1. Caracterizar la distribucién de los sitios de ocupacion gendémica de las
isoformas LXRa y LXRB de manera independiente, asi como los
patrones de marcas epigendémicas relacionadas con la activacion
transcripcional, desde el punto de vista farmacologico y funcional de
LXR, a partir de una linea inmortalizada de macréfago murino derivada
de médula ésea, que sobre expresa de manera individual cada una de
las isoformas de LXR (iBMDMs-LXRa e iBMDMs-LXRf), mediante el
empleo de la técnica de ChIP-PCR y ChIP-seq.

2. Determinar las acciones transcripcionales individuales mediadas por las
isoformas de LXR, utlizando una combinacion de estrategias
farmacolégica y de pérdida de funcion, en el modelo de iBMDMs-LXRa,
iBMDMs-LXR( e iBMDMs-DKO, mediante el analisis de los patrones de
expresion de genes diana de LXR, con la técnica de gPCR vy el analisis

de microarrays.

3. Estudiar la expresion transcripcional de los receptores LXRs y sus
genes diana, en respuesta a mediadores inflamatorios, mediante qPCR

y datos publicos de microarrays.

4. Caracterizar las vias de sefalizacion inflamatorias, implicadas en la
regulacion de la expresion de los receptores LXRs, mediante el empleo
de inhibidores especificos de las diferentes vias de sefializacion, de

ratones knockout y de datos publicos de ChIP-seq.

5. Analizar, en respuesta a la inflamacion, la distribucion de los sitios de
ocupacion genomica de la isoforma LXRa, en BMDMs DKO y LXR -/-

mediante el empleo de la técnica de ChlP-seq.
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6. Explorar nuevas dianas transcripcionales de los receptores LXRs, en
respuesta a mediadores inflamatorios en macréfagos derivados de
meédula ésea WT, LXRa -/- y LXRp -/-, mediante técnicas de qPCR y de

microarray.

7. Determinar el papel de LXRa en la respuesta inmune innata, mediante
el empleo de un modelo in vivo de peritonitis inducida por mediadores
inflamatorios, en ratones WT y LXRa -/-, por la técnica de citometria de
flujo, usando marcadores antigénicos especificos para las diferentes

poblaciones de macréfagos peritoneales.
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Material y métodos

1. Animales de experimentacion.

Para la realizacion de esta tesis, se utilizaron ratones de diferentes
genotipos, con edades comprendidas de entre las 8 y 10 semanas. Los
animales fueron alimentados con una dieta estandar y mantenidos en
condiciones libres de patdgenos en habitaciones con la temperatura
controlada, y con ciclos de luz oscuridad de 12 horas, en las instalaciones
del Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC). Todos los estudios realizados con
animales de experimentacion se realizaron de acuerdo a los protocolos
establecidos por el comité de Investigacion ética de la ULPGC (protocolo
CEEA-ULPGC 2015-002 y resolucién 414-2015-ULPGC).

1.1. Ratones Knockout.

Los ratones utilizados para los experimentos presentados en esta
tesis pertenecen a la cepa de fondo mixto SV129/C57BL/6 (UTSW), con

los siguientes genotipos:

Wild Type (WT), cepa salvaje

=  Knockout LXRa -/-, deficientes para el gen Nr1h3.

=  Knockout LXRp -/-, deficientes para el gen Nr1h2.

=  Double knockout LXRap -/-, deficientes para los genes Nr1h2y Nr1h3.

] Knockout IRF3 -/-, deficientes para el gen Irf3.

=  Knockout TNF -/-, deficientes para el gen Tnfa.

=  Knockout IRF1 -/-, deficientes para el gen Irf1.
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=  Knockout STAT1 -/-, deficientes para el gen Stat1.

=  Knockout IFNAR1 -/-, deficientes para el gen Ifnar1.

=  Knockout MYD88 -/-, deficientes para el gen Myd88.

=  Knockout TRIF -/-, deficientes para el gen Trif

Los ratones WT, LXRa -/-, LXRB -/- y LXRa -/- fueron cedidos
amablemente por el Dr. David Mangelsdorf de la Universidad de
Southwestern, Texas. Los ratones IRF3 -/- y TNF -/- fueron cedidos por el
Dr. Genhong Cheng del Instituto de Biologia Molecular, UCLA. Los ratones
IRF1 -/- por el Dr. Lionel Apetoh de la Universidad de Bourgogne, Francia.
Los ratones STAT1 -/- fueron cedidos por la Dra. Ana Planas del Instituto
de Investigaciones Biomédicas “August Pi i Sunyer” (IDIBAPS) de
Barcelona. Los ratones INFNAR1 -/- y MYD88 -/- fueron cedidos por el Dr.
Carlos Ardavin del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) del CSIC. Los
ratones TRIF -/- fueron cedidos por Gloria Gonzalez de la CIMA,

Universidad de Navarra.

También fueron empleados ratones con fondo C57BL/6 procedentes
del Institut Clinique de la Souris (lllkirch, France), cedidos por el Dr. D.
Kioussis, que presentan un genotipo LXRa -/- especifico de células

hematopoyéticas.

2. Cultivos celulares.

Todos los cultivos celulares se realizaron en un incubador
manteniendo las condiciones de temperatura (37°C) y atmosfera (5 % de
CO2 - 95 % de aire) constantes. Los medios de cultivos empleados fueron
RPMI 1640 (Lonza) completo (para las células primarias) o DMEM (Lonza)

completo (para las lineas celulares inmortales), suplementados con un 10
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% de FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific), Penicilina (100U/ml) (Sigma)
y Estreptomicina (100 pg/ml) (Sigma).

2.1. Cultivos primarios de macréfagos derivados de médula
Osea.

Para obtener macrofagos derivados de médula 6sea (BMDMs), una
vez sacrificado el raton mediante anestesia con isofluorano, se retiran
todos los tejidos blandos para obtener el fémur y la tibia intactos de las dos
patas traseras del animal. A continuacion, en condiciones de esterilidad, se
cortan los extremos de ambos huesos (epifisis) y se realiza un lavado del
interior del hueso para obtener el tejido de la médula 6sea, con tampdn
fosfato salino (PBS) a pH 7,4 empleando una jeringuilla de 10 ml y una

aguja hipodérmica de 25G (0,5mm x 25mm) (BD MicrolanceTM).

Posteriormente, se disgrega el tejido pipeteando varias veces, se pasa
a través de un filtro de nylon de 70um (BD FalconTM), para eliminar los
restos de tejido no deseado (restos de agregados tisulares), y se centrifuga
5 minutos a 1.500 rpm. Una vez obtenido el pelet de células de la médula
Osea, se procede a lisar los eritrocitos, resuspendiendo las células en 1 ml
de buffer de lisis de células rojas (RBC) estéril (Sigma). Esta solucién se
deja actuar durante 2 minutos a temperatura ambiente para favorecer la
lisis de los eritrocitos. A continuacién, se diluye con PBS en una relacion
1:10, y se vuelve a pasar todo el volumen por un filtro de nylon de 70um
para eliminar los restos de agregados celulares, y se vuelve a centrifugar

5 minutos a 1.500 rpm.

El pelet de células obtenido se resuspende en medio de cultivo de
diferenciacion, RPMI 1640 (Lonza) completo, suplementado con un 10%
del sobrenadante concentrado proveniente de células (Hibridoma) L929,
productoras de la citoquina (M-CSF). Las células se siembran en 8 placas

de tipo Petri no adherentes (VWR), con 8 ml de medio. Los cultivos de
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células se mantuvieron en estas condiciones durante 7 dias, y transcurrido
ese tiempo, se realizaron los experimentos en esas mismas placas de
cultivo, con medio fresco de diferenciacion conteniendo los diferentes

tratamientos.

2.2. Cultivos de macréfagos peritoneales.

Los macroéfagos diferenciados de la cavidad peritoneal de los ratones,
se obtuvieron mediante inyeccion intraperitoneal de 3 ml de medio estéril
de tioglicolato al 3% y pH7,0 (BD Difco), preparado al menos un mes antes
de su uso. Después de 3 dias de peritonitis aséptica, se recogieron los
macréfagos realizando tres lavados de la cavidad peritoneal con 10 ml de
PBS frio y estéril, utilizando una jeringa de 10 ml y una aguja de 23G
(0,6mm x 25mm) (BD Microlance TM3). La suspensién de células se pasé
a través de un filtro de nylon de 70pm (BD FalconTM), para eliminar restos
de tejidos no deseados, y se centrifugdé 5 minutos a 1.500 rpm. El pelet de
células que se obtiene, se resuspendio en 5 ml de medio de cultivo RPMI
1640 (Lonza) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Gibco),

penincilina (100 U/ml) (Sigma) y estreptomicina (100 p/ml) (Sigma).

Para el cultivo, las células fueron contadas en una camara de
Neubauer improved (Marienfeld), discriminando por tamafio entre las
diferentes células obtenidas en el lavado, para posteriormente ser
sembradas en placas tratadas para el cultivo celular en una densidad
aproximada a los 2,5 x 10® de macrofagos por pocillo, en placas multiwell
de 6 pocillos (Falcon) o 4 x 108 de macrofagos por pocillo en dishes de 60
mm (Falcon). Al cabo de unas horas se realizan 3 lavados al cultivo con
PBS estéril para retirar las células no adheridas y se cultivan en medio
completo fresco durante al menos 8-12 horas previas a la realizaciéon de

los correspondientes tratamientos.
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2.3. Lineas celulares inmortales (iBMDMs).

Para algunos de los objetivos marcados en esta tesis, se emplearon
dos lineas celulares de macrofagos inmortales LXRa/B -/-, derivadas de
BMDMs (iBMDMs), reconstituidas con vectores de expresion
independientes, que contienen una copia del receptor LXRa o LXRp
humano, bajo el control de un promotor viral. Los extremos amino
terminales de ambas proteinas fueron modificados, para que incluyeran
tres copias del polipéptido 3xFLAG. Estas lineas fueron creadas en nuestro
laboratorio por Ana Ramoén Vazquez. Las células iBMDMs fueron
cultivadas en DMEM (Lonza) completo en placas tratadas para cultivo
celular, a una densidad aproximada a los 10 x 108 macréfagos por placa
de 100 mm (Falcon).

3. Tratamientos farmacolégicos in vitro.

Los diferentes tratamientos farmacolégicos in vitro, se realizaron en
cultivos de células primarias (BMDMs o macrofagos peritoneales), o en las
lineas celulares iIBMDMs (3Flag-LXRa o 3Flag-LXR[) como se describe a

continuacion:

Para el estudio de la funcion de LXR, se usaron ligandos
farmacolégicos sintéticos como: el agonista GW3965 (GSK) a una
concentracion final de 2 uM, el antagonista GSK1440233A (GW233)
(Zuercher et al. 2010) a una concentracion final de 2 pM, todos ellos
preparados a partir de una solucién stock en DMSO (Sigma). La
preparacion del antagonista de LXR requiere una dilucién intermedia 1:10
con PBS o medio de cultivo, debido a su baja solubilidad en medios

acuosos.

Para determinados experimentos de ChIP-seq y Microarray, se utilizd

el antagonista de LXR (GW233) en unas condiciones de serodepresion
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especificas, para las cuales se utiliz6 un medio bajo en acidos grasos,
consistente en medio de cultivo DMEM sin suero, suplementado con 0,2%
de albudmina de suero bovino (BSA) (Sigma), 1% de la mezcla de
antibidticos y acido zaragézico a 2uM (Sigma), durante al menos 4 horas
antes de la adicién del tratamiento con los ligandos sintéticos. El acido
zaragozico es un compuesto de origen flngico, que inhibe la actividad de
la enzima escualeno sintetasa, la cual cataliza la sintesis de escualeno,
que es un precursor de la via de la sintesis del colesterol, de esta manera,
se intenté reducir el maximo posible la contribucion de los ligandos

naturales endégenos.

Para caracterizar las vias de sefalizacion TLR3/4 implicadas en la
regulacion de la expresién de los receptores LXR, cultivos celulares
primarios de BMDMs fueron tratados en RPMI completo, con los siguientes
Inhibidores farmacoloégicos: El BI605906 (inhibidor selectivo de IKKB, una
quinasa implicada en la via de sefalizacion de NF-kB (Clark et al. 2011)),
a una concentracion final de 1 uM; el 5Z-7-oxozeanol (inhibidor selectivo
de TAK1, una quinasa implicada en la via de sefializacion de NF-kB
(Ninomiya-Tsuiji et al. 2003)), a 1 uM; el PD0325901 (inhibidor selectivo de
MEK/ERK, quinasas de la via de sefializacion de las MAPKK (Long et al.
2017)), a 10 pM; el PD98059 (inhibidor selectivo de MEK1 y MEK2,
quinasas implicadas en la via de sefalizacion de las MAPKK (Jeon et al.
2001)) a 10 uM; PIK-75-hidrochloride (inhibidor especifico de la subunidad
p110a de PI3K, una quinasa implicada en la via de sefalizacién que
promueve la supervivencia y el crecimiento (Knight et al. 2006)) a 2 uM; el
SB590885 (inhibidor selectivo de RAF-1, una quinasa de la via de
sefalizacion de las MAPKK (Qiao y May 2009)) a 1 uM; el HX531 (inhibidor
selectivo de RXR (Natrajan et al. 2015)) a 2 yM y MRT67307 (inhibidor
selectivo de TBK1, una quinasa de la via de sefalizacion TLR3, que activa

a IRF3 (Clark et al. 2011)), a una concentracién final de 2 uM.
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Para el estudio del papel de LXR en la respuesta inflamatoria se
utilizaron agonistas de las vias de sefializacion TLR3 (Poly I:C) vy
TLR4/TLR3 (LPS) a concentraciones finales de 10 pg/ml y 100 ng/ml

respectivamente.

Para el estudio de la vida media de los receptores LXRs, se utilizé el
inhibidor de la sintesis de proteinas, cicloheximida (que interfiere en la
actividad peptidil transferasa de la subunidad 60S del ribosoma (Ignatova

et al. 2013)), a una concentracion final de 5 uM.

4. Tratamientos farmacologicos in vivo.

Para los estudios in vivo, varios grupos de entre 3 — 4 ratones WT o
LXRa -/- fueron tratados via intraperitoneal con una solucién de LPS a 4
mg/Kg, del medio de cultivo Tioglicolato (2 ml en solucién al 3%), o con una
solucién de Zymosan (un glucano componente de la pared de hongos y
levaduras) a 40 mg/Kg. Transcurridas 24 horas del tratamiento con LPS,
se sacrificaron los animales mediante anestesia con isofluorano y se

recogieron las células de la cavidad peritoneal, mediante lavados con PBS.

5. Anticuerpos.

Los anticuerpos que se utilizaron en las diferentes técnicas

empleadas, se resumen en la (Tabla 1).

6. Analisis de proteinas por Western Blot.

Los niveles de expresién de proteina fueron determinados mediante
la técnica de Western Blot (WB). Para ello, las células fueron cultivadas en
dishes de 60 mm (aprox. 4 x 10e®) y estimuladas con algunos de los
tratamientos indicados en el apartado anterior. Una vez transcurrido el
tiempo de estimulacién, se retir6 lo maximo posible el medio de cultivo, y

las células fueron congeladas a -80 °C, para favorecer la extraccion de las
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Anticuerpo Casa comercial WB ChIP Citom.
Mouse Anti-FLAG Sigma (clon F3165) 1:1000 4 ug -
Rabbit Anti-LXRa/ Dr. Knut R. Steffensen 1:1000 4 ug -
Mouse Anti-LXRa Abcam (clon PPZ0412) 1:1000 - -
Rabbit Anti-H3K27Ac Abcam (ab4729) - 4 ug -
Rabbit Anti-NOS2 SC-650 (M-19) 1:1000 - -
Rabbit Anti-ABCA1 Novus NB400-105 1:5000 - -
Rabbit GAPDH Abcam AB9485-100 1:1000 - -
Rabbit Anti-mouse HRP SC-2005 1:10000 - -
Rabbit Anti-rabbit HRP SC-2004 1:10000 - -
Rat Anti-CD11b-PerCP-Cy5.5 Biolegend (clon M1/70) - - 2 ug/ml
Rat Anti-F4/80-PE o FITC Immunostep (clon BM8) - - 2 ug/ml
Rat Anti-Ly6G-PE o FITC BD Pharmingen (clon AL21) - - 2 ug/ml

Tabla 1. Listado de anticuerpos.
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proteinas, que posteriormente fueron solubilizadas en 75 pl de tampdn de
lisis de radioinmunoensayo (RIPA) (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM,
Triton X100 1%, deoxicolato sédico 0,5% y SDS 0,1%), suplementado con
un inhibidor de proteasas Complete (Roche). Transcurridos 10 minutos de
incubacion en hielo, los extractos fueron centrifugados a 14.500 rpm, y los
sobrenadantes se transfirieron a tubos eppendorf nuevos. A continuacion,
los extractos de proteinas se cuantificaron por el método del acido
bicinconinico (BCA) (Sigma), en un lector de placas Microplate Reader
Model 680 (Bio-Rad). Se cargaron aproximadamente entre 50 — 120 ug de
proteinas totales, en tampdn de carga (SDS 10%, Tris-HCI 0,25 M pH6,8;
azul de bromofenol 0,1%, glicerol 50%, 2-mercaptoetanol 5%), y se
separaron por tamafios en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 7,5%-10% (Acrilamida:Bisacrilamida
29:1, Bio-Rad), aplicando un campo eléctrico de 120V, en tampoén de
electroforesis (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM vy 0,1% de SDS).

A continuacién, Las proteinas separadas se transfirieron a
membranas de PVDF (TB Diagnost) (previamente activadas durante 2
minutos con metanol 100%), aplicando un campo eléctrico de 400mA
durante 90 minutos a 4°C en tampodn de transferencia (Tris-base 25 mM,
glicina 192 mM, 0,1% de SDS y 20% metanol). Después de la
transferencia, las membranas se lavaron en buffer TBS-T (Tris-base
20mM, NaCl 150 mM y 0,5% Tween 20, pH 7,5), para eliminar el exceso
de metanol, y posteriormente fueron bloqueadas (para sitios de unién
inespecificos de los anticuerpos de revelado), incubando la membrana
durante 60 minutos con Blotto (Santa Cruz Biotechnology) al 5% en TBS-
T. Después de la incubacién con la solucion de bloqueo, las membranas
fueron incubadas con anticuerpos primarios diluidos en Blotto al 2,5% en
TBS-T, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las membranas se
lavaron 3 veces con TBS-T durante 5 minutos y seguidamente se

incubaron con anticuerpos secundarios acoplados a la peroxidasa de
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rabano (HRP) en Blotto al 2,5% en TBS-T, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las proteinas fueron visualizadas con el sustrato
quimioluminiscente de la HRP, kit Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad)
y el sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad).

