5 o

578 L.

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
CENTRO DE QUIMICA DEL INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS QU’I'MICAS
) MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS
AREA DE BIOQUIMICA'Y BIOLOGIA MOLECULAR

Estudio de la interaccion de las proteinas NFAT, AP-1, NF-kB,
Sply STAT3 y su participacion en la expresion del gen de IL-10
en macrofagos

TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL TITULO DE: )
MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS EN EL AREA DE BIOQUIMICA'Y BIOLOGIA
MOLECULAR

PRESENTA: )
Q.F.B. JORGE ALFREDO CALZADA MARTINEZ

DIRECTORA DE TESIS

DRA. LOURDES MILLAN PEREZ PENA
CENTRO DE QUiMICA-INSTITUTO DE CIENCIAS

ASESORA DE TESIS

DRA. SANDRA RAQUEL REYES CARMONA
POSGRADO EN CIENCIAS QUIMICAS

PUEBLA, PUEBLA. DICIEMBRE 2015



A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto la Comision Revisora formada por la Dra. Nora Hilda Rosas Murrieta, Dr. Julio Roberto
Reyes Leyva, Dra. Bertha Alicia Leon Chavez y Dra. Lilian Karem Flores Mendoza, informan haber leido y
aprobado para su impresion, la tesis denominada “Estudio de la interaccion de las proteinas NFAT, AP-1,
NF-KB, Sp1y STAT3y su participacion en la expresion del gen de IL-10 en macréfagos”, que presenta el

alumno Jorge Alfredo Calzada Martinez para obtener el grado de Maestria en Ciencias Quimicas.

Se extiende la presente a los veinticinco dias del mes de noviembre del afio dos mil quince.

ATENTAMENTE

i

Dra.Nora H(c{Rosas Murrieta Dr. Julio Roberto Reyes Leyva

/7/;_‘-/4/’/”"‘?0 «
~ !

Dra. Lilian Karem Flores Mendoza

) ’/”'/'
) 3 =
Dra. Beha Aliciaaeér&/hévez

Posgrado en Ciencias Quimicas | Edificio IC7,
Facultad de Ciencias Quimicas | Ciudad Universitaria

Instituto de Ciencias (ICUAP) | Col. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
¢ 01(222) 2295500 Ext. 7397
posgrado.quimica@correo.buap.mx



Agradecimientos

Para cursar el programa de Maestria en Ciencias en el area de Bioquimica y Biologia
Molecular del Posgrado en Ciencias Quimicas de la BUAP y elaborar esta tesis se contd
con beca del CONACyT
(CVU:-/Becario) 553577/293213

Para la realizacion del proyecto de investigacion de esta tesis se recibio financiamiento
por los proyectos: Redes Tematicas BUAP-CA-147, VIEP MIPP-NAT14-1 y MIPP-
NAT15-1



Agradecimientos

A Dios,

por acompafiar todos los dias a mi familia, amigos, conocidos y mi ser.

Quiero agradecer especialmente a,
mi directora de tesis la Dra. Lourdes Millan Pérez Pefia, que me brindo su ayuda,
conocimiento y todas las facilidades para realizar este proyecto, quien ademas estuvo

pendiente todos los dias de mi persona y a quien agradezco su paciencia.

A la estimada,
Dra. Sandra Raquel Reyes Carmona que compartid lecciones de trabajo que nadie
regala, me ensefio y brindo la libertad de tomar decisiones, quien fue guardian y guia

de mi desarrollo.

A todos los comparieros y amigos,
que formaron parte dia a dia de este proyecto, aportando un invaluable apoyo durante

horas en el laboratorio.



Estudio de la interaccion de las proteinas NFAT, AP-1, NF-kB, Sply STAT3y su
participacion en la expresion del gen de IL-10 en macrdéfagos

RESUMEN: La Interleucina-10 (IL-10) es una potente citocina antiinflamatoria clave para
mantener la homeostasis celular. Mediante el uso de programas bioinformaticos se ha
determinado en el promotor de IL-10 la presencia de un gran nimero de elementos de union a
factores de transcripcion (TF), cuya funcion en la regulacion de la expresion de IL-10 adn no
se comprende completamente, en este trabajo estudiamos la interaccion funcional de las
proteinas NFAT, AP-1, NF-kB, Spl1 y STAT3 en la region del promotor de IL-10 de -827/+38
pb mediante el ensayo ChIP y si estos factores de transcripcion forman complejos
multiproteicos, asi como su relacion con la expresion de il-10 a nivel de ARNm y proteina;
para entender los mecanismos moleculares implicados en la regulacion de este gen. Los
resultados mostraron que la expresion de IL-10 a nivel de ARNm y proteina presenta un
aumento a las 0.5 h'y el pico maximo de expresion a las 8 cuando se estimulan monocitos U937
con LPS/PGE_, se encontraron interacciones funcionales con los sitios NF-kB (-464 pb), Spl
(-636 pb) y NFAT/AP-1 (-656 pb), no se encontré interaccion funcional de los factores de
transcripcion en los sitios: NFAT -181 pb y NF-kB -1973 pb y -2049 pb del promotor de IL-10.
Mediante los ensayos de IP con p50 se identificaron complejos donde participan proteinas
NFAT, Spl y p65 que pudieran participar en la expresion de IL-10, con esta evidencia se
contribuye a una mejor comprension del mecanismo de activacion de la expresion de esta
interesante citocina antiinflamatoria.

PALABRAS CLAVE: ChIP, IP, IL-10, factores de trascripcion, monocitos.

ABSTRACT: The interleukin-10 (IL-10) is a powerful anti-inflammatory key cytokine for
the maintaining of cellular homeostasis. The use of bioinformatics programs has determined
the presence of a great number of union elements to transcription factors (TF) in the IL-10
promoter, whose functions in the regulation of the IL-10 expression is not well understood. In
this work we are studying the functional interaction of the proteins NFAT, AP-1, NF-kB, Spl
and STAT3 in the IL-10 promoter region of -827/+38 bp through the use of the ChlIP assay
also, we are looking forward if this transcription factors form multiprotein complexes and their
relationship with 1L-10 mRNA and protein expression; in order to understand the molecular
mechanisms implicated in the regulation of this gene. The results showed that the IL-10
expression at mRNA and protein levels had an increase at 0.5h and the maximal peak of
expression at 8h; functional interactions with the sites: NF-kB (-464 bp), Spl (-636 bp) and
NFAT/AP-1 (-656 bp) were evaluated trough ChIP assay and no functional interactions were
found of the transcription factors in the sites NFAT(-181 bp) and NF-kB (-1973 bp) and (-2049
bp). IP assessments with p50 identified complexes where NFAT, Spl and p65; these complexes
could participate in the IL-10 expression. This evidence contributes to a better comprehension
of the activation mechanism of the transcription of this interesting anti-inflammatory cytokine.

KEY WORDS: ChlP, IP1122, IL-10, transcription factor, monocytes.
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CAPITULO |
ANTECEDENTES, JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS



1. INTRODUCCION

A mediados del siglo XX se descubrieron eventos moleculares en la célula; la estructura
del acido desoxirribonucleico (ADN), la manera en que la informacion genética era transmitida
a las siguientes generaciones y cdmo se relacionaba esta informacion contenida en el ADN de
un alfabeto genético de cuatro nucledtidos al alfabeto de las proteinas constituido de 20
aminoacidos, necesarias para llevar a cabo procesos celulares, otorgando una capacidad de
respuesta a cambios de: la osmolaridad, la temperatura, el pH, las condiciones redox, la
radiacion, el estrés mecéanico, la disponibilidad de nutrientes, los factores de crecimiento, las
citocinas, etc. Todos estos cambios controlan la funcion celular, la migracion, la proliferacion,

la diferenciacion y hasta la muerte celular (Chang et al. 2001; Kyriakis et al. 2001).

Muchas evidencias apuntaban a la expresion especifica de genes ante un estimulo y se
obligd a cuestionar los eventos de regulacién durante la activacion de un gen, asi como
cuestionar si la transcripcion de los genes esta regulada por proteinas activadoras especificas
de union al ADN que se requieren para iniciar la sintesis del ARNm (Ptashne & Gann. 1997),
como resultado se entendié que el medio influencia a las células en la toma de decisiones para
llevar a cabo respuestas adecuadas que favorecen su adaptacion y supervivencia, para esto
muchas rutas de transduccion de sefiales cooperan durante estos procesos y maltiples estudios
reconocen que los factores de transcripcion (TF) son activados y tienen un papel insustituible
para controlar la transcripcion génica en respuesta dependiente del tipo(s) de sefiales (Seger. et
al. 1995). La mayoria de los factores de transcripcion presentan dominios de transactivacion
dependientes de fosforilacion (TAD); sin embargo, en algunos casos presentan dominios
dependientes de fosforilacion que reprimen la actividad transcripcional, otros mas controlan su
misma expresion mediante bucles de autorregulacion positivos y negativos o controlan a otros
factores de transcripcion que los regulan, también se puede regular la estabilidad y degradacion
del factor de transcripcién por su naturaleza proteica, el sistema se vuelve mas complejo cuando
se trata de una célula que puede diferenciarse o no, que ademas presenta heterogeneidad, es
decir, presentar una amplia gamma de respuestas ante un mismo estimulo, originando su

polarizacion y/o diferenciacion a una subpoblacion como es el caso de los macrdfagos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276505012803#bib16

Las interacciones entre los factores de transcripcion en general pertenecen a un grupo
especifico de interacciones de co-regulacion, las asociaciones entre estas proteinas se clasifican
segun el tipo de interaccién y la actividad que desarrollan: cointeraccion, corregulacion y

colocalizacion (Rivas et al. 2004).

e cointeraccion corresponde a una asociacion directa entre proteinas

e corregulacion consiste en la asociacion entre proteinas que desarrollan una misma
actividad biomolecular, pero que no interactian directamente

e colocalizacion es la asociacion entre proteinas que actian en el mismo compartimiento

celular

11 ANTECEDENTES GENERALES

Los organismos superiores cuentan con un sistema inmune que lo protegen en respuesta
a otros organismos patdgenos, esta respuesta de defensa comprende barreras fisicas, quimicas,
células de defensa, etc., y esta respuesta inmune provoca la rapida activacion de citocinas
proinflamatorias que inician la defensa del huésped contra la invasion de patdgenos; sin
embargo, el exceso de una respuesta inflamatoria da lugar a trastornos metabdlicos sistémicos,
como por ejemplo, el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), existen células
dentro de este sistema inmune gque provienen de células primordiales pluripotentes a través de
dos lineas principales de diferenciacion: la linea linfoide y linea mieloide, esta ultima conduce

a la formacion de monocitos, macréfagos y granulocitos.