Los anticuerpos empleados para la visualizacién de los WB se

enumeran en la (Tabla 1):

7. Andlisis de expresion de mRNA.

Para analizar los niveles de expresion de mRNA, las células fueron
cultivadas en Multiwell de 6 pocillos (Falcon) (iBMDMs) (2,5 x 108 células
por pocillo), o en dishes de Petri de 60 mm (BMDMs) (4 x 10° células por
pocillo) con algunos de los tratamientos indicados en el apartado anterior.
Una vez transcurrido el periodo de tratamiento, el RNA total se extrajo
utilizando 1 ml del reactivo comercial TRI-Reagent® (MRC) por muestra.
Para la purificacion del mMRNA, se afiadio cloroformo en una proporcion 1:5
respecto al volumen del TRI-Reagent®, se agitoé durante 10 segundos y se
centrifugé a 14.500 rpm durante 5 minutos a 4°C. A continuacion, se
transfirié el sobrenandante a un tubo nuevo y se afiadié isopropanol frio en
una proporcion 1:1. La precipitacion del mRNA se realizé a temperatura
ambiente, incubando durante 20 minutos y a continuacion se centrifugd a
14.500 rpm durante 15 minutos a 4°C. El mRNA precipitado se lavé dos
veces con etanol frio al 75% en agua estéril con DEPC (Sigma) y se
resuspendio en agua estéril con DEPC (15 — 30 yl dependiendo del tamaio
del pelet obtenido). La concentracion del mRNA se determindé con un
espectrofotometro Nanodrop®. Antes de la retrotranscripcion del mRNA
(RT-PCR) a DNA complementario (cDNA), las muestras fueron diluidas

hasta obtener una concentracion de 0,5 pg/ul.
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7.1. PCR cuantitativa a tiempo real (qQPCR).

Para la sintesis del cDNA, se usé 1 ug total del mRNA de cada
muestra, con el kit de sintesis iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad) en un
volumen final de 20 pl siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
condiciones de retrotranscripcion fueron: 5 minutos a 25°C, 30 minutos a
42°C y 5 minutos a 85°C, empleandose para ello un termociclador (Bio-
Rad) y tubos con tapas 6pticas (Bio-Rad). Al terminar la sintesis, cada tubo

de reaccion se diluyé 1:10 afiadiendo 180 ul de agua estéril DEPC.

Para el analisis de la expresidn génica se emplearon 5 pl de la dilucion
1:10 de cDNA de cada muestra, que se mezclaron con 15 ul del kit 2x PCR
Master Mix (Diagenode), que incluye la enzima Taq polimerasa en un
tampoén con MgClz y nucledtidos, isotiocianato de fluoresceina (FITC) y el
céctel de cebadores especificos (pMix) a 0,4 uM (que amplifican regiones
de 50 — 100 pares de bases, de los genes diana de interés). Cada muestra
se analizo por triplicado en una placa de 96 pocillos (Bio-Rad), sellada con
pelicula adhesiva (Bio-Rad) o en tubos con tapa optica (Bio-Rad)

compatibles con el termociclador.

La fluorescencia fue leida en un termociclador CFX connect™ (Bio-
Rad) y procesada por el software CFX Manager™ 3.0. La expresion génica
de todos los genes fue analizada mediante el método denominado AACt
(delta delta Ct), mediante la cual, la expresion de cada muestra es
normalizada a la expresion endégena de un gen elegido como referencia
(36B4) y relativizada a los niveles de expresion de la muestra de control

experimental.

Las condiciones de los ciclos de amplificacion del cDNA vy los
cebadores utilizados en la amplificacion se muestran a continuacién en la

Figura 1y la Tabla 2 respectivamente:
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1 2 3 4
9520 95 eC
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Figura 1. Condiciones de los ciclos de amplificacion por gPCR.

Gen Orientacién Secuencia
Abcad S.entidc.) 5'- GCA GAT CAA GCA TCC CAACT-3
Anti-sentido 5'-CCA GAG AAT GTT TCATTG TCC A-3’
Nos2 Slentidc? 5'- GCA GCT GGG CTG TAC AAA -3'
Anti-sentido 5'-AGC GTT TCG GGATCT GAAT -3'
Nrih3 Slentidc.) 5'- CAA CAG TGT AAC AGG CGC T-3'
Anti-sentido 5- TGC AAT GGG CCA AGG C-3'
Nrih2 S.entidc.) 5-CCC CAC AAGTTC TCT GGA CAC T-3'
Anti-sentido 5-TGA CGT GGC GGA GGT ACT G-3'
36b4 Slentidg 5-GGC CCT GCACTCTCGCTTTC -3
Anti-sentido 5-TGC CAG GAC GCG CTT GT -3’
Fads1 S.entidc') 5'- TCA GCG ACT TCA GCC -3'
Anti-sentido 5'- AAA AGG ATC CGT GGC AT -3'
Fads2 Slentidc? 5'- AAG GGA GGT AAC CAG GGA GAG -3'
Anti-sentido 5-CCG CTG GGA CCATTT GGT AA -3'
Scd1 S.entidg 5'- TCA GCA CTG GGA AAG TGA GG -3'
Anti-sentido 5'-AAC TGG AGA TCT CTT GGA GCAT -3'
Scd?2 S.entidc_> 5'- CTG GAA ATG CAAAGA CCG GA -3
Anti-sentido 5'- AGA CGC GGA GAG GTA CAT AA -3'
g Slentidg 5-TGT AAT GAA AGA CGG CAC ACC-3
Anti-sentido 5-TCT TCT TTG GGT ATT GCT TGG-3’
Cel2 S.entidc.) 5'- CAT CCA CGT GTT GGC TCA-3
Anti-sentido 5- GAT CAT CTT GCT GGT GAA TGA GT-3
Inhba Slentidc_) 5'-ATC ATCACC TTT GCC GAG TC - 3'
Anti-sentido 5'-TCACTG CCTTCCTTG GAAAT -3
cdsl Sentido 5-TTT GTT GGATCG TGT TTT TCA GA -3'
Anti-sentido 5'- CTT CAC AGC GGT GGG CA -3'

Tabla 2. Listado de cebadores para qPCR.
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7.2. Expresion de mRNA por Microarray.

Para el estudio de expresién gendémica global se utilizé la técnica de
microarrays, para la que se purificé una segunda vez el mMRNA después de
su extraccion, utilizando un kit de columnas RNeasy MinElute CleanUP kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. De esta manera se
eliminaron aquellas impurezas que se pudieron arrastrar durante el
proceso de extraccion.

En el caso de las muestras de iBMDMs, se realizaron 3 experimentos
independientes para la obtencion del mRNA, siguiendo la metodologia
descrita. Tras la comprobacién de la idoneidad y reproducibilidad de cada
uno de ellos mediante PCR a tiempo real (QPCR), se combinaron
empleando volumenes iguales de cada uno y se procesaron mediante esta
técnica. Por otra parte, para las muestras de BMDMs, se realizaron 2
experimentos independientes que se utilizaron como replicados biolégicos

para su analisis en la plataforma de Affymetrix.

El microarray fue realizado en el Parque Cientifico de Madrid - UCM.
El modelo de chip empleado fue el Mouse Gene 2.0 ST de Affymetrix. Para
la obtencion de los valores de expresion, se utilizaron diferentes programas
de Affymetrix. El software Expression Console (EC), se empled para la
normalizacion de los datos y la obtencién de los niveles de expresion en
base 2 logaritmica, y el software Transcriptome Analysis Console (TAC),
se utilizd para la comparacién de los niveles de expresion entre las
diferentes muestras y la obtenciéon de los metadatos relativos a aquellos
genes expresados de manera diferencial. S6lo se consideraron aquellos
cambios en los niveles de expresion génica, cuya magnitud fue igual o
mayor a dos veces los niveles de expresidon de las condiciones de
referencia, y en aquellos casos en los que fueron realizados replicados
biolégicos, aquellos que ademas presentaran un p-valor menor de 0,05.
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Las representaciones de Diagramas de Venn se realizaron usando el
paquete de Bioconductor VennDiagram (H. Chen y Boutros 2011), un
paquete en lenguaje R (version 2.14.1, en interfaz RStudio version
0.97.173). La representacion de mapas de calor (heatmaps), se realizé
utilizando la herramienta Heatmapper Expression tool (Babicki et al. 2016).
Para el analisis de enriquecimiento funcional u Ontologia Génica (GO),
mediante el cual se pueden conocer que procesos, funciones o
localizaciones son enriquecidas, basandose en grupos de genes
expresados diferencialmente, se empled la herramienta web Metascape
(Yingyao Zhou et al. 2019).

También fueron analizados datos de Microarray, obtenidos a partir de
la base de datos publica (Array Express), con el numero de acceso (E-
TABM-310) (Ramsey et al. 2008).

8. Inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChIP).

Para el estudio de los sitios de ocupacién de LXR en regiones
reguladoras del genoma, se empled la técnica de inmunoprecipitacién de
cromatina (ChlP) acoplada a la gPCR (ChIP-PCR) o secuenciacién masiva
de alto rendimiento (ChlP-seq) (Figura 2). Para este tipo de ensayos se
emplearon las iBMDMs 3Flag-LXRa o 3Flag-LXRp, y los cultivos primarios

de BMDMs, utilizando diferentes estrategias en cada caso.

Para el estudio diferencial de los sitios de ocupacion genémicos de
LXRa y LXRB, se utilizaron cultivos de iBMDMs que fueron tratadas en
condiciones de serodepresion (DMEM 0,5% de FBS) con GW3965 (2uM)
durante 16h. Por otra parte, para el estudio de las de marcas epigenéticas
de acetilacién de histonas (H3K27Ac), cultivos de iBMDMs fueron tratados
en condiciones de serodepresion (DMEM 0,2% de BSA y acido zaragoézico
2uM) con GW3865 (2uM) (para obtener una maxima activacion) o con

GSK2033 (2uM) (para obtener una maxima represion) durante 16h.
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Figura 2. Esquema de las distintas etapas de la técnica de ChIP-seq
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Por otra parte, para el estudio de los sitios de ocupacién genémica de
LXRa en la respuesta inflamatoria inducida por el LPS, se utilizaron cultivos
primarios de BMDMs DKO y LXRp -/- en medio de diferenciacion completo
fresco, tratados durante 24 horas con PBS (controles) o con LPS (100

ng/ml).

8.1. Fijacion, purificaciéon y sonicado de la cromatina.

En el desarrollo del ChIP, primero se someten a las células a una
doble fijacion. En un primer paso, las células se levantan del plato de cultivo
en el mismo medio en el que fueron tratadas y se cuentan. A continuacion,
se centrifugan a 1500 rpms. y se elimina lo maximo posible el medio de
cultivo, para resuspender en PBS con DSG (di-N-succinimidil glutarato)
(Thermo Fisher Scientific) a una concentracion final de 2 mM. Se
distribuyen 2 x 107 células por cada mililitro en tubos Eppendorf de 1,5mL,
durante 30 minutos a temperatura ambiente en rotaciéon suave. EI DSG es
un compuesto fijador que reacciona con las aminas peptidicas a través de
dos ésteres N-hidroxisuccinimida (NHS) situados en polos opuestos de la
molécula. Debido a que el tamafo del brazo espaciador entre los dos
ésteres NHS es lo suficientemente largo, permite crear redes de fijacion
muy extensas y por tanto también permite fijar aquellas proteinas que se
encuentran formando complejos de proteinas, ancladas de manera
indirecta al DNA, a través de factores de transcripcién, como ocurre en el
caso de las proteinas coreguladoras de la transcripcion (Nowak, Tian, y
Brasier 2005).

Una vez que ha transcurrido el periodo de fijacion con el DSG, las
células se lavan con PBS dos veces a temperatura ambiente. A
continuacion, se vuelven a fijar con formaldehido al 1% en PBS durante 10
minutos. Este compuesto a diferencia del DSG, debido a que presenta
unos brazos espaciadores relativamente cortos, solo permitira fijar aquellas

proteinas que se encuentran directamente ancladas al DNA. La reaccién
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se detiene afadiendo glicina a cada tubo (concentracion final de 200 mM)

(Sigma).

Una vez finalizada la segunda fijacion, las células se lavan dos veces
con PBS frio, para eliminar los restos de formaldehido. En este punto, se
puede congelar el pelet de células a -80 °C, para favorecer el proceso de
lisis. La lisis de las células se lleva a cabo también en dos etapas; en la
primera se emplea una solucién hipoténica (Tris-HClI 50mM pH8, KCI
85mM, NP-40 0,5%) suplementada con inhibidor de proteasas Complete
(Roche) durante 10 minutos a 4°C, que libera los nucleos celulares
intactos. A continuacioén, se centrifugan los tubos a 3.000 rpm durante 10
minutos a 4°C, con el fin de separar los nucleos celulares del material
citoplasmatico. Se descarta el sobrenadante y el material nuclear se
resuspende (300 pl por cada 1 x 10e7 células) en una solucion de lisis (Tris-
HCI 50mM pH8, EDTA 10mM, SDS 1%) con inhibidor de proteasas,

dejandose durante 10 minutos a 4°C.

La cromatina que se obtiene del paso anterior, 300 ul por tubo, se
sonica usando un sonicador Bioruptor (Diagenode) en un bafio de
agua/hielo a la maxima potencia durante 9 - 12 ciclos de 5 minutos (30
segundos apagado/ 30 segundos encendido). Después de la sonicacion,
las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 14.500 rpm antes
de recoger el sobrenadante con la cromatina fragmentada. Para comprobar
la eficiencia de la sonicacion se tom6 un 10% del volumen de sobrenadante
de cada tubo (lo que se conoce como input o material de partida para la
inmunoprecipitacion) y se traté con ribonucleasa-A (6 ug/ml) durante 30
minutos a 37°C, posteriormente con proteinasa K (400 ug/ml) (Takara),
durante 1 hora a 55°C y finalmente se revirtié en una solucion de reversion
(SDS 1%, NaHCO3 0,1M) durante toda la noche. La cromatina revertida se
purificé por el método de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en proporcion

25:24:1 (Sigma), y posteriormente se midid su concentracion en un
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espectrofotometro Nanodrop (ND-1000 Spectophotometer, Nanodrop
Technologies). Para comprobar el tamafio de los fragmentos, se cargan
aproximadamente (0,6 - 1,5) yg de cromatina en un gel de agarosa al 1,5 -
2% con TAE (Tris-base, acido acético glacial y EDTA) junto con un
marcador de pesos moleculares de ADN de 100 a 1.000 pares de bases
(Bio-Rad, EZ Load 100 bp Molecular Ruler), y se separan los fragmentos
aplicando un campo eléctrico 80V durante 30 - 45 minutos. En condiciones
Optimas de sonicacion, los fragmentos de cromatina deberian de

visualizarse en el gel de agarosa entre los 200 — 500 pares de bases.

8.2. Inmunoprecipitaciéon de la cromatina.

A partir de la cuantificacién del 10% de la cromatina separada, se
calcula la concentracion del 90% de la cromatina restante, de tal manera
que se igualen las cantidades entre los distintos tratamientos. Para la
inmunoprecipitacion, se emplearon entre 50 — 100 pg de cromatina
sonicada, diluidos con solucion de dilucion (Tris-HClI 10mM pH8, EDTA
2mM, Triton™ X-100 1%, NaCl 150mM, glicerol 5%) hasta 2 ml, antes de
afiadirse el anticuerpo (4 ug por tubo de inmunoprecipitacion). Para la
captura de los complejos proteina/cromatina, se dejoé incubando el
anticuerpo con los fragmentos de cromatina fijados, durante toda la noche
a4 °C.

Al dia siguiente, se comienza la captura de los complejos de
anticuerpo/proteina de interés, unido a los fragmentos de cromatina. Para
ello, se usaron 100 pl de bolas magnéticas Dynabeads con proteina G
(Thermo Fisher Scientific) a cada uno de los tubos de inmunoprecipitacion,
previamente lavadas con el mismo buffer de dilucién, y se incubaron
durante 3 - 4 horas en rotacion suave a 4°C. A continuacion, las bolas
magnéticas unidas a los complejos de anticuerpo/proteina/fragmentos de
cromatina se lavaron de manera continuada una vez con tres soluciones

que contienen concentraciones crecientes de sales (soluciéon I: Tris-HCI
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20mM pH8, NaCl 150mM, EDTA 2mM pH8, Triton™ X-100 1%, SDS 0,1%;
solucion Il: Tris-HCI 20mM pH8, NaCl 500mM, EDTA 2mM pH8, Triton™
X-100 1%, SDS 0,1%; solucion llI: Tris-HCI 10mM pH8, deoxicolato sédico
1%, EDTA 1mM pH8, NP-40 1%, LiCl 250mM) y finalmente se realizaron
dos lavados con una solucién TE (Tris-HCI 10mM pH8, EDTA 1mM pH8).
Para realizar cada lavado las bolas magnéticas fueron inmovilizadas con
la ayuda de un soporte magnético. Después del ultimo lavado, las bolas
magnéticas unidas a los complejos se trataron y resuspendieron en 100 pl
de solucién de reversion e incubaron durante toda la noche, tal y como se
describid en el apartado anterior. Una vez revertida la cromatina, esta se
purific6 empleando el kit de purificacion QIAquick PCR Purification
(Qiagen) y se eluyé en 50 yl del tampon de elucion caliente incluido en el
kit.

Los anticuerpos empleados en los ensayos de inmunoprecipitacion de

cromatina se muestran en la (Tabla 1):

8.3. ChIP-qPCR.

Para la validacion de la técnica de ChIP, realizamos una PCR
cuantitativa (QPCR) a partir de una dilucién 1:10 de la cromatina purificada
y el input. El disefio de los cebadores se realizd en regiones gendmicas
especificas que habian sido descritas previamente (Sven Heinz et al. 2010;
Ostuni et al. 2013). Dicha informacién fue obtenida a partir de los datos
publicados en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus). Los
resultados de ChIP-gPCR se representan como el valor normalizado del
porcentaje de enriquecimiento sobre el input, con respecto a una region
gendmica utilizada como control negativo para la union de los receptores
LXR. Los cebadores empleados en la amplificacion por qPCR de los

fragmentos de ChIP se muestran en la (Tabla 3):
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Gen Orientacion Sequencia
o Sentido 5'- GCC TAT CAT GCA TTG TTG GAG T -3’
Region Distal ; -
Anti-sentido  5'- ACT CAA CTG GCA GAA AAT GGA C -3’
; Sentido 5'- TCA TCT AAC GCC CGC TAG TAA -3'
Mylip Anti-sentido  5'- ACA CTG TAA TCT GAC ACT TAG GC -3'
Sentido 5'- CGG GTG CTG ACC GAG AAT AA -3'
Sed1 Anti-sentido 5'- GTT GAA CCC TCA GCC CCAC -3'
Sentido 5'- CAG ACG CCT AGA GAG ACC TG -3'
Sed2 Anti-sentido 5'- ATT GGC TGC GAG GAG TCA G -3'
Sentido 5'- GAA CCA GCG GTG GGA ACA CAG AGC -3’
Srebf1 Anti-sentido 5~ GAC GGC GGC AGC TCG GGT TTC TC -3’

Tabla 3. Listado de primers para ChIP-qPCR
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8.4. ChlP-seq.

Para la secuenciacion de los fragmentos de cromatina enriquecidos
para los sitios de unién a las proteinas LXR en el genoma murino, se
realizaron al menos 5 - 10 experimentos independientes de ChlIP sobre las
lineas inmortalizadas iBMDMSs, con el anticuerpo especifico FLAG, o con
el anticuerpo especifico para regiones nucleosémicas modificadas con la
marca de acetilacion H3K27Ac, que fueron reunificados para poder obtener
un minimo de 10 ng totales de cromatina para cada experimento,

necesarios para la preparacion de las librerias de secuenciacion.

Todas las muestras fueron procesadas en el servicio de genémica del
Centro de Regulacion Gendmica de Barcelona, mediante el empleo de
NEBNext Ultra DNA Library Prep kit para lllumina (Ref#7370), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para la preparacioén final de las librerias,
las muestras fueron amplificadas mediante 12 ciclos de PCR. La
secuenciacion de las muestras se llevd a cabo usando un equipo llumina
HiSeq2000, a partir del cual se secuenciaron 50 b.p. en el modo de

terminacion unica.

8.5. Analisis Bioinformatico de los datos de ChlIP-seq.

Los datos de secuenciacion obtenidos a partir del equipo llumina
HiSeq2000, en formato fastq (archivos de texto plano que contienen
informacion de las secuencias gendémicas, y de la calidad de secuenciacion
para cada nucleétido), fueron procesados en distintas etapas. En un primer
paso fueron verificados para comprobar la calidad de los resultados
obtenidos, mediante el empleo del software FastQC (v0.11.06) (Babraham
Bioinformatics) (Figura 3). Una vez comprobado que la calidad de los datos
era Optima, los archivos de secuenciacion fueron alineados a la
construccion del genoma de referencia de raton GRCm38 (mm10),

utilizando el software bioinformatico, bowtie2 (v2.3.4.1) (Langmead y
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Salzberg 2012), que permite alinear los datos de secuenciacion obtenidos
al genoma de referencia de ratdon (mm10). A continuacion, se utilizé el
software HOMER (v4.9) (Hypergeometric Optimization of Motif
EnRichment), que consiste en wuna coleccion de herramientas
bioinformaticas para el analisis de datos de secuenciacion de nueva
generacion y la busqueda de motivos (Sven Heinz etal. 2010). En un
primer paso, se crearon los directorios de las lecturas de secuenciacion
alineadas, a partir de los cuales se normalizaron los datos a 107 lecturas
Unicas mapeadas. Posteriormente, a partir de los datos normalizados se
generaron archivos en formato bedgraph o bigwig, para la visualizacion
grafica de los datos gendémicos en visores especificos para este tipo de
datos, como el UCSC Genome Browser o el Integrative Genomics Viewer
(IGV). En un segundo paso, se analizaron las regiones enriquecidas en
secuencias gendmicas alineadas, con respecto a un control (LXRa/f -/-),
correspondientes a sitios potenciales de ocupacion por los receptores LXR.
A partir de los archivos resultantes, que contienen un listado de las
regiones gendémicas enriquecidas o sitios de ocupacién, se anotan a las
caracteristicas gendmicas mas préximas al sitio de ocupacion

(principalmente genes, INCRNA, etc...).

En un tercer paso, interrogamos cada una de esas regiones
genodmicas enriquecidas, para conocer que secuencias o motivos de union
para factores de transcripcion pueden haber contenidas en ellas. El
resultado de la busqueda de motivos dara un listado ordenado por el p-
valor de aquellos motivos que presentan una mayor frecuencia de aparicion

en esos listados de regiones gendmicas enriquecidas.

Finalmente, a partir de todos estos datos, podemos obtener otros tipos
de representaciones graficas de los resultados de la secuenciacién, que
nos permiten comprender e interpretar de manera visual y sencilla los

resultados obtenidos, como mapas de calor (heatmaps), realizados con
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Figura 3. Flujo de trabajo para el anlisis de datos de ChIP-seq.
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Seg-MINER (v1.3.4) (Ye etal. 2011), scatter-plots, diagramas de Venn,
etc. (de la Rosa et al. 2019).

9. Citometria de flujo.

Para el estudio del papel funcional de LXRa, se utilizd un modelo in
vivo en ratén de peritonitis aguda, mediante la suministracion de
mediadores inflamatorios intraperitonealmente durante 24 horas de
tratamiento. Las poblaciones de células infiltradas en la cavidad peritoneal
se obtuvieron mediante el lavado con 10 ml de PBS frio con EDTA 2,5 mM
y BSA al 0,2%. Después de lavar y filtrar utilizando filtros para células de
70 um (para eliminar restos de agregados tisulares), la suspensiéon de
células se incubd en frio. Para el estudio de inmunofenotipado celular
mediante citometria de flujo, las células se incubaron durante 30 minutos
en hielo con los siguientes anticuerpos a una dilucién de 2 yg/ml: CD11b-
PE-Cy7, Ly6G-FITC, F4/80-APC y MHC-II-PE. Tras la incubacion, se
procedio a un lavado suave de las células con PBS-EDTA y posteriormente
fueron resuspendidas en tampén FACS. El analisis de viabilidad y de
poblaciones mieloides se realizé en el citdmetro de flujo BD FACS Canto Il
(BD Biosciences) utilizando el software FlowJo. Los neutrdfilos infiltrados a
la cavidad peritoneal tras el tratamiento con los diferentes mediadores
inflamatorios fueron detectados por el citdmetro de flujo siguiendo el criterio
de ser células positivas para los marcadores CD11b y Ly6G:
CD11b"/Ly6G"" de acuerdo con el trabajo publicado previamiente (D. G.
Thomas etal. 2018). Los macréfagos peritoneales residentes fueron
analizados segun lo establecido por (Okabe y Medzhitov 2014), para los
macréfagos totales CD11bM/CD115", para los macrofagos residentes
MHC-II'°/F4/80" y para los macrofagos inflamatorios MHC-11"/F4/80°. Los
ensayos in vivo y de citometria fueron realizados en el Instituto de

Biomedicina Alberto Sols por Marta Celorio.
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Los anticuerpos utilizados para realizar la citometria de flujo se

recogen en la (Tabla 1):

10. Analisis estadistico.

Los datos de expresion obtenidos por gPCR y los datos de ocupacion
genomica por ChIP-gPCR se expresaron como la media de los resultados
obtenidos de al menos dos o mas experimentos independientes. Cada
barra en el grafico esta acompafiada de + el error estandar (SEM). La
significancia estadistica entre dos grupos fue estimada mediante el test t
de Student no pareado, y entre tres 0 mas grupos mediante el analisis de
varianza de 1 via con comparaciones de medias a posteriori, realizadas
mediante la prueba de Tukey. Los resultados se consideraron
estadisticamente significativos (*) cuando p<0,05 y muy significativos (**)
cuando p<0,01. Para realizar los analisis se utilizd el paquete estadistico
Prism6 v6.01 (GraphPad Software).

85






RESULTADOS







Resultados

1. Estudio de los receptores LXRs en un modelo de iBMDMs.

Los receptores LXRs estan constituidos por las proteinas LXRa y
LXRB, que comparten aproximadamente un 77% de homologia en su
secuencia de aminoacidos. En la gran mayoria de los estudios que se han
realizado, ambas proteinas desempenan funciones reguladoras similares,
compartiendo las mismas dianas génicas (Repa y Mangelsdorf 2000). En
la actualidad existen muy pocos estudios que describan funciones
exclusivas para cada uno de los receptores, como ocurre en el caso del
control de la expresién de Cd5/ (Joseph et al. 2004), o la diferenciacién de
los macréfagos de la zona marginal esplénica (A-Gonzalez et al. 2013),
regulados por LXRa, mientras que LXRB preferentemente regula
transcripcionalmente la expresion de genes implicados en la homeostasis
lipidica y la sefalizacion de esteroles (Bensinger et al. 2008; Mak et al.
2002). En muchos casos, las funciones especificas atribuidas a cada
proteina de LXR fueron basadas en experimentos empleando distintos
tipos celulares que expresan de manera bastante desigual cada tipo de

receptor LXR.

Por lo tanto, para estudiar aquellos papeles funcionales relevantes
para un tipo de receptor LXR en particular, desarrollamos un modelo celular
de macréfago a partir de células deficientes en LXR, que fueron
reconstituidas de forma estable con plasmidos que expresan copias de
LXRa o LXRB de manera independiente, y que contienen tres copias del
péptido FLAG (3xFLAG) en su extremo amino terminal. Estas células
fueron usadas para establecer las acciones transcripcionales individuales
de cada tipo de receptor LXR, y la distribucion de regiones de ocupacion

del receptor en el genoma del macrofago de ratén (Figura 1).
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Infecciéon con Mderotagos
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Macréfagos iBMDMs
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inmortalizados R DKO

pBabe iBMDMs
3xFLAG —m8M8M8M8— 3xFLAG
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LXRB LXRB

Figura 1. Generacién de las lineas de iBMDM-LXRa y iBMDM-LXR.

Adaptado de (Ramon-Vazquez et al. 2019).
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1.1. Caracterizacion de las lineas celulares iBMDMs.

Una vez reconstituidas las células deficientes en LXR, Unicamente se
seleccionaron aquellos clones que fueron positivos para 3xFLAG-LXR, y
que exhibieron una expresién aproximadamente similar entre los
receptores LXRa y LXRp, determinada por WB (Figura 2). Para una mejor
comprension, estas lineas celulares fueron denominadas como: iBMDM-
DKO, iBMDM-LXRa e iBMDM-LXR}.

Ambos modelos celulares fueron validados por qPCR, los cuales
mostraron una correcta induccion de la expresion de los genes diana en
respuesta a la activacion con el agonista GW3965. Tal y como era de
esperar, solo se observo la induccion de la expresion del gen diana Cdb/
(especifico de LXRa), en la linea iBMDM-LXRa tras la estimulacién con
GW3965 (Ramén-Vazquez et al. 2019).

A continuacién, ambas lineas celulares fueron validadas por la técnica
de ChIP-gPCR. Para ello, utilizando el anticuerpo comercial anti-FLAG se
analiz6 la ocupacién de regiones gendmicas reguladoras por los
receptores LXRs, de genes diana clasicos como Mylip, Scd1, Scd2 o
Srebf1c. Como se observa en la Figura 3, tanto en iBMDM-LXRa como en
iBMDM-LXR se muestra un elevado nivel de enriquecimiento de LXR, con
respecto a una region gendmica alejada, y con respecto al control negativo
iBMDM-DKO, que no expresa ninguna de las dos proteinas. Por otra parte,
no se encontraron diferencias en la unién de las proteinas de LXR a sus
secuencias diana en el genoma, al comparar los tratamientos entre los

agonistas y antagonistas (Ramoén-Vazquez et al. 2019).

2. Distribucion genémica de los receptores LXRa y LXR}.

Para estudiar la distribucién de cada uno de los receptores LXR en el

genoma del macréfago de ratén, disefiamos experimentos de ChIP-seq en
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KDa iBMDM

/5»

Abcam

50 » (LXRa)

Sigma
(FLAG)

Sigma
(GAPDH)

LXR 3FLAG 3FLAG
DKO LXRB LXRa

Figura 2. Caracterizaciéon por WB de las iBMDMs.

Macréfagos iBMDM-DKO, iBMDM-LXRa e iBMDM-LXR fueron cultivados en condiciones
basales. Posteriormente, se obtuvieron extractos proteicos totales y se analizaron mediante
ensayos de Western blot, realizados con anticuerpos especificos. En estos ensayos, se us6
la GAPDH como control de carga.
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ChIP-gPCR FLAG iBMDMs
a LXR
DKO
@ 3xFLAG
LXRa
@ 3xFLAG
LXRB
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Mylip  Scd1  Scd2 Srebf1

Figura 3. Caracterizacion por ChiP-pcr de las iBMDMs.

Macréfagos iBMDM-DKO, iBMDM-LXRa e iBMDM-LXRp fueron cultivados en condiciones basales. A
continuacién, se determinaron los niveles de ocupacion por los receptores LXRs en regiones reguladoras

de genes diana conocidos, mediante qPCR, utilizando primers especificos. *p<0.05, **p<0.01 con respecto

a iBMDM-DKO.
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las lineas iBMDM-DKO, iBMDM-LXRa e iBMDM-LXRB en respuesta al
tratamiento con GW3965. El analisis de los datos de secuenciacion reveld
notables diferencias en el nimero de sitios de ocupacion de los receptores
LXR (Figura 4). De un total de 1125 regiones de ocupaciéon genémica,
LXRB se encontré presente en 1.021 de estas regiones, mientras que
LXRa solo fue detectado en 606 regiones. Del total de las regiones
ocupadas, 502 regiones se correspondieron a sitios de ocupacion comunes
para ambos receptores LXR, representando un 49% de las regiones
ocupadas por LXRpB y el 83% de las regiones ocupadas por LXRa (Figura
4). Por otra parte, se observo una marcada diferencia de aproximadamente
un 50%, correspondiente a regiones de ocupacion especificas de LXR}p,
que no estaban siendo ocupadas por LXRa. Estos datos indican que
mayoritariamente, las regiones de ocupacion en el genoma de LXRa en
cultivos de macréfagos, estan siendo compartidos con LXRpB (regiones
"duales"), mientras que LXRP muestra una distribucion muy diferente,
mostrando practicamente la misma proporcidon de regiones ocupadas

“duales”, que de regiones especificas para ese receptor.

Cuando se estudiaron las caracteristicas genémicas (proximidad a
sitios de inicio de la transcripcién (TSS), sitios de terminacién de la
transcripcion (TTS), exones, intrones, regiones intergénicas, etc.), los
resultados revelaron porcentajes similares entre los diferentes grupos
detectados (Ramoén-Vazquez et al. 2019). A continuacién, comparamos las
distribuciones de ocupacion gendmica de los receptores LXR con la
presencia del Receptor de Retinoide X alfa (RXRa), a partir de los datos
de ChlP-seq de la base de datos en NCBI (nimero de acceso GSE63698).

Como se observa en la Figura 4, el receptor RXRa fue detectado en
la gran mayoria de las regiones ocupadas por LXR. Sin embargo, las
regiones de ocupacién de RXRa mostraron una mayor presencia en las

regiones genémicas compartidas por LXRa y LXRB. Por lo tanto, las
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Figura 4. Analisis del ChIP-seq en iBMDM-LXRa, iBMDM -LXRB y RXR en BMDMs.

Mapa de calor de densidades de lecturas de LXRa, LXRB y RXRa en una ventana de 2Kb (panel Izquierdo)
(Ramon-Vazquez et al. 2019). Las regiones gendmicas se agrupan de acuerdo con las ocupaciones
especificas de LXRa y LXRB, y las ocupaciones compartidas por LXRa/B. (paneles derecha) Distribucion
de lecturas de cada uno de los grupos de LXR y RXR (lecturas de ChIP-seq por p.b.).
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regiones de unién de LXR/RXRa podrian clasificarse en tres grupos:
regiones de ocupacion especificos de receptor LXR (LXRa o LXRp) y

regiones de ocupacion compartidas o “duales”.

Para caracterizar ain mas las regiones de ocupacion de los diferentes
grupos de LXR detectados, se analizaron los patrones de secuencias de
union (“motivos”) compartidos por las diferentes regiones gendmicas
ocupadas por LXR. Para ello se realizé una busqueda de secuencias
repetidas en las regiones gendémicas de los tres grupos de ocupacioén de
LXR/RXRa con el software HOMER (Figura 5). Los resultados de la
busqueda determinaron que la secuencia mas enriquecida en todos los
grupos fue un elemento de respuesta a LXR, (LXRE DR4), seguido de
diversas secuencias de motivos asociados a receptores nucleares en los
grupos LXRa/B y LXRB. Por otra parte, el analisis de motivos de secuencias
de novo (de nuevo descubrimiento), reveld que los motivos LXRE y COUP-
TFIl estaban presentes en todos los grupos de manera apreciable. Este
analisis también determiné la presencia de algunas secuencias repetidas
en los lugares de union de LXR duales, o Unicamente en uno de los grupos
de regiones de ocupacioén especifico de LXR, como es el caso de PBX1,
que se encuentra enriquecido solo en el grupo de regiones de ocupacion
especificas de LXRa, o las secuencias de motivos BATF y C/EBPA,

enriquecidos Unicamente en el grupo especifico de LXRp (Figura 5).