La inflamacion se conoce desde antes de nuestra era, Aulo Cornelio Celso, médico
romano, se refirid al “cuadrilatero de la inflamacion” donde se presenta: calor, rubor, tumor y
dolor, Virchow, pat6logo aleman (1821-1902), adiciond la impotencia funcional y John Hunter,
anatomista y cirujano escoces (1728-1793), afirmd que no era una enfermedad, sino una
respuesta inespecifica que producia un efecto saludable en el organismo donde tenia lugar
(Cotran et al. 1999). La inflamacion es la respuesta del organismo al dafio que desencadena una

serie compleja de acontecimientos, que en lo posible cura y reconstruye el tejido dafiado en



forma inmediata y continua mediante fendmenos celulares de rodamiento, adhesion,
transmigracion, quimiotaxis y fagocitosis (Darnell et al. 1993), sin embargo, ante una respuesta
inflamatoria el sistema inmune en respuesta desarrolla un mecanismo antiinflamatorio paralelo
que frena y regula las moléculas proinflamatorias y limita el dafio al tejido para restablecer la
homeostasis (Moore et al. 2001), lo anterior, a través de distintos mecanismos moleculares que
terminan en la liberacion de otras citocinas clasificadas como antiinflamatorias, las cuales
tienen la capacidad de inhibir la liberacion de las citocinas inflamatorias y de contrarrestar o
disminuir algunas de las acciones y efectos nocivos que ellas provocan en el desarrollo de la

respuesta inflamatoria.

1.2 MONOCITOS

Los glébulos blancos o leucocitos son un grupo de diversos tipos celulares, el sistema de
fagocitos mononucleares representa un subgrupo de glébulos blancos, que circulan en la sangre
como monocitos y en los tejidos habitan como macréfagos (Moore et al. 2001). Los fagocitos
mononucleares son producto de un proceso denominado monocitopoyesis que comienza con la
generacion de precursores mieloides en la médula 6sea, el bazo e higado fetal a partir de células
pluripotenciales estimuladas con interleucina 3 (IL-3), los precursores mieloides son
estimulados por el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y el
factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) y la interaccion con el estroma de
organos hematopoyéticos da lugar a los promonoblastos (Rutherford et al. 1993). Los
promonoblastos se diferencian a monoblastos y éstos a promonocitos que posteriormente se
convertirdn en monocitos que abandonaran la medula dsea entrando al torrente sanguineo, se
dirigiran a los diferentes tejidos por ayuda de los quimioatrayentes, en los tejidos los monocitos
se especializan y diferencian en macrofagos residentes con un fenotipo determinado por el
microambiente tisular, la matriz extracelular (MEC), los productos de secrecion y las moléculas
de superficie de las células vecinas. Esta especializacion contribuye al desarrollo de su
heterogeneidad, la cual se ha definido como la propiedad de los macréfagos de expresar amplios
rangos de fenotipos morfoldgicos y funcionales con respuesta variable ante el estimulo (Turpin

et al. 1993). Lineas heterogéneas de subconjuntos definidos de monocitos y macréfagos no han



sido identificados, por la plasticidad y versatilidad de respuestas a la exposicion de sefiales
presentes en el microambiente de estas células (Stein et al. 1992). Aunque la mayoria de los
macrofagos presentes en los tejidos derivan de los monocitos circulantes, existen evidencias
que indican que pueden proliferar localmente en estado basal o en respuesta a dafios especificos
del tejido (Gordon & Taylor., 2005).

La activacion de los macrofagos fue descrita como un “estado alterado” donde se
presentaba un incremento en la actividad bactericida de los macrofagos inmunizados e
infectados con bacterias facultativas intracelulares, su estado fue definido como no especifico,
dependiente de una respuesta inmune adaptativa donde los linfocitos sensibilizados producian
linfocinas, que modificaban la funcion de los macréfagos (Mackaness et al. 1962; North et al.
1978). Los macrofagos activados presentaban una apariencia particular durante la respuesta
inmune, que indicaba el perfeccionamiento de la capacidad fagocitica y digestiva, caracterizado
por: cambios de la membrana plasmética y aumento del contenido de colesterol (Kondo et al.
1977), capacidad de adhesion al vidrio o plastico, incremento de la fagocitosis y la pinocitosis
(Cohn et al. 1978), actualmente se considera a los macr6fagos como una de las células mas
versatiles del cuerpo con respecto a su capacidad de migrar, cambiar de forma y de secretar
factores de crecimiento y citocinas (Burke & Lewis. 2002; Huysentruyt et al. 2008), ademas
tienen la capacidad de reconocer y destruir células neoplésicas (Fink et al. 1977).

Las herramientas moleculares actuales basan su perfil en moléculas de membrana que
constituyen marcadores de diferenciacion o activacion de las poblaciones de monocitos o
macrdfagos, por ejemplo: CD33 presente en la linea progenitora mieloide, CD14, CD32y CD35
en monocitos no activados, CD26 y CD23 en macrofagos, pero CD29 y CD143 s6lo estan
presentes en macrdfagos activados; sin embargo, sigue sin encontrarse un marcador comdn para
todas las poblaciones de monocitos y macréfagos. Otros estudios de caracterizacion in vitro
determinaron diferencias de marcadores entre subpoblaciones de macrofagos (Akagama et al.

2002; Verreck et al. 2006; Amaya et al. 2009), como se describe a continuacion:



Macréfagos proinflamatorios; (CD11b+, CD11c+, CD14 -, CD71+, CD163 -, CD209 -,
CD64+, CD32+, CD16 -)

Macrofagos antiinflamatorios (CD11b+, CD11c+, CD14+, CD71 -, CD163+, CD209+,
CD64+, CD32+, CD16 -)

También se sugiere que muchos tipos de canceres humanos de pulmon, mama, colon,
riidn, etc., contienen células neoplasicas con propiedades de los macrofagos (Huysentruyt &
Seyfried. 2010) y actualmente no esta claro si algun subtipo de macrofagos es parte de la
poblacion de células malignas de canceres metastasicos como el del sistema nervioso central,
las evidencias apuntan a que posterior a un dafio mitocondrial surgen hibridos de fusién entre
las células madre neoplasicas y los macrofagos de la microglia (Leanne et al. 2011), sin
embargo, no estd determinado como influyen en la progresion tumoral la presencia de

subpoblaciones de macrofagos asociados a tumores (TAM).

Comparando la nomenclatura de las células T, las subpoblaciones de macréfagos se han
clasificado como M1, para designar a los macr6fagos activados clasicamente y cuyos estimulos
tipicos son IFN-y y LPS, y macrofagos tipo M2 o activados alternativamente, que a su vez han
tenido que ser clasificados en subgrupos debido a la gran diversidad de estimulos que provocan
una activacion “no clasica”: M2a después de la exposicion a IL-4 o IL-13; M2b por exposicion
a inmunocomplejos [IC] en combinacion con IL-1B o LPS y M2c¢ por tratamiento con IL-10,
TGF-B o glucocorticoides (Martinez et al. 2008). Los macréfagos M1 tienen propiedades
microbicidas y promueven las respuestas Thl dependientes de I1L-12 p70, mientras que los M2
estan asociados a respuestas de tipo Th2 con un papel en la resolucién de la inflamacion gracias
a la alta capacidad fagocitica y a la sintesis de factores troficos, acompafiados por la reduccion

de la secrecion de citocinas proinflamatorias (Varin & Gordon. 2009).

Algunos autores han propuesto otra clasificacion de macréfagos activados de acuerdo con
sus funciones de; defensa del organismo, reparacion de heridas y regulacion inmunitaria.

Ademas de estos tres grupos es posible definir numerosos estados funcionales intermedios, lo
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que indica que existe un amplio rango de estados de activacion de los macrofagos (Mosser &
Edwards. 2008). Los macrofagos M2 muestran propiedades funcionales distintas a los que sev
integran en el infiltrado de leucocitos de tumores y reguladores de la respuesta inflamatoria
estas evidencias sugieren que son insustituibles elementos reguladores de los circuitos
inflamatorios (Mantovani et al. 1992; Balkwill et al. 2001).