Dadas las diferencias existentes en las distribuciones de regiones de
ocupacion por los receptores LXR, se llevé a cabo un analisis de las
posibles funciones biolégicas que puedan estar asociadas a los genes
ubicados en la inmediata proximidad a las regiones de unién de los
diferentes grupos establecidos, denominado estudio de Ontologia
Genética (GO). Los resultados de este andlisis determinaron que los genes
préximos a las regiones gendémicas ocupadas por ambos LXR (“dual”),

estan relacionados con funciones en el metabolismo lipidico y del
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Figura 5. Analisis de patrones de secuencias de union para TFs.

Busqueda de patrones de secuencias (“motivos”) de unién para TFs, de novo y conocidos con HOMER,

asociados a las regiones genémicas de ocupacion de LXR/RXRa en iBMDM.
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colesterol. Ademds, también se encontraron términos de funciones
asociadas con los leucocitos y la homeostasis de células no
inmunocompetentes. Por otra parte, los genes préximos a las regiones
genomicas de los grupos de ocupacién especificos para cada receptor
LXR, mostraron funciones muy heterogéneas, siendo las mas importantes,
la hemostasis y la diferenciacion celular para el grupo especifico de LXRa
y la regulacion de los procesos de union al ADN y la transduccion de

sefiales para el grupo LXRp (Figura 6).

Con el fin de profundizar en los posibles mecanismos de accion de los
receptores LXR, sobre la regulacion transcripcional de la expresion de
genes diana, en los diferentes grupos de regiones de ocupacidon genémica
por LXR, desarrollamos experimentos de ChlP-seq para el estudio de la
modificacion H3K27ac de las colas de las histonas nucleosomales, tras el
tratamiento farmacolégico con GW3965 y GW233. Como se describio en
la introduccién de esta memoria, esta modificacion esta directamente
relacionada con la actividad transcripcional (Creyghton etal. 2010;
Heintzman et al. 2009). Para este analisis, utilizamos una estrategia
farmacolégica que consiste en el empleo del agonista GW3965 (maxima
activacion transcripcional), frente al antagonista GW233 (méaxima represion
transcripcional), tal y como se muestra en la Figura 7. El analisis de los
cambios dinamicos de la marca H3K27ac en las proximidades de las
regiones de ocupacion de LXR (en una ventana de 2 kb alrededor del
centro de su sitio de ocupacion), después del tratamiento farmacolégico de
24 horas, se representa con un gradiente de colores proporcional a la
densidad de lecturas de secuenciacion enriquecidas en dichas regiones
(Figura 7).

Los datos obtenidos por este analisis, permitieron identificar dos tipos
de regiones con la marca H3K27Ac: las regiones que respondieron

farmacolégicamente a los ligandos sintéticos, y las que respondieron
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Figura 6. Analisis de las funciones biologicas de genes préoximos a las regiones ocupadas por
LXR.
Andlisis de las funciones biologicas asociadas a los genes proximos a los diferentes grupos de regiones
gendmicas de ocupacion de LXR/RXRa en iBMDM, mediante la plataforma web Metascape (Zhou Y et al,
2019).
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Figura 7. Analisis del ChiP-seq de H3K27Ac en células iBMDM-LXRa y iBMDM-LXR.

Cambios en las marcas de acetilacion H3K27ac (panel izquierdo) tras el tratamiento con farmacos

agonistas y antagonistas en macréfagos iBMDM, en una ventana de 2Kb del centro del sitio de unién de

LXR, y sus principales motivos de secuencia identificados en cada uno de los grupos. Busqueda de

secuencias patrén para TFs (panel derecho), de novo con HOMER, asociados a los sitios de unién de LXR

agrupados por los cambios en las marcas de acetilacién.
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deficientemente o no fueron capaces de responder al tratamiento
farmacolégico. Sorprendentemente, la gran mayoria de las regiones
acetiladas se correspondieron al segundo grupo identificado, en cada uno
de los tres grupos de regiones ocupadas por LXR. Las regiones gendémicas
acetiladas asociadas a sitios de ocupacion por LXR se subdividieron y
organizaron en grupos, atendiendo a la capacidad de respuesta
farmacolégica (C1-2 para regiones de ocupacion por LXR “duales”, C3-4
regiones especificas de LXRa y C5-6 especificas de LXRp) (Figura 7). El
analisis de motivos de secuencia de novo, realizado con HOMER en cada
uno de los grupos detectados, establecié que el motivo de secuencia mas
enriquecido, en regiones gendmicas ocupadas por LXR, que respondieron
adecuadamente al tratamiento farmacolégico (C1, C3 y C5), fue un LXRE
clasico (DR-4). Sin embargo, aquellas regiones que respondieron
deficientemente o fueron insensibles al tratamiento farmacoldgico,
mostraron un mayor enriquecimiento para la mitad de un sitio de LXRE (C2,
C4 y C6). La cuantificacién de los cambios dinamicos observados en las
regiones modificadas por H3K27Ac, en respuesta a los tratamientos
farmacoldgicos, se representaron en diagramas de cajas, como el (Log2)
del numero de lecturas de secuenciacion enriquecidas dentro de la ventana
de 2 Kb (Ramoén-Vazquez et al. 2019).

3. Expresiéon genémica en las lineas de iBMDM.

Para explorar la posibilidad de que la unién diferencial de los
receptores LXR al genoma esté vinculada a programas de expresion
génica especificos para cada tipo de receptor LXR, realizamos un analisis
de la expresion génica global, utilizando la técnica de microarray, a partir
del mRNA de células estimuladas con GW3965 (maxima activacion) y
GW233 (represion maxima). Los datos de expresion génica fueron
relativizados de dos maneras: 1) los valores de expresion en respuesta al

tratamiento con GW3965 se representaron en relacion al tratamiento con
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GW233 en cada linea celular iBMDM vy, alternativamente, 2) los valores de
expresion en cada condicién de tratamiento fueron representados en
relacion a los valores de expresion obtenidos en la linea iBMDM-DKO. El
primer tipo de analisis tiene como objetivo explorar aquellos genes que son
inducidos/reprimidos por los ligandos sintéticos, mientras que el segundo
tipo de analisis se centra en aquellos genes inducidos/reprimidos por la
expresion ectdpica de cada receptor de LXR, comparado con su control
negativo iBMDM-DKO. Los cambios en los niveles de expresién se
representaron mediante mapas de calor por separado, dependiendo de
que la expresion estuviera mediada por LXRa/p (Figura 8), LXRa (Figura
9) o LXR}, (Figura 10). El nimero de genes expresados diferencialmente

en cada caso se indica en el lado derecho de cada mapa de calor.

Este analisis revel6 tres posibles mecanismos de regulacion
transcripcional o modos de accién, que designamos como |, Il y Il (mapas
de calor en las Figuras 8A, 9A y 10A). El modo de accion | implica una
regulacion de la transcripcion sensible al tratamiento farmacolégico, en el
que la ausencia del receptor LXR muestra unos niveles de expresion
mucho mayores que cuando estad presente el receptor, es decir que
muestra un nivel de expresion elevado en las células iBMDM-DKO, a pesar
de su deficiencia en LXR. El modo |l representa el modelo canénico para
la activacion transcripcional, donde la unién del agonista al heterodimero
LXR/RXR desencadena un cambio conformacional que desplaza al
complejo correpresor, lo que facilita la interacciéon con los complejos
coactivadores. Los niveles de expresiéon dependen en gran medida de la
activacion farmacolégica de LXR y de la presencia concomitante de los
receptores LXR en la célula. En este modo de accidn, el nivel de expresion
de estos genes es mucho mayor en las células que expresan el receptor
LXR que en las células iBMDM-DKO, con el tratamiento con GW3965.
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Figura 8. Analisis de la expresion diferencial por microarray de genes regulados por iBMDM-
LXRa y iBMDM -LXRB.

(A) Macrofagos iBMDM-DKO, iBMDM-LXRa e iBMDM-LXR fueron incubados en presencia de GW3965 (1
UM) o GW233 (2 uM) durante 24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados mediante la técnica de
microarray. Los datos relativizados destacan tres posibles mecanismos de activacién génica (modos |, 11, 111)
mediados por LXRa/B. El numero de transcritos inducidos por cada mecanismo se indica a la derecha del
mapa de calor. (B) Capturas del navegador gendmico UCSC de genes diana representativos como ejemplo
de cada mecanismo.
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Figura 9. Analisis de la expresion diferencial por microarray de genes regulados por iBMDM-
LXRa.

(A) Macrofagos iBMDM-DKO, iBMDM-LXRa e iBMDM-LXR fueron incubados en presencia de GW3965 (1
UM) o GW233 (2 uM) durante 24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados mediante la técnica de
microarray. Los datos relativizados destacan tres posibles mecanismos de activacién génica (modos |, II, I1)
mediados por LXRa. El nimero de transcritos inducidos por cada mecanismo se indica a la derecha del

mapa de calor. (B) Capturas del navegador genémico UCSC de genes diana representativos como ejemplo
de cada mecanismo.
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Figura 10. Analisis de la expresion diferencial por microarray de genes regulados por iBMDM-
LXRB.

(A) Macroéfagos iBMDM-DKO, iBMDM-LXRa e iBMDM-LXR fueron incubados en presencia de GW3965 (1
puM) o GW233 (2 uM) durante 24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados mediante la técnica de
microarray. Los datos relativizados destacan tres posibles mecanismos de activacion génica (modos I, 11, 11l)
mediados por LXRB. El nimero de transcritos inducidos por cada mecanismo se indica a la derecha del
mapa de calor. (B) Capturas del navegador genémico UCSC de genes diana representativos como ejemplo
de cada mecanismo.
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Por ultimo, en el modo de accién lll, los niveles de expresion se
producen de una manera independiente al tratamiento farmacologico, es
decir la expresion de estos genes no responde al mismo. Los valores de
expresion en las lineas que expresan LXR de manera ectdpica son mas
altos, en comparacion con los macrofagos iBMDM-DKO en condiciones de
tratamiento tanto con agonistas como con antagonistas, por lo que este
modo de accidon muestra una cierta dependencia del receptor LXR, pero no
de su capacidad transactivadora. En la (Figuras 8B, 9B y 10B), se
muestran regiones de ocupacion de los receptores LXR y sus
modificaciones H3K27Ac, de algunos ejemplos de genes representativos
del microarray donde se muestran cada uno de los modos de accion

descritos.

Aproximadamente unos 113 transcritos fueron inducidos
conjuntamente por LXRa y LXRB después de la activacion farmacolégica
por GW3965 (Figura 8A, modos | y Il). Sorprendentemente, la activacion
especifica de LXRa por el agonista promovioé la expresion de un niumero
muy elevado de genes ~ 1,539 transcritos (Figura 9A, modos | y II),
mientras que la activacion de LXRp indujo la expresiéon de ~ 450 genes
(Figura 10A, modos | y Il). Por otra parte, estos analisis revelaron que los
modos de accién | y Il mostraron un menor numero de genes inducidos,
que los observados en el modo lll, para todas las categorias de receptores.
Inesperadamente, el nimero de genes regulados por LXRa fue un orden
de magnitud mayor que por LXR. Estos resultados resaltan que LXRa, a
pesar de estar presente en un nimero mucho mas reducido de regiones
genomicas que LXRp, parece poder promover la transactivacion de un
amplio conjunto de genes (Figura 9A). En conjunto, estos resultados
proporcionan la primera indicacion de que los receptores nucleares LXR
regulan la expresion génica a través de tres modos de accion

transcripcional distintos.
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4. Correlacion entre los datos de expresion y de ChlIP-seq.

A continuacién, evaluamos la correlacion existente entre los datos de
expresion génica y los de ocupacion genémica por los receptores LXRa y
LXRB. Este tipo de analisis permite distinguir entre genes dianas directos
de LXR, cuya expresion puede ser regulada directamente por la influencia
de una region proxima o quizas algo distante de LXR, y dianas indirectas,
cuya expresion pueden ser regulada mediante la expresién de otras
proteinas que si son dianas directas de LXR. Para llevar a cabo este
analisis, asociamos cada region de ocupacion de LXR a los genes mas
proximos dentro de una ventana de +25 Kb en ambas direcciones del
centro de cada regién de ocupacién por LXR. Esta correlacion generd dos
listados de genes: una por cada receptor LXR. Las listas de genes
resultantes fueron comparadas con los resultados de expresion génica por
microarray, realizados en iBMDM-LXRa e iBMDM-LXR respectivamente,
mediante el Analisis de Enriquecimiento de Conjuntos de Genes (“Gene
Set Enrichment Analysis”, GSEA). En ambos casos, el analisis realizado
con GSEA revel6 que existe una fuerte correlacion entre aquellos genes
que presentan regiones de ocupacion por LXR en su proximidad, que son
inducidos por el agonista GW3965 (Figura 11). Las regiones ocupadas por
LXRa se correlacionaron positivamente con 138 genes regulados
positivamente por el tratamiento con GW3965 en el microarray, mientras
que LXRB lo hizo con 266 genes. Estos resultados sugieren que LXRa
posiblemente pueda estar regulando la expresiéon de la gran mayoria de
los genes a través de mecanismos indirectos, ya que tan solo se
correlacionaron 138 genes de los 1,500 que aparecen regulados en el
microarray. Por otra parte, a diferencia de LXRa, algo mas de la mitad de
los genes regulados por el tratamiento con GW3965 (266/450) muestran
regiones de ocupacion de LXRp en su vecindad. De manera global, estos
analisis de correlacion apoyan firmemente la idea de que las regiones

ocupadas por LXR promueven principalmente la regulacion positiva de la
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Figura 11. Correlacion entre los datos de microarray y ChiP-seq en iBMDM.

Andlisis bioinformatico para determinar la correlacion existente entre los genes de microarray
y ChlIP-seq con GSEA.
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expresion génica, mas que la regulaciéon negativa o represion génica, ya

que no se mostré correlacién con genes reprimidos.

Por otra parte, mediante un analisis bioinformatico de enriquecimiento
de procesos biolégicos (“Ingenuity Pathway Analysis”, IPA) y de Ontologia
Génica (GO) para los grupos de genes incluidos dentro de los modos de
accion | y 1, encontramos que los genes regulados por LXRa/B, asi como
genes regulados especificamente por LXRa, se encuentran relacionados
con funciones bioldgicas ligadas al metabolismo lipidico, y también fueron
vinculados a vias y funciones relacionadas con la sintesis de esteroles y la
migracion de células mieloides respectivamente. Por otra parte, aquellos
genes que fueron regulados por LXRB se asocian con funciones
relacionadas con la respuesta de fase aguda y el transporte mediado por
vesiculas. El analisis de los genes incluidos dentro del modo de accién lll,
revel6 una serie de funciones completamente inesperadas para cada grupo
de receptores LXR. Este analisis vinculd los genes regulados dualmente
por LXRa y LXRB a funciones en la replicacion del ADN y el procesamiento
de rRNA, los genes regulados especificamente por LXRa a funciones en
la respuesta inflamatoria y la movilizacién celular, mientras que los genes
regulados solo por LXRf se relacionaron con funciones vinculadas a la
diferenciacion de los linfocitos, el desarrollo del sistema inmune y la

respuesta celular al Fe2+ (Ramén-Vazquez et al. 2019).

5. Expresion del receptor LXRa en la inflamacion.

Debido a que los resultados anteriores indican que ambas isoformas
de LXR no solo comparten numerosas acciones transcripcionales
comunes, sino que también son capaces de regular la expresién de genes
con funciones exclusivas no redundantes, en especial la respuesta
inflamatoria y la migracion celular, nos propusimos estudiar las posibles

implicaciones de los receptores LXR durante las distintas fases de la
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sefalizacion inflamatoria inducida por los receptores TLR, ya que ésta

nunca ha sido estudiada en profundidad.

5.1. Expresion de los receptores LXRs por mediadores
inflamatorios.

Para investigar como se ven afectados los niveles de expresion de los
receptores LXR en BMDMs, durante el tratamiento con diferentes
mediadores de la respuesta inflamatoria, se analizaron datos publicos de
microarrays realizados en BMDMs y previamente publicados (Ramsey
et al. 2008). La activacion de los receptores TLR desencadenada por los
tratamientos con LPS (TLR4), Poly I:C (TLR3), PAM3CSK4 (TLR2) y R848
(TLR7 y TLR8) condujeron a un incremento en los niveles de expresion de
genes inflamatorios regulados en distintas fases de la respuesta
inflamatoria: temprana (Tnf), intermedia (Cxcl2) y tardia (Nos2), tal y como
se muestra en la (Figura 12A). Por otra parte, la exposicion a los agonistas
de TLR elevaron los niveles de expresion de Nr1h3 (LXRa),
incrementandolos hasta las 12 horas de tratamiento (Figura 12A), de la
misma manera que es expresado Nos2. Sin embargo, no se observaron
cambios en los niveles de expresion de LXR[ en respuesta a los agonistas

de TLR (datos no mostrados).

Para comprobar la especificidad de la sefalizacién TLR sobre la
induccion de LXRa, realizamos un ensayo de dosis-respuesta con LPS (0
— 100 ng) en BMDMs WT y TLR4 -/- estimuladas durante 24 horas. La
exposicion al LPS incremento los niveles de expresion del mRNA de LXRa,
mostrando una dependencia de la dosis de LPS en células WT, mientras

que su expresion no se vio alterada en macréfagos TLR4 -/- (Figura 12B).

A continuacion, evaluamos la expresion de LXRa en respuesta al LPS
en diferentes tipos de macréfagos primarios. Para ello, BMDMs vy

macréfagos peritoneales fueron cultivados en presencia o ausencia de LPS
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Figura 12. Andlisis de la expresion de genes inflamatorios por Microarray.

(A) Andlisis de datos publicos de microarray obtenidos de la base de datos Array Eexpress, con nimero de
acceso E-TABM-310 (Ramsey et al. 2008), de genes inducidos por agonistas de TLRs: LPS (TLR4), Poly
I:C (TLR3), PAM3CSK4 (TLR2) y R848 (TLR7 y TLR8). (B) BMDMs WT y TlIr4 -/- fueron cultivadas durante

24 horas con diferentes dosis de LPS (0 — 100 ng/ml). Los niveles de mRNA fueron analizados mediante
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durante 24 horas. Sorprendentemente, los analisis de WB revelaron que
los niveles de expresiéon de LXRa aumentaron significativamente en
respuesta al tratamiento con LPS en comparaciéon con su control en
BMDMs. Por el contrario, en los macrofagos peritoneales no se
observaron cambios entre el tratamiento con LPS y su control, siendo los
niveles de expresiéon basal de LXRa elevados frente a los observados en
BMDM (Figura 13). Por tanto, los niveles de LXRa aumentan
considerablemente en respuesta a LPS en BMDM, mientras que en
macréfagos peritoneales permanecen altos basalmente e inalterados al

insulto inflamatorio.

5.2. Expresion diferencial entre LXRa y LXRB en respuesta al
LPS en BMDMs.

Para determinar en nuestro laboratorio, si la sefalizacion TLR4 regula
los niveles de expresién de ambas isoformas de LXR, se analizaron los
niveles de expresion génica mediante qPCR, en BMDMs WT tratadas
durante 24 horas con LPS. Los resultados de este experimento revelaron
que el LPS aumento los niveles de expresion de Nr1h3 (LXRa) a las 24
horas, pero no los niveles de expresion de Nr1h2 (LXR). Estos datos
sugieren que el incremento en los niveles de expresion de LXRa podria
desempefiar un papel relevante durante el transcurso de la respuesta

inflamatoria en células BMDMs. (Figura 14A).

A continuacion, para establecer el espacio de tiempo en el que se
alcanzan los niveles maximos de expresién de la proteina LXRa, se realizé
un experimento de WB en BMDM WT tratadas con LPS en un rango de
tiempos que variaron entre (0 — 48 horas). Los resultados obtenidos de este
experimento mostraron que la expresion de LXRa fue maxima a las 24
horas. A las 48 horas de tratamiento con LPS los niveles de expresion de
LXRa se redujeron mas de la mitad, manteniéndose en unos niveles

ligeramente por encima del control (Figura 14B). Cuando comparamos los
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Figura 13. Expresion de LXRa en distintos cultivos de macréfagos.

Células primarias BMDMs y macréfagos peritoneales fueron cultivados en ausencia (Ctrl) o
presencia de LPS (100 ng/ml) durante 24 horas. Extractos de proteinas totales fueron
analizados mediante ensayos de Western blot con anticuerpos especificos. En estos ensayos

se usé la GAPDH como control de carga.
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Figura 14. Expresion diferencial de LXRa y LXRB en BMDM.

A) Células BMDMs WT fueron cultivadas en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml)
durante 24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados (previa sintesis de cDNA)
mediante gPCR con cebadores especificos para cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al
control. B) Células BMDMs WT fueron cultivados en ausencia (Ctrl), presencia de LPS (100
ng/ml) o C) GW3965 (1 uM) durante los tiempos establecidos o C) 24 horas. Extractos de
proteinas totales fueron analizados mediante ensayos de Western blot con anticuerpos

especificos. En estos ensayos se us6 la GAPDH como control de carga.
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niveles de expresion de LXRa con los de la proteina inflamatoria NOS2,
observamos que siguen un patron de expresiéon en el tiempo muy similar,
tal y como fue descrito en la Figura 12A. A pesar de observarse un
incremento en los niveles de expresion de la proteina LXRa, no se observo
un incremento significativo en los niveles de expresiéon de la proteina
ABCAT1, el gen diana clasico de LXR.

Para profundizar en el estudio de la expresiéon de LXRa inducida por
la exposicion al LPS, se compararon BMDM WT y LXR -/- entre si, en
respuesta al LPS y al agonista de LXR, GW3965 a las 24 horas de
tratamiento. Estos experimentos mostraron una vez mas que el efecto del
LPS es especifico para la proteina LXRa, mostrando un incremento en los
niveles de proteina sobre el control en respuesta al LPS (Figura 14C). Por
el contrario, los niveles de LXRB no sufrieron cambios aparentes. Por otra
parte, al analizar los niveles de la proteina ABCA1, no se observaron
cambios significativos en respuesta al tratamiento con LPS, a diferencia de

los observados con el tratamiento con G\W3965.

En conjunto, todos estos resultados demuestran que la activacion de
TLR4 por LPS incrementa de manera especifica la expresion de LXRa
tanto a nivel de mRNA como de proteina. Sin embargo, esos cambios
observados en los niveles de expresion de LXRa no se ven traducidos en
cambios en la regulacion de ABCA1, uno de los genes diana clasicos de
LXR.

Para determinar si los niveles de expresion de la proteina LXRa, en
respuesta al LPS obedecen a una sintesis de proteina de novo o a una
estabilizacion de la misma, cultivamos BMDM WT con o sin LPS, en
presencia o ausencia de cicloheximida (CHX), un potente inhibidor que
bloguea la sintesis activa de proteinas. Como se muestra en la Figura 15A,

en respuesta al LPS, los niveles de expresion de la proteina LXRa se
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Figura 15. Estabilidad de la expresion de LXRa y LXRB en BMDM.

Células primarias BMDMs fueron cultivadas en ausencia o presencia de LPS (100 ng/ml)
(panel A) o GW3965 (1 uM) o GW233 (2 uM) (panel B) durante 22 horas y antes de finalizar
el tratamiento, fueron tratadas conjuntamente con CHX (10 pg/ml) durante los tiempos
establecidos. Extractos de proteinas totales fueron analizados mediante ensayos de Western
blot con anticuerpos especificos. En estos ensayos se us6 la GAPDH como control de carga.
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mantuvieron mas altos que en las células no tratadas. Sin embargo, la vida
media de las proteinas enddgenas LXRa y LXRp fue practicamente similar
en los controles y las células tratadas con LPS. Por el contrario, los niveles
de expresion de las proteinas NOS2 y ABCA1, se mantuvieron
relativamente estables a lo largo del tratamiento con CHX. Estos resultados
indican, que las proteinas LXR requieren de una sintesis bastante activa
para mantener sus niveles de expresion, a diferencia de otras proteinas
como ABCA1 o NOS2.

Por otra parte, para determinar cémo se ven afectados los niveles
expresion de las proteinas LXR, en respuesta a los tratamientos con el
agonista sintético GW3965 y el antagonista GW233, tratamos BMDM WT,
con agonista o antagonista, en presencia o ausencia de CHX.
Sorprendentemente, los resultados de este experimento mostraron
comportamientos diferentes entre las dos proteinas LXR. Mientras que, en
las células control la vida media de la proteina de ambos receptores en
respuesta a CHX disminuyd aproximadamente en un 80 — 90%, los
tratamientos con GW3965 y GW233 mostraron diferencias muy
significativas entre LXRa y LXRp. Los niveles de expresion de la proteina
de LXRa en respuesta a los ligandos sintéticos se redujeron en la misma
proporcién que en las células control, mientras que los niveles de expresion
de la proteina LXR se mantuvieron relativamente estables en la presencia
de los ligandos sintéticos. Estos datos estan en consonancia con los datos

publicados previamente en células humanas (Ignatova et al. 2013).

5.3. Expresién de genes diana de LXRs en respuesta al LPS.

Debido a que la expresion de ABCA1, no mostré cambios
significativos tras el incremento de los niveles de proteina de LXRa en
respuesta al LPS, decidimos evaluar la activacion de otros genes diana de
LXR. Para ello, realizamos un analisis de qPCR en BMDM WT en

respuesta a LPS a distintos tiempos (0 — 48 horas). Tal y como se

117



Resultados

esperaba, los niveles de expresion del mMRNA de Nr1h3 se incrementaron
notablemente en respuesta al LPS, alcanzando los niveles maximos de
expresion a las 24 horas del tratamiento. Por el contrario, la expresion de
otros genes diana (Fads1, Fads2, Scd1y Scd2 o Cd5l) disminuyeron en el

transcurso del tratamiento con LPS (Figura 16).

Estos hallazgos revelaron que el incremento en los niveles de
expresion de LXRa en fases tardias de la respuesta inflamatoria mediada
por el LPS, no se encuentran vinculados con la regulaciéon positiva de
genes diana clasicos de LXR. Por lo tanto, estas observaciones sugieren
que la funciéon de LXRa en la respuesta inflamatoria inducida por LPS no

se corresponde con una regulacién candnica previamente conocida.

6. Caracterizacion de las vias de senalizacion intracelular que
regulan la expresion de LXRa.

Para conocer mejor los eventos moleculares desencadenados
durante la respuesta al LPS, que conllevan finalmente a la expresion del
receptor LXRa, decidimos investigar las principales vias de sefalizacion

intracelular que son activadas en respuesta al LPS.

6.1. Analisis de la via de senalizacion dependiente de NF-kB.

En una primera aproximacién, examinamos la posible implicacién de
la molécula adaptadora MYD@88, clave en la transduccion de sefiales de
algunos receptores TLR en respuesta al LPS (Bonham et al. 2014). El
analisis de q°PCR en BMDM WT y MYD88 -/- revelé que los niveles de
expresion de Nr1h3 no se vieron comprometidos por la deficiencia en
MYD88. Sin embargo, la expresion de /18 si se vio disminuida en células
BMDM MYD88 -/-, en comparacion con células BMDM WT (Figura 17A).
Estos resultados indican que el incremento en los niveles de expresion de
LXRa en respuesta al LPS estd mediada por vias de transduccion de

senales independientes de MYD&88.
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Figura 16. Expresion de genes diana de LXR en respuesta a LPS.

Células primarias BMDMs WT fueron cultivados en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml) durante

los tiempos establecidos. Los niveles de mRNA fueron analizados (previa sintesis de cDNA) mediante qPCR

con cebadores especificos para cada gen.
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A continuacién, con la intencién de esclarecer las posibles vias de
sefalizacion que median el aumento de LXRa en respuesta a LPS,
empleamos una bateria de inhibidores farmacolégicos de diferentes vias
de transduccion de sefales. Los resultados de este analisis revelaron que
el bloqueo de la actividad IKKB con BI605906, y de TAK1 con el inhibidor
5Z-7-oxozeanol, redujeron parcialmente los niveles de expresion de LXRa
en respuesta al LPS. Sin embargo, la inhibicion de MEK (PD 0325901),
MAPKK (PD98059), PI3K (clorhidrato PIK-75), B-RAF (SB 590885) y RXR
(HX 531) no tuvo ningun efecto sobre los niveles de expresién de LXRa
(Figura 17B).

Este hallazgo indica que la expresion de LXRa en respuesta a la
activacion de TLR4 por el LPS, esta regulada de manera parcial por vias

que conducen a la activacién de NF-kB.

Durante el desarrollo de la respuesta inflamatoria, el factor de
transcripcion NF-kB puede ser activado en diferentes espacios de tiempo,
por las sucesivas olas de sefalizacion que son inducidas por citoquinas de
respuesta secundaria (como TNFa o INFa/B), que son liberadas durante
las fases tempranas de la respuesta inflamatoria activada por el LPS
(Carswell etal. 1975; Kagan etal. 2008). Por ese motivo, decidimos
explorar inicialmente la participacion del TNFa enddgeno en la activacion
tardia de NF-kB, que podria estar implicado en la expresion de LXRa en
respuesta a LPS. Para ello, comparamos los niveles de expresion del
mRNA de Nr1h3 en BMDMs WT y TNFa -/- en respuesta al LPS. El andlisis
de los datos de gPCR no revel6 cambios en ambos genotipos, indicando
que el TNFa enddégeno no es importante para el incremento de los niveles

de expresion de LXRa en respuesta a LPS (Figura 17C).
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Figura 17. Analisis de la via de sefalizacion dependiente de NFkB.

A) Células BMDMs WT y MyD88 -/- fueron cultivados en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml)
durante 24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados mediante gqPCR con cebadores especificos para
cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con respecto a WT. B) Células BMDMs WT fueron cultivadas en ausencia o
presencia de LPS (100 ng/ml) solo o combinado con los inhibidores BI605906 (IKK2i 1 pM),5Z-7-oxozeanol
(TAKi 1 uM), PD0325901 MAPKK (MEKi 10 uM), PD98059 (MAPKi 10 uM), PIK-75-hydrocloruro (P110ai 2
pM), SB590885 (Rafi 1 uM), HX531 (RXRi 2 uM) durante 24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados
mediante qPCR con cebadores especificos para cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al LPS. C)
Células BMDMs WT y TNFa -/- fueron cultivados en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml) durante
24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados mediante gqPCR con cebadores especificos para cada
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6.2. Analisis de la regiéon promotora de Nr1h3 (LXRa).

Para tener un conocimiento mas amplio sobre los posibles TFs que
podrian estar participando en el control de la expresion de LXRa en
respuesta a la sefalizacién inflamatoria, comparamos datos publicos de
ChiIP-seq disponibles para diferentes TFs implicados en la sefalizacion
primaria (IRF8, IRF1, IRF3, p65) y secundaria (p65 y STAT1), a diferentes
tiempos de exposicion al tratamiento con LPS o IFN(, en las regiones
promotoras de Ifnb (gen de expresion temprana) y Nr1h3 (gen de expresion
tardia). Los resultados del analisis de los datos de ChlIP-seq (Eichenfield
et al. 2016; Mancino et al. 2015; Ng et al. 2011; Tong et al. 2016; Uhlenhaut
et al. 2013), revelaron la ocupacion de regiones reguladoras en el promotor
del Ifnb por TFs como IRF8, IRF1, IRF3 y p65, a tiempos relativamente
cortos en respuesta al LPS. Por el contrario, el estimulo con el INF no
mostroé la presencia de STAT1 en esas mismas regiones. Sin embargo, en
la region promotora de Nr1h3 se observé Unicamente la presencia de NF-
KB p65 a partir de las 3 horas de tratamiento con LPS, y de STAT1 alas 6

horas después del estimulo con el INFB (Figura 18).

El analisis bioinformatico realizado para la busqueda de patrones de
secuencias de unién para TFs, en las regiones gendmicas detectadas para
la unién de p65 (NF-kB) y STAT1 en la regidon promotora de Nr1h3, mostré
un enriquecimiento significativo para secuencias de motivos relacionados

con estos factores de transcripcion (Figura 18).

Todos estos hallazgos indican que los niveles de expresion de LXRa,
inducidos por el tratamiento con LPS pueden estar regulados por una
senalizacion secundaria tardia proveniente de la activacion de TLR4,

donde posiblemente el INF podria tener un papel relevante.
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Figura 18. Analisis de la region promotora de Nr1h3 (LXRa) por ChiIP-seq.

Andlisis bioinformatico de la ocupacién gendémica de IRF8, IRF1, IRF3, p65 y STAT1 en la
vecindad de los genes Ifnb1 o Nr1h3, en respuesta a IFNB o LPS respectivamente en BMDM
WT, representada como densidades de lecturas de secuenciacion normalizadas. Los datos
fueron obtenidos a partir de la base de datos publica GEO, con numeros de acceso
GSE67343 (Tong et al. 2016) y GSE31796 (Uhlenhaut et al. 2013) para IRF3, GSE67343
(Tong et al. 2016) y GSE72964 (Eichenfield et al. 2016) para p65, GSE33913 (Ng et al. 2011)
y GSE56123 (Mancino et al. 2015) para STAT1, IRF3 e IRF8. La presencia de motivos de
unién dentro de los picos detectados en la vecindad de Nr1h3 para p65 y STAT1 fue

determinada mediante el empleo de matrices de motivos conocidas de la base de datos
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6.3. Analisis de la via de senalizacion dependiente de IRF3.

Debido a la posible participacion de otros TFs diferentes a NF-kB, en
el control de los niveles de expresion de LXRa en respuesta a LPS, y dada
la interrelacion existente entre las vias de sefializacion de TLR4/TLR3,
decidimos investigar la contribucién aportada por diferentes TFs, mediante
el uso de macrofagos knockout para varios de ellos. Primero evaluamos
los niveles de expresion de LXRa en el tiempo, en respuesta al tratamiento
con LPS en BMDM WT e IRF3 -/-. Los analisis de gPCR y WB revelaron
que la expresiéon de LXRa muestra unos niveles significativamente
reducidos en BMDM IRF3 -/- en respuesta al LPS (Figura 19A). Por otra
parte, el tratamiento previo con MRT67307, un inhibidor que previene la
fosforilacion de IRF3 por TBK1 (Clark et al. 2011), condujo a una reduccion
de los niveles de expresion de LXRa inducidos por LPS, de manera similar
al patrén de expresion génica observado en el genotipo IRF3 -/-. Estos
resultados indican una participacion activa de IRF3 en la regulacion de la
expresion de LXRa, posiblemente a través de un mecanismo indirecto

dependiente de citoquinas de sefnalizacidon secundarias.

A continuacién, decidimos estudiar la posible participacion del INF(3
en la regulacién de la expresion de LXRa, durante la sefalizacion
secundaria orquestada por esta citoquina. Para ello, realizamos
experimentos de qPCR y WB en BMDM WT e IFNAR -/- (que carecen de
la cadena a del receptor de interferones tipo |), en respuesta a LPS. Este
analisis reveld que los niveles de expresion de LXRa se ven severamente
reducidos en macrofagos IFNAR -/-, en comparacion con células WT. Estos
resultados confirman la participacion activa del IFN( en la regulacion de la
expresion de LXRa en respuesta a LPS a través de una via indirecta
dependiente de IRF3 e IFN en la sefalizacién inflamatoria tardia (Figuras
20A y 20B).
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Figura 19. Andlisis de la via de sefializacién activada por IRF3.

A) Células primarias BMDMs WT o IRF3 -/- fueron cultivadas en ausencia (Ctrl) o presencia
de LPS (100 ng/ml) durante los tiempos establecidos, solo o en combinacién con MRT67307,
un potente inhibidor de TBK1 (2 uM). Se analizaron los niveles de mRNA mediante gPCR
con cebadores especificos para cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al WT. B)
Extractos de proteinas totales fueron analizados mediante ensayos de Western blot con
anticuerpos especificos. En estos ensayos se usé la GAPDH como control de carga.
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Figura 20. Analisis de la via de sefalizacion dependiente del INFp.