Multiples publicaciones han referido el espectro de la activacion del macrofago como dos
extremos pro- y anti- inflamatorio y particularmente el uso del término de macrofago tipo |
(M1) o macroéfago tipo 11 (M2), esta nomenclatura tiene la ventaja de reflejar la dicotomia que
presentan las células como en los linfocitos Th1/Th2, sin embargo, realmente esta extendida a
otras poblaciones de células como por ejemplo; linfocitos T citotdxicos (Tc1/Tc2), Natural
Killer (NK1/NK2) y células endoteliales, que describen la produccion diferencial de citocinas

caracteristica del tipo celular en estadios polarizados (Mantovani et al. 2004).

Se establecié que existe reprogramacion de los macrofagos durante una enfermedad y
esta se asocia con una alteracion inadecuada de un fenotipo especifico, por ejemplo; la
inadecuada adquisicion del fenotipo M2 conlleva a la produccién excesiva de citocinas
antiinflamatorias que disminuyen las funciones bactericidas y antivirales de la respuesta inmune
provocando reacciones alérgicas y asmaticas (Hagemann et al. 2008; Duluc et al. 2009) y que
favorecen el crecimiento del tumor (Chanmee et al. 2014). En general, el cambio de fenotipo
M1 a M2 protege al organismo de la inflamacion excesiva, mientras que el cambio de M2 al
fenotipo M1 protege de las reacciones alérgicas y asmaticas (Hagemann et al. 2008; Duluc et
al. 2009). Actualmente se sabe que el fenotipo M1 puede ser reprogramado para el fenotipo M2
y viceversa bajo influencia de estimulos; sin embargo, se ha demostrado que el fenotipo M1 se
puede transformar en M2 en condiciones de inflamacion en tejidos (Malyshev I. & Malyshey
Y. 2015).

La diversidad de macré6fagos engloba otro fenotipo mas complejo, donde M1 en respuesta
al factor de reprogramacion M1 (FR-M1) induce un aumento de citocinas antiinflamatorias

(M2) produciendo el fenotipo M1/2 y por el contrario, M2 en respuesta al factor de



reprogramacion M2 (FR-M2), induce un aumento en la produccion de las citocinas
proinflamatorias (M1) originando el fenotipo M2/1, estos fenotipos son referidos como
macrofagos tipo M3 o el fenotipo de conmutacion (Figura 1) (Malyshev I. & Malyshey Y.
2015).

Macrofagos M1 Macréfagos M2

ANTIINFLAMATORIA Y
RESPUESTA Th2

PROINFLAMATORIAY
RESPUESTATh1

~
i

PROINFLAMATORIAY | ANTIINFLAMATORIA Y
RESPUESTATh1 | RESPUESTATh2

FENOTIPO M1/M2 FENOTIPO M2/M1

Figura 1. Macrdéfagos fenotipo MI, M2 y M3 o fenotipo de conmutacion.(Superior) El fenotipo de
macrdfagos M1 induce la produccion de citocinas proinflamatorias (PI) en respuesta a un estimulo o
factor de reprogramacion M1 (FR-M1); el fenotipo de macrofagos M2 induce la produccion de
citocinas antiinflamatorias (Al) en respuesta a un estimulo o factor de reprogramacion M2 (FR-M2);
(Inferior) el fenotipo M3 regula la produccion de citocinas Al en respuesta al estimulo FR-M1 dando
como resultado la reprogramacion al fenotipo M2 al fenotipo M1/M2y, por el contrario, la produccion
de citocinas Pl en respuesta a un estimulo FR-M2 da como resultado la reprogramacion a M1 fenotipo
M2/M1. Tomado y modificado de (Malyshev I. & Malyshey Y. 2015).



Tanto la diferenciacion de macréfagos y polarizacion pueden dar lugar al comportamiento
de fenotipos similares, asi GM-CSF puede inducir macréfagos M1, mientras que M-CSF induce
macrofagos M2. Una diferencia importante entre la diferenciacion y la polarizacion es el hecho
de que, mientras que en muchos casos la polarizacion puede ser un proceso reversible, la

diferenciacion parece ser irreversible (Porcheray et al. 2005).

Se considera que el estado de activacion de un macrofago es el producto de la historia de
su desarrollo; origen, maduracion y ambiente donde se encuentra, esto factores se asocian a sus
modificaciones funcionales, bioquimicas y moleculares, por lo que el fendmeno de activacion
es un cambio en su fenotipo. El descubrimiento de que las células T contribuian a la activacion
del macrofago produciendo citocinas capaces de activarlo establecid que; la calidad e intensidad
de la activacion del macréfago dependia de la naturaleza de la sefial generada, se definieron
entonces dos estados de activacion, el primero de ellos, el iniciador, donde los macréfagos
exhibian un aumento en la expresién de moléculas del complejo maor de histocompatibilidad
I1 (CMH I11) y la presentacion antigénica, donde los macrofagos pueden controlar el crecimiento
bacteriano y presentar funciones tumoricidas y que el TNF-a y los interferones tipo | son
considerados como inductores de este estado. Los macrofagos en un estado iniciador pueden
responder a un estimulo secundario para alcanzar un segundo estado de activacion denominado
completo, caracterizado por una méxima secrecion de mediadores de la inflamacion, que
incluyen el TNF-a, PGE,, IL-1 e IL-6. Los agentes capaces de producir la segunda sefial
incluyen al LPS, esteres de forbol, GM-CSF vy di- y tri-péptidos de muranillo y aunque se
incrementan una o varias funciones ambas sefiales sinergizaban para dar expresiones maximas
de las mismas (Duque-correa & Rojas-Lopez., 2007) sin embargo la activacion clasica del
macrofago es fuertemente descrita por la exposicion al IFN-y, TNF-a, o inductores como
ligandos de los receptores tipo Toll (TLR) (complejos inmunes, LPS y sefiales HSP de 60 y 70
Kda) (Cella et al. 1999).



1.3  CITOCINAS

Se reconoce que gran parte de la comunicacion celular en la respuesta inmune es por
medio de las citocinas, estas son pequefias moléculas de naturaleza proteica, secretadas en
respuesta a estimulos especificos que tienen influencia en los procesos celulares, dentro de ellas
se encuentran: interleucinas, quimiocinas, interferones, factores estimuladores de colonias,
factores de crecimiento y factores de necrosis tumoral. Algunos autores consideran a las
citocinas como inmunohormonas que ejercen su accion en forma autdcrina o paracrina,
produciendo efectos variables que comprenden la modulacion de la respuesta inmune, el
crecimiento celular, la diferenciacion de las células, la regeneracion tisular y la angiogénesis,
entre otras. Durante la activacion celular ocasionada en respuesta a un estimulo, se producen y

se unen citocinas de forma transitoria a receptores especificos de membrana.

Las citocinas son glicoproteinas de bajo peso molecular generalmente menor de 30 KDa,
muchas tienen estructuras terciarias parecidas, formadas por cuatro hélices alfa, con escasos
dominios en lamina beta. Aungue existen muchos tipos de células productoras de citocinas, en
el sistema inmune innato se considera a los macréfagos como las células mas activas en la
sintesis de citocinas, mientras que en el sistema inmune especifico son las células T
colaboradoras (Th), ya que sus citocinas son esenciales para que se produzca la respuesta

inmune, una vez activadas por el contacto con las células presentadoras de antigeno.

La produccion de las citocinas suele ser breve (transitoria) y limitada al periodo de tiempo
que dura el estimulo, lo cual se debe a que los correspondientes ARNm tienen una vida media
corta. Cuando los ARNm son traducidos y las proteinas son liberadas al microambiente donde
se encuentre la célula, las citocinas interaccionaran con receptores especificos de la membrana
de células vecinas y/o en receptores de ella misma, iniciando una cascada intracelular de
transduccion de sefiales que altera el patron de expresion génica, produciendo una respuesta
bioldgica especifica. Las citocinas pueden ejercer su accion de mutiples formas: pleiotrépica,

multiples efectos al actuar sobre las mismas células. Redundancia, varias citocinas que ejercen
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el mismo efecto que otra. Sinergismo, dos 0 mas citocinas producen un efecto que se potencia

mutuamente. Antagonismo, inhibicién o bloqueo mutuo de sus efectos.

En general, las citocinas y los productos microbianos afectan la funcion de los fagocitos
mononucleares, durante la respuesta inmune (RI) se induce la activacion de citocinas tipo
proinflamatorias, paralelamente se desarrolla un mecanismo antiinflamatorio; sin embargo, las
citocinas asociadas con respuestas de tipo polarizado 1l (Macrofagos tipo 2, M2) son las
interleucinas -4, -13 y -10, considerada por excelencia como la principal citocina capaz de
regular el proceso inflamatorio es la IL-10 que induce una “activacion alternativa” programada
en los macréfagos (Stein et al. 1992; Goerdt et al. 1999), esta activacién alternativa se genera

para regular la respesta inmune y llegar a mantener la homostasis.