A) Células primarias BMDMs WT o IFNAR -/- fueron cultivadas en ausencia (Ctrl) o presencia
de LPS (100 ng/ml) durante 24 horas. Se analizaron los niveles de mRNA mediante qPCR
con cebadores especificos para cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al WT. B)

Extractos de proteinas totales fueron analizados mediante ensayos de Western blot con

anticuerpos especificos. En estos ensayos se usé la GAPDH como control de carga.
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Para confirmar la participacién adicional de otros TFs reguladores en
el control de la expresion de LXRa, desarrollamos un nuevo analisis de
gPCR, en el que empleamos células deficientes para los TFs (IRF3 -/-,
IRF1 -/-, IFNAR -/-y STAT1 -/-). Estos resultados confirmaron una vez mas,
la participacion de IRF3 e IFNAR en el control de la expresion de LXRa, y
por otra parte revelaron también la participacion de IRF1, un TF participe
en la regulacion de la expresion del INF@, asi como la participacion del
STAT1, un TF que es activado por los interferones tipo | (IFNa, IFN@B)
(Figura 21A).

Para evaluar de forma directa la dependencia de la produccién de
INFB, regulada por el eje de sefializacion TLR3/TLR4/TRIF/TBK1/IRF3,
sobre el control de la expresidbn génica de LXRa, realizamos un
experimento de gPCR en BMDMs WT y TRIF -/- en respuesta al LPS, INF3
0 una combinacién de ambos. Los analisis de qPCR revelaron tal y como
se esperaba, que los niveles de expresion de LXRa promovidos por el
tratamiento con LPS en BMDMs WT, se vieron comprometidos en células
TRIF -/-, mientras que el tratamiento con INF[3 solo promovi6 parcialmente
la expresion de LXRa en ambos tipos celulares. Sin embargo, el
tratamiento combinado con LPS e INF[ rescatd casi por completo la
expresion de LXRa en macrofagos TRIF -/-. Estos resultados confirman la
participacion directa del INF3 en la sefializacion secundaria que regula los
niveles de expresion de LXRa en las fases tardias de la respuesta al LPS
(Figura 21B).

7. Expresion génica dependiente de LXRa en respuesta al
LPS.

Para estudiar de forma mas detallada el papel que desempena la
expresion de LXRa, en las fases tardias de la respuesta inflamatoria,
comparamos los niveles de expresién génica global entre macréfagos

BMDMs WT y LXRa -/- en respuesta al tratamiento con LPS. El analisis de
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Figura 21. Analisis de los componentes que regulan la sefalizacion activada por
el INFB.

A) Células primarias BMDMs WT, IRF3 -/-, IFNAR -/-. IRF1 -/- o STAT1 -/- fueron cultivadas
en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml) durante 24 horas. Se analizaron los niveles
de mRNA mediante gPCR con cebadores especificos para cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con
respecto al WT. B) Células primarias BMDMs WT o TRIF -/- fueron cultivadas en ausencia
(Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml), IFNB (500 U/ml) o una combinacién de LPS + INF(3

durante 24 horas. Se analizaron los niveles de mMRNA mediante qPCR con cebadores
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los datos reveld la existencia de diferencias significativas entre los niveles
de expresion génica en células WT y LXRa -/- en respuesta al LPS. En
células LXRa -/- se observa una reduccion significativa (156 genes) o un
incremento (170 genes) en la expresion de genes ([FC] = 2 y p-valor <0.05),
en comparacion con los genes diferencialmente expresados en el WT y en

comparacion con su control en respuesta a LPS (Figura 22).

La agrupacion de genes expresados diferencialmente ([FC] = 2 entre
genotipos) identificd principalmente dos grupos. El primero de los grupos
esta constituido por genes cuya expresion aumenta con el tratamiento con
LPS con respecto a su control en el genotipo WT, pero que muestran una
expresion significativamente comprometida en células LXRa -/- en
respuesta al LPS. Por otra parte, el segundo grupo lo forman genes que
muestran una expresion disminuida con el tratamiento con LPS con
respecto a su control BMDMs WT, sin embargo, muestran una expresion
incrementada en macrofagos LXRa -/- en respuesta al LPS (Figura 22).
Aquellos genes que mostraron las mayores diferencias de expresion se
correspondieron con citoquinas proinflamatorias (Tnf, 1I6, lI1b e ll1a), y
quimioquinas (Ccl2, Ccl7, Cxcl2 'y Cxcl11). Por otra parte, en el segundo
grupo se identificaron genes de ciclinas (Cdk1, Cdkn2c, Ccnd1) y genes de
histonas (Hist1h2bb, Hist1h4c, Hist2h2be) como los genes con los

mayores cambios de expresién entre ambos genotipos.

El analisis bioinformatico Gene Ontology, GO de los genes que
conforman el primer grupo, reveld un enriquecimiento en términos
relacionados con procesos inflamatorios tales como: respuesta
inflamatoria, via de sefalizaciéon de NF-kappa B, respuesta al interferén-
gamma, respuesta de fase aguda. Por el contrario, los genes contenidos
en el segundo grupo mostraron un enriquecimiento para términos
relacionados con el ciclo celular, la respuesta celular al dafio del DNA entre

otros (Figura 23).
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Figura 22. Expresion génica dependiente de LXRa en respuesta al LPS.

BMDM WT o LXRa -/- fueron incubados en ausencia o presencia de LPS (100 ng/ml) durante
24 horas. Los niveles de mRNA fueron analizados mediante la técnica de microarray. Los
niveles de expresion de los transcritos diferencialmente expresados (FC = 2 y p-valor < 0.05
en WT) se representan en un mapa de calar mediante la plataforma web Heatmapper. El
numero de transcritos inducidos por el tratamiento con LPS se indican a la izquierda del mapa

de calor.
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Figura 23. Funciones biologicas dependientes de la expresion de LXRa en

respuesta al LPS.

Andlisis bioinformatico con la plataforma web Metascape (Zhou Y et al, 2019), de los Términos
de ontologia génica (GO) asociados a genes cuya expresién aumenta (rojo) o disminuye
(azul) en respuesta al LPS en BMDM WT depende de LXRa.
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Estos datos revelan sorprendentemente que la expresion de LXRa en
respuesta al LPS, es necesaria para la expresion de una bateria de genes
proinflamatorios en las fases tardias de la respuesta inflamatoria, que son

inducidos por la activacion de las vias de sefializacion TLR4/TLR3.

7.1. Regulacion de las dianas génicas dependientes de LXRa
en respuesta al LPS.

Debido a que los datos anteriores revelan un papel funcional de LXRa,
sobre la regulacion de la expresidn de determinados genes de la respuesta
inflamatoria, decidimos evaluar la contribucion individual de cada uno de
los receptores LXR. Para ello, comparamos los niveles de expresion de
algunas de las dianas génicas detectadas anteriormente, entre BMDM
LXRa -/- y LXRB -/-. Los resultados de esta comparacioén confirmaron
nuestros resultados previos, en los que la expresion inducida por el
tratamiento con LPS de genes como Ccl2, lI18 o InhbA se vio
dramaticamente comprometida en células LXRa -/-, en comparaciéon con
las células LXRp -/- (Figura 24A).

Por otra parte, para conocer si la regulacién de la expresion de estos
genes, inducidos por el LPS y dependiente de LXRa, esta mediada por la
accion de algun ligando enddgeno natural, llevamos a cabo ensayos de
gPCR en BMDM LXRp -/-, cultivadas a 12 y 24 horas con LPS, solo o en
combinacién con el agonista reverso especifico de LXR (GW233) (previo
al tratamiento con LPS). Inesperadamente, el analisis de qPCR reveld que
el tratamiento con el inhibidor farmacolégico no tuvo un efecto significativo
sobre los niveles de expresion inducidos por LPS, para estas dianas
génicas. Estos datos sugieren que LXRa regula la expresion génica a
través de un modo de accion independiente de su actividad transactivadora

intrinseca (Figura 24B).
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Figura 24. Expresion de dianas de LXRa en respuesta al LPS e implicaciéon de ligandos

endogenos.

A) Células BMDMs LXRa -/- o LXR -/- fueron cultivadas en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml)
durante los tiempos establecidos. Se analizaron los niveles de mRNA mediante qPCR con cebadores
especificos para cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al Wt. B) Células BMDMs WT fueron cultivadas
en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (100 ng/ml) solo o en combinacién con GW233 (2 yM) durante los
tiempos establecidos. Se analizaron los niveles de mMRNA mediante gPCR con cebadores especificos para

cada gen. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al WT.
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8. Anadlisis de la ocupacion genémica de LXRa en respuesta
al LPS.

Para evaluar si la funcién reguladora de LXRa desarrollada sobre
estas dianas génicas, podria ser una accion directa del receptor nuclear
sobre regiones reguladoras importantes para la expresion de esos genes,
desarrollamos ensayos de ChlP-seq para LXRa en respuesta a LPS en
células BMDM LXRa/B -/- y LXRp -/-, y analizamos las regiones genémicas
proximas a esas dianas. Los resultados obtenidos del analisis
bioinformatico de los datos de ChIP-seq de LXRa, revelaron una ocupacion
dinamica de LXRa (1594 regiones gendmicas) en respuesta al LPS, muy

proximas al TSS de muchos de estos genes (Figuras 25A y 25B).

A continuacién, realizamos un andlisis bioinformatico para la
busqueda de repeticiones de secuencias patrén para la union de TFs, en
las regiones gendmicas ubicadas bajo los sitios de ocupacion del receptor
LXRa en respuesta al LPS. Los resultados del analisis revelaron
principalmente secuencias patrén conocidas para la unién de factores
como, ETS (SpiB), bZIP (AP1), CEBP (CEBPE), ETS: IRF (PU.1: IRF8) y
NR (LXRE) (Figura 25C). En la Figura 25D se ilustran algunos ejemplos
de eventos de ocupacién dinamica de LXRa observados en la vecindad de

los genes diana de interés, regulados en respuesta al LPS.

Para determinar el tipo de regiones reguladoras en las que tiene lugar
la unién de LXRa en respuesta al LPS, comparamos las distribuciones de
ocupacion gendémica del receptor LXRa, con la presencia del factor de
transcripcion PU.1, y de las marcas de histonas H3K27Ac y H3K4me1, a
partir de los datos de ChlP-seq publicados (Ostuni et al. 2013). Mediante
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Figura 25. Analisis del ChIP-seq de LXRa en respuesta a LPS.

(A) Representacién en mapa de calor de las densidades de lecturas de secuenciacion de ChlP-seq (590

regiones gendmicas) de LXRa en BMDMs, en una ventana de 2Kb. (B) Analisis de enriquecimiento de

repeticiones de secuencias patron conocidos, asociados a los sitios de unién de LXRa en el genoma de

BMDMs en respuesta a LPS. (C) Representacion de capturas del navegador genémico UCSC de los genes

mas representativos como ejemplo de la ocupacion de LXRa en respuesta a LPS.
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este analisis, se identificaron tres tipos de regiones distintas para la
marca H3K27Ac, asociadas a regiones de ocupacion por LXRa en
respuesta al LPS: el grupo | (190 regiones) en las que aumenta H3K27Ac
(asociadas a genes transcripcionalmente activos), el grupo Il (405
regiones) en las que disminuye esta marca (asociadas a genes
transcripcionalmente reprimidos) y, por ultimo, el grupo Il (999 regiones)
en las que H3K27Ac no cambia por el tratamiento con LPS. La presencia
de PU.1 no se vio alterada por el LPS en ninguna de las regiones
analizadas (Figura 26A), indicando que estas regiones reguladoras ya se

encontraban constituidas previamente al tratamiento con LPS.

En la Figura 26B, se muestra un anadlisis de repeticiones de
secuencias patrén o motivos, para cada uno de los grupos de marcas
dindmicas de acetilacién asociadas a regiones gendmicas ocupadas por
LXRa, en el que se identifica un enriquecimiento para un motivo LXRE en
los grupos | y lll. Muchas de las nuevas dianas génicas identificadas por la
deficiencia de LXRa en respuesta al LPS se encontraron contenidas dentro

de estos dos grupos.

Estos resultados también fueron comparados con datos de ChlP-seq
publicados por el laboratorio del Dr. Glass para LXRa/3, p65, H3K27Ac y
H3K4me1, (Oishi etal. 2017) realizados en macrofagos peritoneales,
tratados durante 1 hora con Kdo2-Lipid A (KLA). En las Figuras 27Ay 27B
se muestran las regiones reguladoras préximas a Ccl2 / Ccl7, ll1al ll1by
Cxcl2 en BMDM y macrofagos peritoneales, en los que se observa el
reclutamiento de LXR en respuesta tanto al tratamiento con LPS, como con
KLA en las mismas regiones gendmicas. También se observa el mismo
patrén de union para p65 a esas mismas regiones, asi como un aumento

en la marca de acetilacion H3K27Ac.
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Figura 26. Analisis del ChIP-seq de LXRa, PU.1, H3K27Ac y H3K4me1 en respuesta al LPS en
BMDMs.

A) Representacion en mapa de calor de las densidades de lecturas de secuenciacion de los ChiP-seq de
LXRa, PU.1, H3K27Ac y H3K3me1 en BMDMs, en una ventana de 2Kb en respuesta al LPS. B) Analisis de
enriquecimiento de repeticiones de secuencias patrén conocidos, correspondientes a los grupos de cambios
en la marca H3K27Ac asociados a sitios de unién de LXRa en el genoma de BMDMs WT en respuesta al
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Figura 27. Analisis de regiones reguladoras en respuesta al LPS en BMDMs y

macrofagos peritoneales.

A) Capturas del navegador genémico UCSC de los cambios dinamicos en la vecindad de las

regiones reguladoras de los genes mas representativos, en respuesta al tratamiento con LPS

durante 24 horas en BMDMs. B) en respuesta al tratamiento con KLA durante 1 hora en

macréfagos peritoneales.

138



Resultados

Estos datos demuestran que LXRa se une a regiones gendmicas
reguladoras en la vecindad de algunos genes inflamatorios, en respuesta
al LPS, posiblemente para ayudar a mantener una expresion sostenida en

el tiempo de los genes anteriormente mencionados.

9. Estudio de LXRa en un modelo in vivo de peritonitis.

Estudios recientes han asociado algunos mediadores inflamatorios
como las quimioquinas CCL2 y CCL7 en la infiltracién y acumulacion de
neutrdfilos en el espacio alveolar a través de la mediacion de PAR1 (Mercer
et al. 2014). Por otra parte, el TNFa y la IL1[, son citoquinas necesarias
para un correcto influjo de neutrdfilos en el contexto de la artritis inducida
por antigeno (Sachs et al. 2011). En el mismo contexto, la IL6 desempefa
un papel crucial en el reclutamiento de leucocitos in vivo, a través de la
secrecion de IL8, CCL2 y moléculas de adhesion en células endoteliales,
como resultado de la activacion de los complejos 11-6-SII-6RA (Kaplanski
et al. 2003).

Segun se desprende de nuestros resultados, LXRa participa en la
regulacion de la expresion génica en BMDMs de determinadas citoquinas
y quimioquinas tales como /i6, Tnf, Ccl2 y Ccl7, por lo que decidimos
investigar la implicacion de LXRa en un modelo de inflamacion
intraperitoneal in vivo en ratén, inducido por diferentes mediadores

inflamatorios como el Tioglicolato, el Zymosan y el LPS.

9.1. Analisis de las poblaciones celulares in vivo en respuesta
al LPS.

Durante las primeras 24 — 48 horas de la inflamacién, los neutrdfilos
son las primeras células en acumularse en los tejidos en diferentes
modelos de inflamacion aguda in vivo (Gautier et al. 2013; Kaplanski et al.
2003). Por lo tanto, para conocer el comportamiento de esta poblacién

durante la inflamacion, se compararon exudados peritoneales de ratones
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WT y LXRa -/- mediante citometria de flujo a las 24 horas del tratamiento

con diferentes mediadores inflamatorios.

Los resultados de los analisis, muestran que tras la inflamacion
intraperitoneal inducida por la administracién de Tioglicolato, Zymosan o
LPS en ratones WT, como cabia esperar, se produce una prominente
infiltraciéon dentro de la cavidad peritoneal a las 24 horas del tratamiento,
de células que muestran altos niveles de los marcadores CD11b" / Ly6G",
correspondientes con neutréfilos, en comparacion con el control (PBS). Sin
embargo, los tratamientos con Tioglicolato y Zymosan no mostraron
diferencias significativas entre los neutréfilos reclutados al peritoneo de
ratones WT y LXRa -/- (Figura 28), a diferencia del tratamiento con LPS,
que mostré una reduccion muy significativa en la infiltracion de neutréfilos

en ratones LXRa -/-.

Por otra parte, debido a que los macréfagos también son movilizados
in vivo al lugar donde se inicia la inflamacion (Gautier et al. 2013; Kaplanski
etal. 2003), analizamos por citometria de flujo como podrian verse
afectadas las distintas poblaciones de macréfagos peritoneales, por la

ausencia de LXRa en respuesta a los diferentes mediadores inflamatorios.

Para el analisis de las poblaciones de macréfagos se utilizdé una
estrategia basada en el marcaje de los macréfagos totales
(CD11bM/CD115") y el posterior analisis de las poblaciones de macrofagos
residentes (F4/80"/MHC-II®) y de los macrofagos inflamatorios
(F4/80°/MHC-IIM). Los resultados del analisis por citometria de flujo,
muestran que al igual que en el caso de la poblaciéon de neutrdfilos, los
tratamientos con el tioglicolato y el Zymosan no presentan diferencias
significativas en las diferentes poblaciones de macréfagos entre ratones
WT y LXRa -/-, sin embargo el tratamiento con LPS si muestra una

marcada reduccion en las poblaciones de macrofagos residentes
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Figura 28. Andlisis de la poblacion de neutroéfilos in vivo en modelo de peritonitis.

3 — 4 ratones WT y LXRa -/- fueron tratados con 2 ml de PBS, 2 ml de Tioglicolato (3%), Zymosan (40
mg/Kg) 6 LPS (4 mg/Kg) mediante inyeccion intraperitoneal durante 24 horas. Posteriormente, se

analizo6 por citometria de flujo la poblacion de neutréfilos (CD11b"/Ly6G") que fue reclutada al peritoneo

para cada uno de los estimulos.
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(F4/80"/MHC-II°) y de macrofagos inflamatorios (F4/80'°9/MHC-IIM)

observandose un efecto mas acusado en ratones LXRa -/- (Figura 29).

Estos resultados claramente indican que, LXRa desempefia un papel
importante en el control de la migraciéon de las células mieloides que son
reclutadas al sitio de inicio de la respuesta inflamatoria, y que ese papel

funcional es dependiente del tipo de sefializacién que la promueve.

El analisis cuantitativo de los resultados de la citometria de flujo de las
distintas poblaciones de células mieloides en respuesta al LPS, muestra
una drastica disminucion en el numero de neutrdfilos infiltrados
(CD11b"/Ly6GM) en ratones LXRa -/- con respecto al WT. Sin embargo, las
diferentes poblaciones de macréfagos residentes (F4/80"/MHC-II°) e
inflamatorios (F4/80'°/MHC-II") no se ven afectados por el tratamiento con
el LPS cuando se comparan ratones WT y LXR -/-, aunque si se observa
una marcada reduccién en el nimero absoluto de macréfagos totales
(CD11b"/CD115") y residentes (F4/80"/ MHC-II'®) con el tratamiento con

LPS respecto al control, en ambos tipos de ratones (Figura 30).

Estos ultimos resultados coinciden con lo que se conoce como la
"reaccion de desaparicion de macréfagos” (MDR), que fue descrita por
primera vez hace décadas (Nelson 1963). En esta reaccion, los
macroéfagos peritoneales se vuelven irrecuperables de los lavados tan solo
unas horas después de la introduccién de estimulos inflamatorios como: la
vacuna de bacilo Calmette-Guerin, o el LPS. (Barth et al. 1995; Gautier
et al. 2013; Nelson 1963). La repoblacién de los macréfagos residentes es

lenta después de la MDR.

Conjuntamente, todos los resultados mostrados en esta memoria
apuntan a que los receptores LXR, muestran una distribucion genémica
diferenciada entre ambas isoformas, que se relacionan con programas

transcripcionales muy diferentes entre si, en nuestro modelo celular de
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Figura 29. Andlisis de la poblacién de macréfagos in vivo en modelo de peritonitis.

3 — 4 ratones WT y LXRa -/- fueron tratados con 2 ml de PBS, 2 ml de Tioglicolato (3%), Zymosan (40 mg/Kg) o
LPS (4 mg/Kg) mediante inyeccién intraperitoneal durante 24 horas. Posteriormente, se analizaron por citometria
de flujo las diferentes poblaciénes de macréfagos (Macrofagos totales CD11bM"/CD115"), (Macrofagos
inflamatorios MHC-II"/F4/80"°) y (Macrofagos residentes MHC-I1'/F4/80"), que fueron reclutados al peritoneo para
cada uno de los estimulos.
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Figura 30. Analisis de la poblaciéon de neutréfilos y de macréfagos en respuesta al
LPS.

3 — 4 ratones WT y LXRa -/- fueron tratados con con 2 ml de PBS, 2 ml de Tioglicolato (3%),
Zymosan (40 mg/Kg) o LPS (4 mg/Kg) mediante inyeccioén intraperitoneal durante 24 horas.
Posteriormente, se analizaron por citometria de flujo las poblaciénes de neutrdfilos
(CD11b"/Ly6G") y macrofagos (CD11b"/CD115"), (MHC-I1"/F4/80°) y (MHC-II°/F4/80") para cada
uno de los estimulos. A) Representacion del porcentaje de células del contaje total. B)
Representacion del numero total de células para cada tipo de poblacién estudiada. *p<0.05,
**p<0.01 con respecto al WT.
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iBMDM. Los datos obtenidos a partir de ese modelo celular in vitro nos han
dirigido al descubrimiento de un papel funcional antimicrobiano regulado
por el receptor nuclear LXRa durante la respuesta inflamatoria activada por

estos microorganismos.
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Discusion

Aunque los receptores nucleares LXR, juegan un papel predominante
sobre el control del metabolismo del colesterol (Lee y Tontonoz 2015),
algunas publicaciones apuntan a que los receptores LXR también pueden
participar en otros aspectos de la biologia del macréfago, tanto en la
inflamacion como en la defensa del hospedador (A-Gonzalez y Castrillo
2011; Schulman 2017). Por otro lado, aquellas funciones que son
desempefiadas de manera mas especifica por cada isoforma del receptor

no se han estudiado en profundidad hasta la fecha.

De manera general, la actividad de los receptores nucleares LXR se
ha estudiado principalmente utilizando diferentes modelos de macréfagos
primarios in vitro o in vivo, los cuales muestran claramente diferentes
niveles de expresion para las proteinas LXRa y LXRp (Lavin et al. 2014;
Ramoén-Vazquez et al. 2019). Este hecho podria indicar que cada isoforma
de LXR, pueda ejercer de manera independiente distintas funciones
biolégicas, dependiendo del estado de diferenciacion del macréfago. Para
abordar esa cuestion, en una primera aproximacion, generamos un modelo
celular a partir de macréfagos murinos inmortalizados, que presentan un
fondo genético LXR-DKO, reconstituidos de manera independiente con
cada una de las proteinas LXR que presentan tres copias de la secuencia
FLAG en su extremo amino terminal. Este modelo fue inicialmente
caracterizado, para demostrar su validez para estos estudios, en cuanto a
los niveles de expresidn, ocupacion genémica y regulacion transcripcional
conocidas para los receptores LXR. Nuestro modelo mostré unos niveles
de expresiéon aproximadamente similares para ambas isoformas de LXR
(Figura 2 Resultados), unos altos niveles de ocupacion en regiones
genomicas de genes diana conocidos (Figura 3 Resultados) y reprodujo
de manera adecuada la regulacién transcripcional inducida en genes diana
conocidos, en respuesta tanto al agonista sintético GW3965 (un potente
estimulador de la actividad transcripcional de LXR), como al agonista

reverso sintético GW233 (Ramén-Vazquez et al. 2019).
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Debido a la existencia de un alto grado de similitud entre las
secuencias de aminoacidos de ambas isoformas de LXR, sobre todo en la
region DBD (Tice et al. 2014), cabe esperar una distribucion ocupacional
de regiones gendmicas muy similar entre LXRa y LXRpB. Sin embargo, el
analisis inicial mediante la técnica de ChIP-seq, revel6 una distribucion
diferencial entre ambas isoformas de LXR, que se subdividié en tres grupos
principales: un conjunto de regiones igualmente ocupadas tanto por LXRa
como por LXRB y denominadas “duales”, un gran conjunto de regiones
ocupadas especificamente por LXRp, y un tercer conjunto muy reducido,
de regiones ocupadas especificamente por LXRa. Por lo tanto, a pesar del
alto grado de similitud entre ambos receptores, solo LXRB es capaz de
unirse de manera especifica a un numero elevado de regiones gendémicas
en el macrofago. Por el contrario, y a pesar de que han sido descritas en
la literatura algunas acciones exclusivas vinculadas al receptor LXRa tanto
in vivo como in vitro (Joseph et al. 2004; Valledor et al. 2004), éste se
encuentra mayoritariamente unido a regiones genémicas ocupadas que

son compartidas con el receptor nuclear LXRB (Figura 4 Resultados).

Para el analisis bioinformatico de los datos de ChIP-seq generados en
nuestro modelo de iIBMDMs, se empled una estrategia conservadora a la
hora de filtrar dichos datos, para lo cual se emplearon como controles
negativos de la ocupacion de LXR, células LXR-DKO y DNA de partida
(INPUT), ademas de establecerse un umbral por encima de las 40 lecturas
de secuenciaciéon, lo que permitié la discriminacion de regiones de
ocupacion laxas o de bajo niumero de lecturas denominadas como regiones
inespecificas para los receptores LXR. Todo ello, junto con el hecho de que
numerosos estudios anteriores fueron llevados a cabo mediante el empleo
de modelos celulares que expresan niveles muy diferentes de ambas
proteinas LXR y mediante el empleo de anticuerpos incapaces de
discriminar entre las proteinas LXRa y LXRB (Pehkonen et al. 2012; Spann

et al. 2012; Venteclef et al. 2010), hace que nuestros resultados de ChlP-
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seq representen un repertorio bastante preciso de sitios de ocupacion de

LXR en macréfagos (Ramon-Vazquez et al. 2019).

Mediante el analisis de patrones de repeticion o motivos de union para
TFs conocidos, dentro de las secuencias contenidas en las regiones
ocupadas por LXR para cada uno de los grupos establecidos, se identifico
una secuencia para el motivo de unién a LXR (LXRE DR-4), como la
secuencia mas enriquecida en todos los grupos definidos de LXR. Por otra
parte, el analisis de motivos de novo (que busca patrones coincidentes sin
tener en cuenta la degeneracion o el numero de ocurrencias del mismo),
mostré nuevamente a COUP-TFII (motivo relacionado con NRs), para los
grupos LXRa/f y LXRB o a LXRE para el grupo LXRa. Ademas, este
andlisis identific6 secuencias de motivos para otros factores de
transcripcion acompafiantes, asociados de manera selectiva a regiones
genomicas ocupadas de manera especifica pon un receptor de LXR en
particular (Figura 5 Resultados). Al mismo tiempo, motivos similares a
C/EBP, enriquecidos en los grupos LXRa/f y LXRB, se encontraron
ausentes en el grupo de regiones gendmicas ocupadas por LXRa. Este
ultimo, presenté de manera especifica un enriquecimiento para el motivo
PBX1 (Mann y Affolter 1998). Recientemente se ha descrito que PBX1
presenta la capacidad de actuar como LDTF, uniéndose a regiones
gendmicas de la cromatina inaccesibles en mioblastos, para asi facilitar la
unién del TF MyoD vy la activaciéon de genes del linaje muscular (Berkes
et al. 2004). Cabe la posibilidad, de que interacciones similares puedan
tener lugar en los macrofagos. Sin embargo, para determinar si estos TFs
tienen la capacidad de cooperacion en la unién especifica de LXR, es
necesario llevar a cabo experimentos de manipulaciéon genética sobre las
secuencias de union, o el silenciamiento de estos TFs. Por lo tanto, no es
descabellado pensar que a pesar de la existencia de una secuencia
canodnica LXRE, presente en todos estos grupos especificos de LXR, la

ocupacion de estas regiones por cada receptor de LXR se lleve a cabo
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mediante su interacciébn con un conjunto de TFs accesorios que

proporcionen un entorno accesible en estas regiones gendmicas.

A demas del analisis de las regiones gendmicas de ocupaciéon por
LXR, también analizamos los cambios dinamicos de acetilacion sufridos en
las histonas nucleosomales (H3K27Ac), en respuesta a los tratamientos
farmacoldgicos con el agonista o antagonista, como un indicador de los
posibles estados transcripcionales de activacion o represién de genes
diana en la vecindad de las regiones genémicas ocupadas por LXR.
Sorprendentemente, estos analisis revelaron un gran nimero de regiones
ocupadas por LXR, que mostraron cambios débiles o practicamente nulos
en la marca H3K27Ac en los tratamientos farmacoldgicos (Figura 7
Resultados). Este inesperado comportamiento podria indicar dos posibles
escenarios: en el primero de ellos, la simple presencia de LXR en esas
regiones gendémicas podria ser importante para la adquisiciéon de dicha
modificacién epigenética, que sin embargo no es capaz de promover los
cambios dinamicos observados en otras regiones, en respuesta a los
tratamiento farmacoldégicos; en el segundo escenario, la ocupacion de LXR
podria tener alguna funcién cooperadora, permitiendo la uniéon de otros
factores de transcripcion que contribuyan de manera critica en los cambios
de las marcas de acetilacion y la activacion transcripcional (Sven Heinz
et al. 2010). Por otra parte, el andlisis de secuencias enriquecidas (motivos
de novo) de las diferentes regiones ocupadas por LXR, basandose en los
cambios dinamicos de la marca de acetilacién, identifico motivos LXRE
DR4 o la mitad de un sitio LXRE, como los mas enriquecidos en los
diferentes grupos establecidos. En esos sitios, el motivo LXRE DR4 fue
unicamente detectado en regiones que mostraron cambios en la marca de
acetilacion en respuesta a los tratamientos farmacolégicos, mientras que
la mitad de un sitio LXRE fue detectado exclusivamente en aquellas
regiones en las que no se observaron cambios (Figura 7 Resultados).

Este resultado podria apuntar a que la ocupacién de LXR en estas regiones
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especificas podria producirse por el reconocimiento de motivos LXRE DR4
degenerados, donde LXR podria actuar como un factor colaborativo. Si
bien, esta funcion deberia demostrarse mediante ensayos de mutagénesis
genomica dirigida con CRISPR/Cas9 para estudiar estos sitios especificos
de union a LXR.

De manera complementaria, también se realizaron analisis de los
niveles de expresién génica global utilizando la plataforma de microarrays
de Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST. Los resultados de este estudio revelaron
tres posibles mecanismos de regulacion transcripcional que fueron
denominados I, Il y Ill. Cada uno de estos mecanismos de accién fue
observado para los receptores LXR. El modo de accién | representa un
escenario en el que, los niveles de expresion de los genes diana en células
LXR-DKO, son mayores que en las iBMDM-LXR en condiciones basales,
y que ademas los niveles de expresién aumentan con el tratamiento de
GW3965. Este modo de accién ha sido ya descrito, y es conocido como el
modo de “desrepresion”, ejemplificado por la diana génica por excelencia
de LXR, ABCA1 (Hong y Tontonoz 2014). Por otra parte, el modo de accion
Il, representa un mecanismo de activacion transcripcional ampliamente
utilizado por estos receptores, y que ha sido caracterizado en profundidad
por varios autores (Repa, Turley, et al. 2000; Wagner et al. 2003). En este
modo de accion, la respuesta farmacoldgica se caracteriza por presentar
una mayor expresion de los genes diana en los macréfagos que poseen
LXRa o LXR, en comparacion con la linea LXR-DKO. Por ultimo, nuestro
estudio ha desvelado un gran numero de genes que no estan
representados por esos dos modos anteriormente mencionados, y
presumiblemente podrian obedecer a un modo de accién transcripcional
distinto. En el modo Ill de accién, los niveles de expresion de los genes de
este grupo no responden farmacoldgicamente al antagonista GW233 en
comparacién con el GW3965. Sin embargo, su expresion es

significativamente mayor en las lineas que sobreexpresan ectépicamente
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LXRa o LXRp cuando son comparadas con la linea LXR-DKO (Figuras 8,
9 y 10 Resultados). La expresion ectopica de estos receptores, podria
actuar de baliza, promoviendo el reclutamiento de otros factores de
transcripcion, que en ultima instancia sean los que regulen los niveles de
expresion de un gran numero de genes dianas. Sin embargo, para probar
la posible implicacién de otros TFs en este mecanismo de accion, se
requeriria la realizaciébn de nuevos experimentos que confirmen esta

hipétesis.

Nuestros analisis bioinformaticos de ontologia génica sugirieron que
LXRa y LXRpB pueden participar en funciones bioldgicas especificas que
van mas alla del metabolismo de los acidos grasos y los esteroides. Por
ejemplo, se encontré que la regulacién transcripcional llevada a cabo
selectivamente por LXRa estaba vinculada principalmente a funciones
como la "apoptosis", “respuesta inflamatoria” y la "migracion de leucocitos”
(Ramon-Vazquez etal. 2019). Curiosamente, nuestro grupo ha
demostrado recientemente que los receptores LXR regulan la quimiotaxis
de las células dendriticas (Beceiro et al. 2018). Seria muy interesante
validar si LXRa tiene algun papel destacado sobre LXR[ en la migracién
de los leucocitos inducida durante la respuesta inflamatoria. Por otra parte,
las funciones especificas para LXRB que fueron identificadas mediante el
analisis de ontologia genética estaban vinculadas con la "seleccion de
timocitos" y la "diferenciacion de linfocitos". Sorprendentemente, los sitios
de ocupacion especificos de LXRB, se encuentran enriquecidos en
secuencias repetidas que son similares a la secuencia de union “tipo”
BATF, factor de transcripcion muy importante para los progenitores
linfoides y la diferenciacion Th (Kurachi et al. 2014; J. Wang et al. 2014).
Cabe la posibilidad de que LXR[ coopere con BATF en la regulacién de
las vias de activacion de los linfocitos. Actualmente hay trabajos publicados

en los que se demuestra que LXRp controla los programas génicos que
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regulan la proliferaciéon y la respuesta inmune adquirida en los linfocitos
(Bensinger et al. 2008).

Estos datos proporcionan evidencias de que LXRa y LXRB pueden
ocupar regiones comunes y especificas del receptor LXR en el genoma,
ejerciendo el control transcripcional sobre una amplia gama de vias en los
macrofagos. Cabe destacar que estos estudios resaltan la importancia de
los receptores LXR en la regulacion transcripcional directa de las funciones
relacionadas con el sistema inmune. Ademas, la integracién de nuestros
datos de ChlP-seq y de expresion de mRNA por microarray, revelan tres
modos distintos de regulaciéon transcripcional llevada a cabo por los
receptores LXR (representados como modelos en la Figura 1). De manera
particular, es importante reconocer que la gran mayoria de los genes diana
de LXR no responden al tratamiento farmacolégico (modo 1ll), por lo tanto,
en el futuro sera importante vincular las acciones reguladoras especificas
de cada tipo de receptor LXR descubiertas aqui, a las funciones biolégicas
en diferentes poblaciones de macréfagos residentes en los tejidos,

especialmente en el contexto de homeostasis o de enfermedad.