1.4  INTERLEUCINA 10 (IL-10)

La Interleucina 10 (IL-10) es una citocina antinflamatoria, cuya deficiencia o expresion
puede mejorar la respuesta inflamatoria, promover la eliminacion de patdégenos o conducir al
desarrollo de enfermedades autoinmunes (O garra et al. 2008), es una citocina tardia, producida
después de la liberacién de los mediadores proinflamatorios (Sabat et al. 2010). Se describid
inicialmente como una citocina derivada de celulas Th2, la cual inhibia la sintesis de citocinas
producidas por células Thl, particularmente al interferon gama (IFN-y), por esta razon fue
Ilamada factor inhibidor de la sintesis de citocinas (CSIF), la identificacion de las fuentes
celulares de IL-10 y los mecanismos moleculares que la regulan son indispensables para el

manejo de la respuesta inmune (Stordeur et al. 1998).

Las principales fuentes de I1L-10 son las células T cooperadoras, monocitos, macro6fagos
y células dendriticas (Maloy et al. 2001), sin embargo, otros tipos de células efectoras inmunes
son capaces de producir IL-10 bajo ciertos estimulos, como son las células B, células T
citotoxicas, células NK (Natural Killer), neutréfilos y eosinofilos (Ouyang et al. 2011), asi
como células efectoras no inmunes como células epiteliales y queratinocitos (Maloy et al. 2001;
Jung et al. 2004).
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El descubrimiento de subpoblaciones de linfocitos T permitié establecer que, tanto las
células dendriticas como los linfocitos T virgenes son atraidos a una zona por quimiocinas que
activan receptores, las células dendriticas presentan los antigenos sobre la moléculas del CMH
y también expresan coestimuladores que pueden proporcionar segundas sefiales a los linfocitos
T mediante los receptores de coestimuladores, como resultado ese linfocito T se activa,
diferencia y especializa en un linfocito efector (Th), originando la aparicion del paradigma
Th1/Th2 que sugirid a las células Thl como productoras de IFN-y ¢ IL-2 y a las células Th2
productoras de IL-4, IL-5 e IL-10 (Stordeur et al. 1998; Kim et al. 1992). La IL-10 actla en
forma de homodimero a través de un complejo de receptores transmembrana, que se compone

por IL-10R1 e IL-10R2. En monocitos y macrdfagos la IL-10 afecta tres funciones importantes:

1) La presentacion del antigeno, inhibiendo la expresion de moleculas de complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH I1) y moléculas coestimuladoras CD80 y CD86
(De Waal Malefyt et al. 1991b).

2) Laliberacién de mediadores inflamatorios (citocinas antiinflamatorias) en las células
diana que han sido estimuladas por algunas citocinas proinflamatorias (De Waal
Malefyt et al. 1991a) y la sintesis de COX-2 (Niiro et al. 1997), mientras se potencia
la liberacién de mediadores antinflamatorios, como el antagonista del receptor de IL-
1B o de TNF-a (Jenkins et al. 1994).

3) El aumento de la fagocitosis de antigenos y la diferenciacioln de subpoblaciones de

células T reguladoras.

La mayor parte de los estudios sobre la regulacion de IL-10 se han realizado en modelos
de raton que utilizan la ruta de reconocimiento por receptores tipo Toll-4 (TLR4) que reconoce
el lipopolisacérido. La IL-10 puede regular directamente la inmunidad innata y adaptativa
limitando la activacion y diferenciacion de las células T en los nddulos linfaticos, suprimiendo

la respuesta proinflamatoria en los tejidos, polarizando y activando macrofagos que a su vez
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controlan la eliminacion de los patégenos, reduciendo el dafio tisular y modulando la respuesta
de otras células vecinas como monocitos, macrofagos y células dendriticas (Couper et al. 2008).

Mediante cristalografia de rayos X se demostré que la estructura de la IL-10 humana
(h1L-10) se presenta como un homodimero predominantemente, con base a su alto contenido
de cadenas a- hélices se postuld que IL-10 es un miembro de una familia de citocinas
helicoidales y factores de crecimiento, los cuales han sido estructuralmente caracterizados, la
estructura terciaria de hlL-10 estd formada por homodimeros en forma de V y 6 cadenas o
hélices unidos mediante asas, esta estructura es similar a la del interferén -y, asi como a la IL-
10 de bovino y murino (Zdanov & Schalk-Hihi., 1995).

1.5 PROMOTOR DE IL-10 Y SU REGULACION

El gen de la IL-10 humana se encuentra localizado en la region “q31-q32” del cromosoma
1, consta de 5 exones y 4 intrones, la secuencia completa abarca ~7.2kb (Kim et al. 1992), el
gen contiene varias secuencias no codificantes que controlan la transcripcién y la estabilidad
del ARNm. La modificacion post-transcripcional de I1L-10 también se ha propuesto como un
mecanismo regulatorio por el gran nimero de elementos ricos en AU en la zona 3'UTR del
ARN mensajero (Powell et al. 2000) o mediante micro ARN (Sharma et al. 2009).

La secuencia de nucleétidos del gen de la IL-10 humana tiene una homologia del 73 %
con la IL-10 de murinos y un 84 % con la IL-10 viral (Gesser et al. 1997), el descubrimiento
de que el gen de la IL-10 viral no contiene intrones a diferencia de los genes humano y murino,
sugiere que los genes humano y murino se originaron de un ancestro comun, mientras que el
gen de la IL-10 viral surgi6 por la modificacién del gen ancestral (Gesser et al. 1997). La IL-
10 es Unica entre las citocinas hematopoyéticas que tiene relacion con genomas virales (Moore
et al. 2001), dentro de la patogénesis viral, se han identificado por homologia la secuencia de
IL-10 en multiples miembros de la familia Herpesvirales y Poxviridae, incluyendo
citomegalovirus humano y el virus de Epstein-Barr, estos tipos de virus que han logrado incluir

los homologos de IL-10 buscan desallorar un entorno que limite la capacidad de respuesta del
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huésped, mediante la estrategia de limitar su reconocimiento (Slobedman et al. 2009). Otro
estudio donde se analiz6 el fragmento de ~4.2 Kb del promotor de IL-10 mostro regiones
altamente polimérficas que se combinan para formar haplotipos asociados con una mayor o
menor secrecion de I1L-10 (Kube et al. 2001).

El promotor del gen de IL-10 contiene el sitio principal de inicio de la transcripcion y una
caja TATA (-77pb); mediante el uso de programas informaticos se han determinado diversos
posibles elementos de union a factores de transcripcién (TF), algunos de los cuales se han
identificado y corroborado de forma experimental, tales como: elemento de respuesta a
glucocorticoides (GRE), elemento transactivador E2 de respuesta al virus del papiloma, AP-1,
Stat-3 (Benkhart et al. 2000), Sp (specific protein) 1 y 3 (Brightbill et al. 2000; Tone et al.
2000), c-Maf (Cao et al. 2005), NY-F (Lin et al. 2006), NF-xB (Cao et al. 2006; Leghmari et
al. 2008; Gringhuis et al. 2009), Pbx1b (pre-B cell leukemia transcription factor-1b) (Chung et
al. 2007), C/EBP (CCAAT-enhancer binding protein) (Brenner et al. 2003), NFAT (Goodridge
et al. 2007) y CREB (Platzer et al. 1999; Hu et al. 2006). Asi mismo, cambios epigenéticos
dependientes de la acetilacion de histonas pueden regular la accesibilidad de los factores de
transcripcion al promotor de IL-10 y explicar la regulacion a través de factores
constitutivamente activos como Spl y Sp3 en las células mieloides. Se ha reportado en células
de linfoma de Burkitt la presencia de secuencias reguladoras positivas en la regién de -1 Kb a
-0.9 Kb), asi como secuencias reguladoras negativas en la region -750 pb a -350 pb) para la
expresion de este gen (Mori et al. 1997; Ma W et al. 2001). En la Figura 2 se muestra un
esquema del analisis de sitios de unién a factores de transcripcion en el promotor de 1L-10
realizado anteriormente en nuestro laboratorio (Landeros, 2005), donde se muestra la presencia
de multiples sitios de union para AP-1, CRE, NFAT, GRE, C/EBP, STAT3, LS4, Spl y NF-xB

en una region de 3 Kb.
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Figura 2. Representacion esquematica del promotor del gen de IL-10. Se muestran diferentes sitios
para la union de factores de transcripcion destacando los sitios AP-1, CRE, NFAT, GRE, C/EBP,
STAT3, LS4, Sply NF-xB. Tomado de Landeros, 2005.