Por otra parte, el mecanismo comunmente aceptado y publicado por
el cual los receptores LXR participan en la respuesta inflamatoria es
bastante controvertido, debido a que numerosos estudios indican que
estos receptores desarrollan una actividad antiinflamatoria mediada por el
tratamiento previo con agonistas de LXR. Los mecanismos moleculares, a
través de los cuales ejercen esa actividad inflamatoria son muy diversos,
entre los cuales se encuentra la transrepresion, mecanismo mediante el
cual LXR se une indirectamente al complejo correpresor NCOR1 de una
manera dependiente de ligando y de la modificacion postraduccional de
SUMOylacién (Ghisletti et al. 2007; Pascual et al. 2005). Otros autores han
establecido un mecanismo de accién indirecto e independiente de la
SUMOylacién, en el cual la funcién transactivadora de LXR interfiere con
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Figura 1. Representacion de los mecanismos de accion de los receptores LXR.
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la sefalizacién TLR en la membrana plasmatica, a través de ABCA1 (lto
et al. 2015). Recientemente, se ha propuesto un mecanismo denominado
“cisrepresion”, a través del cual LXR podria suprimir la respuesta
inflamatoria uniéndose de manera directa a regiones genémicas de genes
inflamatorios como la //18 (D. G. Thomas et al. 2018). Por el contrario,
diversos estudios sobre el papel de LXR frente a las infecciones virales o
bacterianas han demostrado que estos receptores desempefian un papel
muy importante para la respuesta fagocitica, que permite la eliminacién y
la resistencia a determinadas infecciones (Joseph et al. 2004; Matalonga
et al. 2017; Ramezani et al. 2015; Valledor et al. 2004).

Parte de nuestros resultados mostrados anteriormente, indican de
manera especifica, que el receptor LXRa podria desempefiar un papel
importante en la respuesta inflamatoria y la migracion de células mieloides,
por lo que decidimos estudiar en detalle el papel que desempefian ambos
receptores LXR en el macréfago en respuesta al mediador inflamatorio
LPS, tanto in vitro como in vivo. Aprovechado datos de estudios previos
publicados en bases de datos publicas de microarray realizados en BMDM,
observamos que diversos agonistas de TLRs indujeron fuertemente los
niveles de expresién del mMRNA de LXRa (Ramsey et al. 2008) (Figura 12
Resultados). Sin embargo, dentro del listado publico de transcritos
regulados significativamente, no se encontré el de LXRB. Estos datos van
en consonancia, con resultados publicados por otros autores (Barish et al.
2005; Joseph et al. 2004), asi como por nuestros propios resultados que
indican que solo los niveles de expresion de LXRa, y no de LXR[, son
inducidos en respuesta al agonista de TLR4 en las fases tardias de la
respuesta inflamatoria (Figura 14 Resultados). Por otra parte, la
expresion de LXRa no se correlacion6 con la regulacion transcripcional de
la gran mayoria de las dianas génicas de LXR como Fads1, Fads2, Scd1,

Scd2, o Cdbl (Figura 16 Resultados). Estos resultados coinciden en parte
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con resultados obtenidos por otros autores en macrofagos peritoneales
(Oishi et al. 2017).

Sorprendentemente, cuando estudiamos este efecto en macréfagos
primarios en cultivo de distinto origen, observamos que la induccion de la
expresion de LXRa, también es especifica del tipo celular (Figura 13
Resultados). Estos resultados también van en consonancia con datos
publicados por nuestro propio grupo, en los que se demuestra que
Unicamente los niveles de expresion basal de LXRa varian entre los
distintos cultivos de macréfago primarios de diferentes origenes, siendo los
macroéfagos peritoneales los que muestran los mayores niveles de
expresion (Ramén-Vazquez etal. 2019). Los elevados niveles de
expresion de LXRa encontrados en los macréfagos peritoneales elicitados
con Tioglicolato, podrian ser inducidos a través mediadores inflamatorios,
aunque se deberian realizar los experimentos necesarios, que permitan
determinar cuales de ellos podrian tener la capacidad de regular los niveles
de expresion de LXRa en ese tipo celular in vivo. Adicionalmente,
demostramos que los niveles de proteina de LXRa dependen de una
biosintesis activa de proteina (Figura 15A Resultados), en respuesta al
LPS. Sin embargo, nuestros estudios sobre la vida media de los receptores
LXR en respuesta al tratamiento con los ligandos sintéticos GW3965 vy
GW233, inesperadamente revelaron diferencias de estabilidad entre
ambos receptores de LXR, en los que el receptor LXRa mostro una vida
media mucho mas corta que LXRB (Figura 15B Resultados). Estos
resultados son similares a los resultados publicados por otros autores en
macréfagos humanos con el agonista T1317, que demuestran que ese
fendmeno es debido a una protedlisis del receptor LXRa por el proteasoma

dependiente de ubiquitinacion (Ignatova et al. 2013).

Cuando estudiamos las vias de sefalizacion implicadas en la

expresion de LXRa en BMDMs en respuesta al LPS, observamos de
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manera inesperada, que la via de sefializacién activada por el receptor
TLR4 es completamente independiente de la molécula adaptadora MyD88
(Figura 17A Resultados), mientras que la activacion del factor de
transcripcion NFkB fue requerida de manera parcial (Figura 17B
Resultados). Este resultado, aunque sorprendente, ha sido explicado por
algunos autores, que demuestran que la regulacion de la expresion de la
enzima Colesterol-25-hydroxilasa (Ch25h) en respuesta al LPS, fue
independiente de la molécula adaptadora MyD88, pero a su vez
dependiente de la sefializacion TLR4 (Diczfalusy et al. 2009). El andlisis de
datos de ChIP-seq publicos para diferentes TFs, revel6 la presencia de p65
(NFkB) y STAT1 ubicados en la region promotora del gen Nr1h3, durante
la fase tardia de la respuesta al LPS (Figura 18 Resultados). Estos
resultados son a su vez consistentes, con el hecho de una interrelacion
existente entre las vias de sefializacion TLR3 y TLR4, las cuales pueden
sefalizar de forma independiente de MyD88, y controlar la activacion tardia
de NFkB y la produccion de IFNa/B, a través de TRAM y TRIF desde las
estructuras endosomales (Yamamoto, Sato, Hemmi, Hoshino, et al. 2003;
Yamamoto, Sato, Hemmi, Uematsu, et al. 2003). Esto pudo confirmarse
mediante los resultados obtenidos en nuestro laboratorio a partir de
experimentos de PCR y WB, realizados en ratones deficientes para la
expresion de IRF3 e IFNAR, los cuales mostraron una completa
dependencia de ambas proteinas para la expresion de LXRa en respuesta
al LPS (Figuras 19 y 20 Resultados). Por otra parte, la deficiencia
enddgena en la citoquina TNFa no tuvo ningun efecto sobre la expresion
de LXRa en respuesta al tratamiento con LPS o Poly I:C, indicando su
minima participacion en las vias de sefializacién que regulan la expresion
de LXRa. Nuestros resultados de qPCR utilizando ratones deficientes para
los factores de transcripcion IRF1, IRF3, STAT1 y para el receptor de
membrana IFNAR1, indican inequivocamente que la expresion tardia de
LXRa en BMDMs es dependiente de eje de sefializacion
TLR4/TLR3/IRF3/IFNB/IFNAR/STAT1/NFkB (Figura 21A Resultados).
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Estos resultados fueron confirmados una vez mas, mediante un
experimento de rescate realizado en ratones deficientes para TRIF, donde
el suministro exégeno de IFNB conjuntamente con el LPS, recupera casi
en su totalidad los niveles de expresién inducidos por el LPS en ratones
WT (Figura 21B Resultados).

Para conocer en mas detalle el papel de la induccién de LXRa por el
LPS, se realizd el analisis de los niveles de expresion génica global,
utilizando la plataforma de microarrays Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST. Los
resultados derivados de ese andlisis revelaron dos grupos de genes: el
primer grupo incluye genes que son inducidos por el LPS en células control
WT y que estan reprimidos en macréfagos LXRa -/-, mientras que el
segundo grupo abarca aquellos genes reprimidos por el LPS en células WT
y que son inducidos en ausencia de LXRa -/- (Figura 22 Resultados).
Sorprendentemente, numerosos genes incluidos en el primer grupo se
correspondieron con citoquinas y quimioquinas inflamatorias, implicadas
en inmunidad innata, migracion de granulocitos, respuesta de fase aguda
y la defensa frente a otros organismos (Figura 23 Resultados). Cuando
estudiamos la contribucién individual de cada receptor LXR, en la
regulacion de la expresion de algunos de los genes diana que fueron
detectados por el microarray, durante la fase tardia de la respuesta
inflamatoria inducida por el LPS, se observé una dependencia exclusiva

del receptor LXRa (Figura 24A Resultados).

En los ultimos afios, han aparecido numerosas evidencias cientificas
que conectan el metabolismo lipidico con la respuesta inflamatoria.
Previamente se ha publicado una relacion reciproca entre los niveles
intracelulares de acidos grasos antiinflamatorios y la resolucion temporal
de la inflamacion promovida por TLR4, a través de un mecanismo que
requiere la actividad de SREBP1c¢ independiente de LXR (QOishi et al.

2017). Por otra parte, estudios recientes han demostrado que el
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desmosterol, un metabolito intermediario en la via biosintética del
colesterol, es el mas abundante en macrofagos cargados de lipidos y tiene
la capacidad de activar los receptores LXR y suprimir a la vez la activacion
de SREBP (Muse et al. 2018). Otros ligandos naturales de LXR como el
25-hydroxycolesterol, pueden aumentar marcadamente sus niveles
intracelulares en el macrofago, cuando éste es expuesto a mediadores
inflamatorios como el LPS. Ademas, el tratamiento de los macréfagos con
el 25-hydroxicolesterol induce la liberacién de quimioquinas como CCLS5,
de una manera dependiente de la dosis (Diczfalusy et al. 2009). Otros
autores también, han demostrado que el 25-hydroxicolesterol puede actuar
como un amplificador de la inflamacién, al menos en parte, mediando el
reclutamiento de factores de transcripcion de la familia AP-1, a un subgrupo
de promotores de genes de respuesta a TLRs (Gold et al. 2014). Para
investigar la posible participacion de ligandos enddgenos, en la regulacion
de algunos de los genes diana detectados en los experimentos de
microarray, utilizamos una aproximacién farmacoldgica, donde los
macrofagos fueron cultivados solo con LPS o en combinacion con el
agonista reverso de LXR, GW233 (Figura 24B Resultados).
Sorprendentemente, el tratamiento con el inhibidor no tuvo un efecto global
significativo sobre la expresion, inducida por el LPS, de los genes diana
estudiados. Estos resultados inicialmente nos indican, que LXR puede
desempefar un papel regulador independientemente de su actividad
transcripcional clasica dependiente de ligando, quizds de manera
semejante al mecanismo de accion Ill (no sensible farmacolégicamente),
expuesto anteriormente (Ramon-Vazquez et al. 2019). En este sentido,
estudios recientes sobre AP-1 han demostrado, que las diferencias de
ocupacion gendémica y actividad transcripcional, especificas para los
diferentes mondmeros de este factor de transcripcién, no recae en los
residuos de aminoacidos del DBD que contactan con las secuencias
genomicas en el DNA, sino que se deben a interacciones especificas con

TFs colaboradores, que son especificas de cada locus gendmico. Por ello,
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seria posible pensar que LXRa pueda actuar en determinadas regiones
gendémicas como un factor de transcripcion colaborador o accesorio,
independiente de su capacidad transactivadora, necesario para el
reclutamiento de ofros factores de transcripcién reguladores.
Recientemente, el grupo del Dr. Glass ha demostrado que mediadores
producidos por las células endoteliales sinusoidales en el higado, inducen
la expresion de LXRa y otros LDTF que reprograman el macréfago en una

célula de Kupffer residente (Sakai et al. 2019).

Para determinar si LXRa ejerce un papel directo sobre las dianas
génicas inflamatorias, ocupando regiones gendémicas en las proximidades
de estos genes, se realizaron experimentos de ChIP-seq en ratones LXR(
-/- en ausencia y presencia de LPS durante 24 horas de tratamiento. Los
resultados del analisis bioinformatico revelaron que LXRa fue reclutado en
respuesta al LPS a regiones gendmicas proximas a los genes diana
determinados por microarray (Figura 25 Resultados). Por otra parte, el
analisis para la busqueda de secuencias conservadas en esos sitios de
unién, destaco principalmente secuencias de union relacionadas con la
familia del factor de transcripcién maestro SpiB, y para la familia de factores
de transcripcion AP-1 o CEBPJ/E, asi como para LXRE (DR4). Estos
resultados fueron similares a los observados a partir de datos
bioinformaticos de macréfagos peritoneales tratados con KLA durante
diferentes tiempos de exposicién, donde LXR fue reclutado en respuesta
al LPS conjuntamente con p65 (NFkB), y donde los niveles de acetilacion
en H3K27, relacionada directamente con la actividad transcripcional,
incrementaron de la misma manera (Oishi etal. 2017) (Figura 27

Resultados).

Para investigar si una de las posibles funciones bioldgicas que LXRa
pudiera estar desempefiando en el macréfago, recae en la regulaciéon de

la migracién de células mieloides al sitio de la inflamacién, utilizamos un
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modelo in vivo de peritonitis inducida con diferentes mediadores
inflamatorios. Nuestros resultados mostraron una gran deficiencia en el
reclutamiento de neutréfilos a partir de los exudados obtenidos de la
peritonitis inducida por el LPS, en ratones LXRa -/- cuando fueron
comparados con el WT. Esta deficiencia en los niveles de neutréfilos fue
especifica para el estimulo inflamatorio inducido por el LPS (Figura 28
Resultados). Cuando se investigaron las diferentes poblaciones de
macréfagos, no se observaron de manera general cambios significativos
entre ratones WT y LXRa -/-, pero si una fuerte reduccion en el numero de
macrofagos en respuesta al LPS (Figura 29 Resultados), que se vio
potenciada en ratones LXRa -/-. Este fendmeno ha sido descrito
previamente por varios autores, en lo que se conoce como la “reaccion de
desaparicion de macréfagos”, que tiene lugar en la respuesta inflamatoria
aguda o la reaccién de hipersensibilidad de tipo retardado, pudiendo
observarse una desaparicion del 90% a las 6 horas de tratamiento (Barth
et al. 1995).

En resumen, los resultados aportados en la presente tesis doctoral
muestran que los receptores LXR presentan una distribucion de sitios de
ocupacion genomicos muy diferentes entre las proteinas LXRa y LXRB,
que conducen a la activacion de distintos programas de expresion génica,
en un modelo de macrofago inmortalizado, que expresa de manera
independiente cada uno de los receptores LXR. Conjuntamente, tanto los
datos de expresidon génica como de ocupacion gendmica de LXR, muestran
un nuevo mecanismo de accion que no depende de la activacion del
receptor por el ligando. De manera especifica, los programas de expresion
génica que son activados por LXRa, se encuentran ligados a funciones
biolégicas relacionadas con la respuesta inflamatoria y la migraciéon de
células mieloides en nuestro modelo celular. En BMDM primarias, LXRa es
inducido de manera especifica en respuesta a estimulos inflamatorios, a
través del eje de sefalizacion TLR4/TLR3/IRF3/IFNB/IFNAR/STAT1/NF«kB.
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La deficiencia de LXRa conduce a una expresion atenuada de varios
genes inflamatorios, que son inducidos por el LPS y que estan relacionados
con funciones bioldgicas como la migracion de granulocitos, respuesta de
fase aguda y la defensa frente a otros organismos. LXRa es reclutado en
respuesta al LPS, a sitios gendmicos presentes en las proximidades de
genes diana que son inducidos por el LPS, y cuya expresiéon se muestra
atenuada en BMDMs LXRa -/-. La deficiencia en la expresién de LXRa
provoca una disminucion en el numero de neutréfilos infiltrados en un
modelo de peritonitis in vivo. Por lo tanto, este trabajo aporta numerosas
evidencias experimentales que sugieren que LXRa podria desempeiar un
papel importante en el macréfago frente a las infecciones microbianas y

virales como se muestra en el modelo presentado (Figura 2).
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Figura 2. Representacion del modelo de accién de LXR durante la respuesta inflamatoria.
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Conclusiones

Las conclusiones extraidas de los datos presentados en esta tesis

doctoral son:

1. La expresion independiente de los receptores LXR en un modelo de
macrofago inmortalizado iBMDM, presenta una distribucion de sitios de

ocupacion genomicos diferente entre las proteinas LXRa y LXRB.

2. La expresion independiente de los receptores LXRa y LXR3 en iBMDM,
conducen a la activacién de programas de expresion génica diferentes

regulados por ambos receptores LXR.

3. Conjuntamente, los datos de expresion génica y de ocupacion
genomica de LXR muestran un mecanismo de accién novedoso, que es
insensible al tratamiento farmacolégico con agonistas y antagonistas de
LXR.

4. El programa de expresion génica que es regulado especificamente por
LXRa en un modelo de iBMDM, se encuentra ligado a funciones
biolégicas relacionadas con la respuesta inflamatoria y la migracion de

células mieloides.

5. In vitro, los niveles de expresion del receptor LXRa muestran una gran
variacion dependiendo del origen del macréfago, encontrandose la

mayor expresion en macréfagos peritoneales elicitados.

6. LXRa es inducido de manera especifica en respuesta a diferentes
estimulos inflamatorios en BMDMs primarias. Esa expresion se
encuentra regulada de manera independiente a MyD88, a través de del
eje de sefalizacion TLR4/TLR3/IRF3/IFNB/IFNAR/STAT1/NFkB.

7. La deficiencia de LXRa conduce a una expresion génica disminuida de

varias dianas inflamatorias que son inducidas por el LPS. Estos genes
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se encuentran relacionados con funciones bioldgicas como la migracién
de granulocitos, la respuesta de fase aguda y la defensa frente a otros

organismos.

8. LXRa es reclutado en respuesta al tratamiento con LPS, a los sitios
gendmicos presentes en las proximidades de dianas inflamatorias que
son inducidas por el LPS y cuya expresion esta atenuada en BMDM
LXRa -/-.

9. La deficiencia de LXRa conlleva a un gran déficit en el nimero de
neutréfilos infiltrados en un modelo de peritonitis in vivo, que es

dependiente de estimulo inflamatorio.
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Anexo I. Blots originales

Membranas usadas para el WB de la Figura 14B
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Anexo I. Blots originales

Membranas usadas para el WB de la Figura 14C
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Anexo I. Blots originales
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Anexo I. Blots originales

Membranas usadas para el WB de la Figura 15B
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Anexo I. Blots originales

Membranas usadas para el WB de la Figura 19
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Anexo I. Blots originales

Membranas usadas para el WB de la Figura 20
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Anexo I. Blots originales

Membranas usadas para la especificidad del Ab Karolinska
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