1.6 FACTORES DE TRANSCRIPCION IMPLICADOS EN LA ACTIVACION DEL
PROMOTOR DE IL-10

Dentro de los factores de transcripcion que conciernen a este proyecto podemos describir
al factor de transcripcion STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion),
codificado en humanos por el gen stat3, esta proteina es miembro de la familia STAT, que en
presencia de citocinas y factores de crecimiento es fosforilada en los residuos Tyr’® y Ser’?’
por la tirosin cinasa (JAK2) asociada al receptor, formando homo o heterodimeros que se
translocan al ndcleo donde actGan como activadores de la transcripcion en respuesta a
interferén, factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-5, IL-6 y factor inhibidor de leucemia
(LIF) (Akira et al. 1994; Yuan et al. 1994). Se han descrito tres transcritos alternativos del gen
de stat3 que codifican para varias isoformas de la proteina. El receptor de EGF y algunos otros
receptores de tirosina cinasas como el receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (c-Met)
fosforilan a STAT3 en respuesta a sus correspondientes ligandos, STAT3 también es blanco de
las proteinas de la familia tirosina cinasas no receptoras (c-Src) (Akira et al. 1994). En otro
estudio en macréfagos humanos primarios derivados de monocitos de sangre periférica se
comparé la sefializacion de IL-10 e IL-6, el pretratamiento de los macréfagos con PMA o con
mediadores proinflamatorios de LPS o TNF-alfa indujo la activacion de STAT3, mientras que
la activacion de STAT3 inducida por I1L-10 no se afecto (Niemand et al. 2003).
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Los factores de transcripcion NF-kB pertenecen a una familia de proteinas relacionadas
estructuralmente. En mamiferos se han descrito cinco miembros de la familia NF-xB: RelA
(p65), RelB y c-Rel, y las proteinas precursoras NF-kB1 (p105) y NF-kB2 (p100), las cuales se
procesan para producir p50 y p52 respectivamente, estos factores de transcripcion se unen como
dimeros a sitios kB de promotores y enhancers de una variedad de genes, para inducir o reprimir
la transcripcion (Pahl et al. 1999; Hayden & Ghosh. 2004). Se encuentran como hetero u
homodimeros en el citoplasma de muchos tipos de células. Cada miembro de la familia contiene
una secuencia conservada de 300 aa en la regién N-terminal llamada: Dominio de homologia
Rel (RHD) involucrado en la unidn con el ADN, la dimerizacion de los dominios y con la sefial
de localizacion nuclear (NLS) (May et al. 1998). Unicamente p65, c-Rel y RelB son producidas
como proteinas activas transcripcionalmente y contienen un dominio de transactivacion (TAD)
el cual promueve la transcripcién de genes ya que facilita el reclutamiento de coactivadores y

el desplazamiento de represores (Matthews S. & Ghosh S., 2004).

Las proteinas pl05 (NF-xkB1) y pl100 (NF-kB2) son producidas como moléculas
precursoras, las cuales después son procesadas lo qu resultaen la fosforilacionde p100 y p105,
que conduce a la ubiquitinacion y la degradacién proteosomal parcial originando moléculas
mas pequefias (p52 y p50) con actividad transcripcional (May et al. 1998; Matthews S. & Ghosh
S., 2004). En las células en reposo, los dimeros de NF-kB estan unidos a las proteinas
inhibidoras de kB (IkB), las cuales secuestran los complejos de NF-«xB en el citoplasma. Cuando
se estimulan las células, se induce la degradacion de las proteinas IkB mediante fosforilaciones
por el complejo de la cinasa de IxkB (IKK), que incluye dos cinasas cataliticas activas, IKKa e
IKKP y la subunidad reguladora IKKy. Las proteinas IkB fosforiladas son marcadas para la
ubiquitinacion y degradaciéon en el proteosoma, liberando los dimeros de NF-kB y permitiendo

su translocacién al nucleo (Jeong & Lee. 2011).

El factor nuclear de células T activadas “NFAT”, es un regulador central en la expresion
de genes de células inmunes, en células inactivas NFAT reside en el citoplasma en forma
fosforilada; en respuesta a una estimulacion antigénica, NFAT es translocado al nicleo después

de ser desfosforilado por la calcineurina-fosfatasa dependiente de calcio, en donde se une a
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promotores especificos e induce la expresion de genes. Se han descrito varias isoformas de
NFAT (1-5) que derivan de empalmes alternativos, con dos secuencias de homologia presentes
que comprenden el dominio de union al DNA (DBD) y la regiéon de homologia NFAT (NHR)
(Jain et al. 1995). EI dominio DBD es altamente conservado (RAHYETEG) y se localiza entre
los residuos 400 a 700 aa. La region de NHR de ~300 aa se localiza en el extremo N-terminal
del dominio de union al DNA y se define como un dominio regulador activado por la

calcineurina (Lou et al. 1996).

La proteina activadora AP-1 fue identificada como un factor de transcripcion que se une
a un elemento cis-esencial del promotor de la metalotioneina Il humana (hMTlla). El sitio de
union de AP-1 fue reconocido como TRE por sus siglas de elemento de respuesta a TPA (12-
O-tetradecanoylforbol 13-acetato), el cual se encuentra en varios genes virales y celulares,
como la colagenasa humana, MTlla, SV40, polioma e IL-2. EI TPA es un potente activador de
la proteina cinasa C (PKC), otros agentes que también conducen a la activacién de PKC son los
factores de crecimiento que inducen su expresion. La comparacion de varios sitios TRE condujo
a la derivacion de una secuencia consenso reconocida por AP-1: 5"-TGA(G/C)TCA-3" (Lee et
al. 1987). La union de la proteina activadora es suficiente y necesaria para la activacion
transcripcional de genes dependientes de AP-1 siguiendo la via de activacion de PKC. La
familia de AP-1 consta de homo y heterodimeros de las proteinas Jun (v-Jun, c-Jun, Jun B, Jun
D), Fos (v-Fos, c-Fos, Fos B, Fral, Fra2) o del factor activador de la transcripcion (ATF2,
ATF3/LRF1, B-ATF). Los dimeros Jun-Jun y Jun-Fos se unen al elemento TRE, mientras que
los dimeros Jun-ATF o ATF-ATF se unen preferentemente a CRE (5 -TGACGTCA-3) (Lee
et al. 1987).

El factor de transcripcién Spl regula la expresion de multiples genes en la diferenciacion
y proliferacion celular, apoptosis y tumorigénesis. Pertenece a la familia de los factores de
transcripcion Sp/KLF. Tiene 785 aa con un motivo dedo de zinc del tipo Cys2/His2, que le
permite unirse directamente al ADN en la secuencia consenso 5-(G/T)GGGCGG-
(G/A)(G/A)(C/T)-3". Se ha demostrado que Spl es capaz de interactuar con los factores de
transcripcion; MEF2C, MEF2D, E2F1, RELA, CEBPB, GABPA vy con proteinas como las
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histona deacetilasas: HDAC1, HDAC?2, entre otras (Yuna et al. 2010), y que se organiza en
multidominios, por ejemplo, diferentes autores han demostrado que la cooperacién entre Sply
AP-1 no depende de la distancia entre sus respectivos sitios de union al ADN (Noti et al. 1996;
Banks et al. 1998), lo cual sugiere que Spl puede producir un cambio conformacional en el
ADN que contribuye a la activacion genica, donde se facilita la union de otros factores de
transcripcion; ademas es un mediador de la sefializacion nuclear en respuesta a estimulos
hormonales. Se ha descrito que Sp1 puede ser fosforilado y glicosilado, lo cual la habilita para
formar interacciones homotipicas que derivan en complejos multiméricos; ademas se han
reportado interacciones heterotipicas con diferentes proteinas nucleares de la transcripcion,
como la proteina de unién a la caja TATA (TBP) y factores asociados a TBP (Jackson et al.
1990; Murata et al. 1994).

1.7 VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA EXPRESION DE IL-10

La IL-10 ejerce su actividad bioldgica en la regulacion de la respuesta inflamatoria como
inmunosupresor, la cual es mediada por el receptor heterodimérico (IL-10R1/IL-10R2), este
complejo receptor-1L-10 activa la via de sefializacion de JAK/STAT, que conduce a cambios
en el perfil de expresion de los genes inmunomoduladores de citocinas y receptores que inhiben
la liberacién de mediadores proinflamatorios, disminuyendo la capacidad de la presentacion de
antigenos y la fagocitosis, ademas promueve la liberacién de moléculas antiinflamatorias (Foey
et al. 1998). En monocitos, la IL-10 estimula la expresion de receptores solubles del TNF
(STNFR), inhibidor natural de esta molécula y estimula la expresion del antagonista del receptor
de IL-1 (IL-1Ra) que inhibe competitivamente la union de IL-1 con su receptor (Foey et al.
1998). La desactivacion de monocitos por IL-10 involucra la inhibicion de la actividad de
proteinas tirosina cinasas inducidas por lipopolisacarido (LPS) y el bloqueo de la via de
sefializacion Ras. En monocitos de sangre periférica de humano, se ha reportado que IL-10
suprime la transcripcion del gen TNF-a, inhibiendo la activacion del factor de transcripcion
NF-xB el cual se considera un blanco para la accion antiinflamatoria de 1L-10 (Wurfel et al.
1995).
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1.8  LIPOPOLISACARIDO Y PROSTAGLANDINA E2

El lipopolisacarido (LPS) es un componente de la pared de las bacterias gram negativas,
consiste en un heteropolisacarido fosforilado, estructuralmente estd formado por dos regiones
hidrofilicas y un dominio hidrofébico compuesto por seis cadenas de acidos grasos que estan
covalentemente unidas a un lipido de la membrana externa que contiene glucosamina, el lipido
A. La porcion de polisacarido que se expone de la membrana externa de las bacterias ha sido
dividida en dos regiones principales: una region interna o central (nicleo o core) y una porcion
externa denominada cadena O (antigeno 0 ¢ polisacarido 0). La region del nucleo ha sido a su
vez subdividida en una region interna y una region externa. La cadena 0 constituye la porcion
inmunodominante de la molécula y los cambios estructurales de esta region son la base de la
clasificacion seroldgica de la familia Enterobacteriaceae (Davis et al. 1990). La estructura
minima del lipopolisacarido es activa como endotoxina y se constituye del lipido A y dos
unidades de &cido 3-desoxi manooctulosénico (Kdo), este motivo es conservado entre los
distintos grupos bacterianos y todas las porciones de la molécula distales a los residuos de Kdo
no son estrictamente esenciales para el crecimiento y funcion bacteriana (Raetz et al. 1990). En
patologias como la sepsis, el lipopolisacarido activa los sistemas de sefializacion y estimula
diferentes tipos celulares mediante moléculas de reconocimiento como el CD14 y los receptores
TLR. La molécula CD14 se encuentra asociada a la membrana (mCD14) o soluble (sCD14), la
cual es liberada por monocitos, macréfagos y polimorfos nucleares; facilitando la transferencia
de las lipoproteinas. Aunque se creia que se asociaba al complejo LBP-LPS, puede unirse de
forma directa al LPS o mediante el proceso catalitico causado por la proteina de union al LPS
(LBP) (Wurfel et al. 1995; Hailman et al. 1994). La cascada de los TLR activa diversas vias de
transduccion de sefiales como la via de la MAP cinasa p38 que activa a Spl. Paralelamente el
LPS ejerce su efecto sobre la via de sefalizacion de NF-kB activando p50/p65, teniendo asi un
papel fundamental en la induccion de la produccion de citocinas y enzimas como la sintasa del
oxido nitrico o la ciclooxigenasa. Se sugiere que la variabilidad de estructuras y composicion
de la cadena “0” se desarroll6 durante la evolucion en especies endosimbidticas, con el fin de
evadir al sistema inmune del hospedero escondiendo las unidades de lipido A y el ndcleo

interno, los cuales son esenciales para el crecimiento y la multiplicacion bacteriana, asi la
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cadena “0” protegeria a las bacterias contra la fagocitosis y contra la accion bactericida del
huésped debido a que ocasiona una sefial reguladora en el medio de la colonia bacteriana (Mayer
et al. 1989; Bengoechea et al. 2004).

Las prostaglandinas se sintetizan a partir de los &cidos grasos esenciales por la accion de
enzimas como ciclooxigenasas, lipooxigenasas, el citocromo P-450, peroxidasas, entre otras.
La ciclooxigenasa da lugar a prostaglandinas, tromboxano A-Il y prostaciclina (PGl); la
lipooxigenasa da lugar a los &cidos HPETEs, HETE vy leucotrienos; el citocromo P-450 genera
HETEs y hepdxidos (EETs). La via por la cual el acido araquidonico se metaboliza a
eicosanoides depende del tipo de tejido, la fosfolipasa A2 y de la presencia de inductores o
inhibidores enddgenos (Ricciotti et al. 2011). La prostaglandina E2 (PGE2) participa en la
regulacién de la funcion de los linfocitos T y B, asi como de los macréfagos, la migracion de
las células dendriticas, la diferenciacion de células T cooperadores (Thl, Th2 y Th17), también
contribuye a regular la expresion de las citocinas; como el TNFa en células T en diferenciacion,
puede suprimir la diferenciacion de las células Thl y estimular la accién antiinflamatoria en
células de la inmunidad innata como neutrofilos, monocitos y células Natural Killer (NK)
(Ricciotti et al. 2011). La prostaglandina E2 también participa en multiples procesos
fisioldgicos, incluyendo los reproductivos, neuronales, metabdlicos e inmunes. Se considera
generalmente como una molécula proinflamatoria asociada a la produccién de enrojecimiento,
hinchazén y dolor (Legler et al. 2010). Otros estudios en animales pusieron de manifiesto que
tras la inyeccion sistémica de LPS bacteriano o IL-1 (pirdgenos exdgeno y enddgeno), la
concentracion de PGE:> cerebral contribuye de forma paralela al incremento de la temperatura
y que posiblemente, el LPS estimularia la secrecion de IL-1 por los macréfagos residentes que
a su vez activarian el mecanismo del aumento de la temperatura (Sirko et al. 1989). Los
diferentes efectos fisiologicos de la PGE> estdn mediados por los cuatro tipos de receptores a
prostaglandinas que la reconocen (EP1, EP2, EP3 y EP4), los receptores EP2 y EP4 participan
en la regulacion de los niveles intracelulares de AMP ciclico (Breyer et al. 2001).
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2. JUSTIFICACION

En trabajos previos en nuestro laboratorio, se determind la expresion de IL-10 en
macrofagos estimulados con LPS/PGE; y se mostro la presencia de las proteinas c-Fos y NFAT
en extractos nucleares y citoplasmaticos de macrofagos control y estimulados, otros estudios
de interaccion ADN-proteina in vitro mostraron la presencia de complejos con los sitios NF-
kB, NFAT, Spl, AP-1, y también se determind la presencia de las proteinas p50 y p65 en el
sitio NF-kB distal y de la proteina c-Jun en el sitio compuesto NFAT/AP-1 proximal de regiones
del promotor de IL-10. Estos estudios han permitido mostrar in vitro la interaccion de estos
factores de transcripcion con sitios en el promotor de IL-10; sin embargo, ain no esta claro
como los factores de transcripcion: NFAT, AP-1, STAT3, NF-kB y Spl participan en la
regulacion del gen de IL-10 en macréfagos estimulados con LPS y PGE..

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La IL-10 es una importante citocina antinflamatoria e inmunosupresora cuya expresion
es clave para mantener la homeostasis celular durante los procesos inflamatorios. Se sabe que
la region promotora del gen de IL-10 es muy compleja debido a que contiene varios sitios de
unién a factores de transcripcion. Se ha reportado la participacion de algunos sitios del promotor
de IL-10 en la regulacién de su expresion, y de igual forma en trabajos previos en nuestro
laboratorio se han determinado las interacciones de diferentes factores de transcripcion con sus
sitios en el promotor de IL-10 de macrofagos estimulados con LPS/PGE:? y otros estimulos. En
este trabajo nos planteamos estudiar la interaccion funcional de las proteinas NFAT, AP-1, NF-
kB, Spl y STATS3 para determinar su participacion en la regulacion de la expresion del gen de
IL-10 en monocitos estimulados con LPS/PGE, y también explorar si ésta regulacion es
mediada por la formacion de complejos multiproteicos, lo cual representa un gran potencial de

estudio para entender mejor la funcion antinflamatoria de la IL-10.
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4, HIPOTESIS CIENTIFICA.

Las proteinas NFAT, AP-1, STAT3, Spl y NF-kB regulan la expresion del gen de 1L-10
mediante la interacciébn con sus secuencias consenso y la formacion de complejos

multiproteicos.

S. OBJETIVOS

51 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la interaccion de los factores de transcripcion NFAT, AP-1, Spl, NF-xkB y
STATS3 en el promotor de IL-10 y la formacién de complejos multiproteicos en monocitos
estimulados con LPS/PGE:.

5.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la interaccion de las proteinas NFAT, AP-1, NF-xB, Spl y STAT3 con sus
secuencias consenso dentro del promotor de IL-10 mediante ensayos de
Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChIP)

e Explorar mediante la inmunoprecipitacion de proteinas (IP) si los factores de
transcripcion NFAT, AP-1, NF-kB, Spl y STATS3 regulan la expresion del gen de IL-10

a través de la formacion de complejos multiproteicos
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 DISENO EXPERIMENTAL

Monocitos U937

v v
No estimulados Estimulados (LPS/PGE,)
v v
. ¥
Chip Inmunoprecipitacion
*  Crosslink

+  Sonicacién « Extracto proteico

* Inmunoprecipitacion * Inmunoprecipitacion

anti- STAT3, anti-NF-kB (p50, p65), anti-AP-1, anti-Sp1
y anti-NFAT

* Revertir crosslink
* Purificacion DNA

] ]
PCR Western blot

! v

Analisis de datos, resultados

Figura 3. Disefio experimental. Monocitos U937 no estimulados (C) y estimulados (E) con LPS y PGE;
por 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 horas fueron analizados por la técnica de ChIP e IP.

6.2 CULTIVO CELULAR

Para todos los ensayos se utilizo la linea celular mielocitica de monocitos U937 obtenida
de la American Type Culture Collection (ATCC), la cual se cultivdé en medio RPMI-1640 con
L-glutamina y bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich), suplementado al 5 % con suero fetal
bovino (FBS ATCC 30-2020) y al 1 % de penicilina [200 U/mL]/estreptomicina [0.2
mg/mL](SIGMA ALDRICH P4333) y anfotericina B [25 pg/mL] al 1 % (SIGMA ALDRICH A5955).
El cultivo celular se mantuvo en una atmosfera himeda con CO; al 5 % a 37 °C. Para el
mantenimiento adecuado de las células, se realizd cambio de medio cada tres dias y segun la

densidad celular diariamente se adicionan 5 6 10 mL de medio fresco suplementado.

24



6.3 CONTEO CELULAR

Los monocitos U937 se cultivan en botellas de 72 cm?, cuando llegan a una confluencia
del 80 % se colectan en un tubo falcon de 50 mL y se centrifugan a 750 rpm durante 10 min, se
retira el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendié en 2 mL de medio RPMI-FSB al 5
%. Para el conteo de las células se hace una dilucion 1:25 tomando una alicuota de 20 pL de la
suspension celular mas 480 uL de PBS 1X, se homogeniza y depositan 10 pL de la dilucién en
la camara de Neubauer, se coloca en el microscopio, enfoca con el objetivo a 10X y se cuentan
las células presentes en los cuatro cuadrantes de contéo de leucocitos, para obtener el nimero
total de células presentes en la suspension, el calculo del nimero total de monocitos se realiza

mediante la siguiente ecuacion:

X
No.Total = (Z) (F.Dil)(Vol mL)(10%)

Formula del calculo de conteo celular, donde:
X= No. total de células contadas en los 4 cuadrantes de la cAmara de Neubauer
F. Dil = Factor de Dilucion
Vol= Volumen en mL de la suspension de monocitos (2 mL)
10*=  Constante equivalente al area por cuadrante relacionada con vol. de 1 mL

De esta manera es posible conocer la cantidad de células contenidas, una vez
cuantificadas, se ajusta el volumen con medio para tener una concentracion final de 10° células

por mL y se procede a la organizacién de grupos experimentales para realizar los ensayos.
6.4 GRUPOS EXPERIMENTALES Y ESTIMULACION

Antes de la estimulacion, los monocitos se arrestaron disminuyendo la cantidad de suero
fetal bovino de medio RPMI-FSB (5 %) a medio fresco RPMI-FSB (1.5 %) durante 24 h. Las

células arrestadas se contaron por el método de la camara de Neubauer, ajustando la

concentracion a 10° células por mL de medio fresco RPMI suplementado con suero fetal bovino
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al 5 %, se formaron dos grupos experimentales: Grupos de monocitos control no estimulados
(C) y grupos de monocitos estimulados (E) con 1 pg/mL de LPS y 1 uM de PGE: durante 0.5,
1, 2,4, 6y 8 h, para cada condicion se colocaron 107 células en cajas de Petri de 100 mm en
una concentracion final de 108 células/mL, después del tratamiento las células se utilizaron para

los diferentes ensayos.

6.5 EXPRESION DE IL-10 POR RT-PCR
6.5.1 EXTRACCION DEL ARN TOTAL

Para extraer el ARN total, grupos de 10® monocitos control y estimulados 0.5, 1, 2, 4,6 y
8 h con LPS/PGE>,se recolectaron por separado en tubos falcon de 15 mL y centrifugaron a 800
rpm por 10 min, las pastillas se lavaron 2 veces con 1 mL de PBS 1X en un eppendorf de 1.5
mL, se retird el sobrenadante y se adicionaron 0.5 mL del reactivo de TRIzol (Sigma), las
pastillas celulares se  homogeneizaron pipeteando repetidamente hasta no dejar grumos; se
incubaron 15 min a temperatura ambiente, se adicionaron 0.1 mL de cloroformo y se mezclaron
vigorosamente en vortex durante 10 s, las muestras se centrifugaron a 12000 g por 15 min a 4
°C. Despues de la centrifugacion, se observan tres fases: la inferior de color rosa que
corresponde al fenol:cloroformo, una inter-fase blanca correspondiente a las proteinas y ADN,
y la fase superior incolora acuosa que contiene el ARN total. La fase acuosa se transfirié a un
tubo estéril, y se le adicionaron 0.5 mL de alcohol isopropilico se agita por inversiény el ARN
se dejo precipitar a -20 °C durante toda la noche. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron
a 12,000 g durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante se removi6 cuidando de no perder la pastilla
y se lavé 2 veces con etanol al 75 % en H>O-DEPC (dietil pirocarbonato) frio. Las muestras se
mezclaron en vortex 15 sy se centrifugaron 12000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se quito el
sobrenadante y las pastillas del ARN se dejaron secar de 5 a 10 min a temperatura ambiente,
cada pastilla de ARN total se resuspendié en 20 pL de H>O-DEPC e incubd a 65 °C/5 min y se
alicuotaron en fracciones de 5 puL que se congelaron a -70 °C hasta su uso. Para conocer la
concentracion y la calidad del ARN, el ARN total obtenido se cuantifico y evalud por
espectrofotometria mediante las absorbancias a 280, 260 y 230 nm en el equipo NanoDrop
2000c de Thermo SCIENTIFIC y T60 UV-Vis spectrophotometer, con los datos recabados de
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las absorbancias: Azsonm, Azeonm Y Azgonm, Se determind la pureza mediante las relaciones:

Az60nm/ A2gonm y A23onm/Azeonm, 1as cuales deben tener un valor de 1.8 a 2.0.

Para valorar la integridad del ARN, 2 ug de ARN total cada muestra se sometieron a un
corrimiento electroforético a 60 voltios durante 20 min en un gel de agarosa al 1 % en buffer
TBE al 0.5 X tefiido con bromuro de etidio, evidenciando la presencia de las bandas de ARN

ribosomales 28S y 18S integras, esto nos permitio continuar con la reaccion de RT-PCR.

6.5.2 RETROTRANSCRIPCION (RT - Reverse TRANSCRIPTION)

Se prepar6 el ADNc mediante el kit (Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA
Synthesis) a partir de 1 pug del ARN total y se llevo a un volumen de 6 L, se adicionaron 10 U
de inhibidor de RNasa, 2 pL de tampdn de retrotranscripcion 5X (Tris-HCI pH 8.3, 50 mM,
KCI 75 mM, MgCl> 4 mM, DTT 10 mM), 0.2 pL de oligo (dTig); 1 UL de mezcla de
desoxinucleosidos trifosfato 10 mM (dNTP Mix), transcriptasa reversa M-MuLV 100U (0.5
pL), y se completd a un volumen final de 10 puL con H2O-DEPC, la mezcla se llevé a un ciclo
de 42 °C por 60 min, después de ese tiempo se inactivo la enzima M-MuLV incubando a 70
°C durante 5 min en el termiciclador MULTIGENE MINI de LABNET. Todas las muestras de
ADNCc obtenidas se diluyeron 1:4 adicionando 30 pL de H20 libre de nucleasas con el propdsito
de disminuir el namero de copias obtenido y no saturar la siguiente reaccion (PCR), se

mezclaron y prepararon alicuotas de 10 pL que se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

6.5.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR - PoLymerase CHain ReacTion)
PARA LA EXPRESION DE IL-10

La amplificacion del ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa se optimizé
de manera individualizada para cada par de primers, también se ajusto la temperatura de
alineamiento (Tm) y el numero de ciclos de la reaccion mediante el uso de PCR de gradiente

de temperatura, utilizando el kit Dream Tag Green PCR Master Mix (Thermo Scientific).
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Para determinar la expresion de IL-10 se emplearon 2 pyL de ADNc dilucién 1:4,
adicionando los siguientes reactivos: 5 pL de Master Mix para PCR 2X (0.05 U/uL de Dream
Taq polimerasa en un buffer de MgCl2 4 mM y 0.4 mM de mezcla de desoxinicleotidos
trifosfato ANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP); 0.25 uL de iniciadores sentido y anti sentido de
concentracion 10 M, se completd con agua estéril libre de nucleasas a un volumen final de 10
pL. La reaccion se procesd en un termociclador (MULTIGENE MINI de LABNET) bajo las
siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 3 min, 29 ciclos
de: desnaturalizacion 95 °C/35 s, alineamiento 53 °C/35 s y extension 72 °C/35 s y un ciclo de
extension final de 72 °C por 10 min. Se utiliz6 a B-actina como gen constitutivo para normalizar
la expresion de IL-10. Los iniciadores fueron disefiados con el programa OligoAnalyzer 3.1 de
INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES (IDT), la posicion y el tamafio del amplicon se muestran
en la siguiente tabla:

Posicién m Amplicon

Iniciador Secuencia ob oC pb
Sentido IL-10 RT 5’-CAT CTA CAA AGC CAT GAGTGA G 3’ 323/344 | 53.3 248
Antisentido IL-10 RT 5’-GTG TCA CCC TAT GGA AAC AG -3’ 651/670 53.0
Sentido B-actina 5’-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA-3° 187/206 70.9 540

Antisentido B-actina 5’-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC-3” 703/726 56.2

Tabla 1. Iniciadores para el analisis de expresién de IL-10 por RT-PCR. Iniciadores sentido y
antisentido para I1-10 y f -actina

Los productos de la PCR se separaron mediante corrimiento electroforético en un gel de
agarosa al 1.5 % en TBE 0.5X tefiido con bromuro de etidio, aplicando una corriente de 100
voltios, los amplicones se observaron en un transiluminador UV (U1001) y se obtuvieron las
imagenes correspondientes. Se realizo un andlisis densitométrico (area e intensidad) de las
bandas obtenidas mediante el programa ImageJ 1.48v, los datos obtenidos fueron agrupados y

analizados en el programa Graph Pad Prism 5.03.
Se determino la relacion matematica de la densidad relativa de cada una de las bandas
obtenidas de: la expresion del ARNm de IL-10 de células estimuladas con respecto a la densidad

de la banda de expresion del ARNm de células control (REi-10 = Densidad ARNm IL-10
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monocitos E / Densidad ARNm IL-10 monocitos C); de la misma forma fue realizado el analisis
para el gen constitutivo B-actina determinando que no hubo diferencias en la relacion de las
bandas de B-actina de células control y estimuladas (REp-actina). L0S datos de RE;_.10 de la
expresion de ARNm de IL-10 fueron normalizados dividiéndolos entre el valor correspondiente
de REg-actina (control de carga). Aplicando este modelo matematico se obtuvieron valores de
expresion directamente proporcionales a la cantidad absoluta del trascrito de IL-10, con

respecto al gen constitutivo [3-actina, y con respecto a los diferentes tiempos de estimulacion.

6.6 ENSAYO DE INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA (ChIP)
6.6.1 FIJACION DE PROTEINAS

Grupos de 107 monocitos control y estimuladas con LPS/PGE; en medio RPMI
suplementado con suero fetal bovino al 5 % se sometieron al ensayo de ChIP como se describe
a continuacion: Se cosechan los monocitos control y estimulados en un tubo falcén de 15 mL,
se lavaron con PBS 1X y la pastilla se resuspendio en 10 mL de PBS 1X, las proteinas se fijan
al ADN con formaldehido (Mercurio FA al 38 %) a una concentracion final de 0.5 % durante
4 min a temperatura ambiente en agitacion suave, la reaccion fue detenida con glicina a una
concentracion final de 0.125 M en frio durante 5 min. Los monocitos se lavaron 2 veces con
PBS 1X y se resuspendieron en 50 pL de buffer ChIP de lisis por cada 10° células, se incub6

10 min en frio y se hicieron alicuotas de 50 uL en tubos epperdorf de 1.5 mL.

6.6.2 FRAGMENTACION DE LA CROMATINA

Después de la fijacion, se adicionaron 150 pL de buffer ChIP de dilucién con 6 pL
inhibidores de proteasas (SIGMA-ALDRICH), 1.5 pL de ADN de esperma de salmon, (ver
Apéndice C de soluciones) y la cromatina se fragmenta por sonicacion de las células a 3 ciclos
de 10” ON y 30” OFF a 30 % de amplitud en el equipo Ultrasonic Processor GE-130 de SIGMA-
ALDRICH vy una punta de titanio de 6 mm de diametro manteniendo las muestras en hielo, para
obtener fragmentos de ~1 Kb. Una vez obtenidos los productos sonicados se reagrupan

formando un pool, el cual se centrifugd a 13000 g por 10 min a 4 °C para eliminar los residuos
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celulares, se hacen fracciones de 400 pL (2x10° células) que se conservaron a -20 °C hasta su
uso. A partir de una fraccion de 20 pL fue purificado el ADN y resuspendi6 en 20 uL de agua
libre de nucleasas, esta fraccion es denominada el INPUT, del cual se analizaron 3 pL de la
muestra en un gel de agarosa al 1 % en TBE 0.5X para verificar el tamafio de los fragmentos
obtenidos después de la fragmentacion. Puesto que el INPUT es una muestra representativa que
contiene todo el ADN, también sirve de control para la PCR ya que debe obtenerse amplicon

con cualquier par de iniciadores.

6.6.3 INMUNOPRECIPITACION DE COMPLEJOS

Alicuotas de 400 pL del producto sonicado se ajustan a un volumen final de 500 pL con
buffer ChlP de dilucion y se incuban con 2 pg del anticuerpo de interés toda la noche. Al
siguiente dia se incubaron con 20 pL de perlas magnéticas acopladas a proteina G (PM)
(LMACS molecular de Miltenyl Biotec) o perlas de agarosa acopladas a proteina G (PA) (rec-
Protein G-Sepharose de invitrogen) por 6 h. Posteriormente si se usaron PA se realizaron
lavados astringentes con 1 mL de las soluciones: “buffer RIPA”, “buffer de alta sal”, “buffer
de LiCl”y “buffer TE”, en el caso donde se usaron PM se lavaron con 1 mL de: “bufferde
lavado de baja sal”, “buffer de alta sal”, “buffer de LiCl”y “buffer TE”. El producto de la
inmunoprecipitacion de las perlas PA se recuperdé mediante centrifugacion a 1000 rpm por 5
min y el de las perlas PM con un campo magnético continuo durante 6 h. Los complejos
recuperados [Perla-Ac-Proteina-ADN] se resuspendieron en 250 uL de “buffer TE” y se
sometieron a tratamiento con 2 pL de RNasa “A” [20 mg/mL], 2 pL de proteinasa K [20
mg/mL] y 15 puL SDS [10 %] a 55 °C por 3 h; después fue revertida la fijacion de proteinas del
ADN incubando a 65 °C toda la noche.

6.6.4 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ADN
El ADN liberado fue extraido con 250 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1

(SIGMA-ALDRICH) relacién 1:1 con la muestra, se mezcl6 en vortex por 30 s y dejé reposar 1

min, se centrifugd a 13000 rpm por 5 min a 4 °C, la fase acuosa (superior) fue recuperada en un
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tubo eppendorf estéril, se realiz6 una segunda extraccion adicionando cloroformo en relacion
del volumen de la muestra 1:1, se mezcl6 en vortex 30 s y se centrifugd a 13000 rpm por 5 min
a4 °C, el sobrenadante fue recuperado y depositado en un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril. EL
ADN se precipit6é adicionando acetato de sodio [3 M] a pH 5.2 correspondiente al 10 % del
volumen de la muestra y 1 pL de glucdgeno [20 mg/mL] (Thermo Scientific), se agitd por
inversion suavemente y se adiciond 1 mL de etanol 100 % frio mezclando nuevamente de forma
suave, se dejo a -20 °C toda la noche. Al dia siguiente el ADN se centrifugé a 13000 rpm por
20 min a 4 °C y la pastilla se lavo 2 veces con 1 mL de etanol frio al 70 % centrifugando a
13000 rpm por 10 min y fue desechado el sobrenadante, la pastilla se dejé secar de 5 a 10 min
y se resuspendié en un volumen de 20 pL de agua libre de nucleasas. Una vez resuspendida la
muestra se incuba a 50 °C por 5 min y se analiza por PCR de punto final, si no se analiza

inmediatamente se congela a -80 °C hasta su uso.

6.6.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA EL ChIP

Para la PCR del ChlIP se disefiaron diferentes iniciadores para obtener los amplicones de:
962 pb (regidn distal) y 867 pb (region proximal) del promotor de IL-10, para hacer un escaneo
de las interacciones entre los factores de transcripcion y el ADN. También se analizaron
regiones mas cortas y excluyentes para los sitios de union a factores de transcripcion cercanos
de NFAT y NF-xB (Tabla 2).

Para realizar la PCR de los ensayos de ChIP se utiliz6 el kit Dream Taq Green PCR Master
Mix (Thermo Scientific), también fue estandarizada la PCR para cada par de iniciadores,
utilizando 2 pL de INPUT (ADN) dilucién 1:100 o 12 pL del producto del ChIP como plantilla,
la amplificacién se realizé adicionando los siguientes reactivos: 12.5 uL de Master Mix para
PCR 2 X, 0.25 pL de los iniciadores sentido y anti sentido respectivos a una concentracion de
10 pM, se completo con agua libre de nucleasas a un volumen final de 25 pL. La reaccion se
realizd en el termociclador MULTIGENE MINI de LABNET con el siguiente programa: un ciclo
de desnaturalizacién inicial de 95 °C/3 min; 40 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C/35 s,

alineacion de 35 s a una temperatura de 55 a 58 °C dependiendo del par de iniciadores, y
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extension de 50 s/72 °C; un ciclo de extensién final a 72 °C durante 10 min. Los iniciadores

utilizados se muestran en la tabla 2.

Iniciador Secuencia Ién Region Tagl;';lﬁo

Sen IL-10 -2519 5- CCTCCCTTCTCCCTGACATTTTG-3’ 57.5 -2519/-2497

AntiSen IL-10 -1557 5- CTTTCTGCATCAGCAATGGGACAACTC-3' 60.0 -1584/-1557 %02
Sen IL-10 -827 5- GCAATGGTACCAAATAGAGACGGTAGGG-3’ 60.3 -827/-799

Rev 1 (IL-10 +38) 5- GCT GTG CAT GCC TTC TTT TGC AAG -3' 59.8 +15/+38 55
Sen IL-10 -527 5'- GCTAAGGTACCACCTAAGGTGACTGCCTAAG-3' 62.4 -527/-497

Rev 1 (IL-10 +38) 5-GCT GTG CAT GCCTTC TTT TGC AAG -3' 59.8 +15/+38 %05
Sen IL-10 -827 5- GCAATGGTACCAAATAGAGACGGTAGGG-3’ 60.3 -827/-799

Rev 4 (IL-10 -340) 5-CTG TGG GTTCTC ATTCGC GTG TT -3' 59.8 -362/-340 o7
Sen 4 (1L-10 -508) 5°- GAA ACT AAG GCC CAG AGA CCT AAG -3 56.7 -508/-485

Rev 1 (IL-10 +38) 5-GCT GTG CAT GCCTTC TTT TGC AAG -3' 59.8 +15/+38 >0
Sen 4 (1L-10 -508) 5°- GAA ACT AAG GCC CAG AGA CCT AAG -3 56.7 -508/-485

Rev 4 (1L-10 -340) 5-CTG TGG GTTCTC ATTCGC GTG TT -3' 59.8 -362/-340 108
Sen IL-10 -827 5- GCAATGGTACCAAATAGAGACGGTAGGG-3’ 60.3 -827/-799

AntiSen IL-10 +45 5- CTTCCATGGTGGCTTTACCAACAGTACC -3 61.0 +18/+45 o2
Sen IL-10-785 5- TAGGGGTCATGGTGAGCACTACCTGACTAGC -3' 64.8 -785/-755

Rev 4 (IL-10 -340) 5-CTGTGGGTTCTCATTCGC GTG TT -3 59.8 -362/-340 o

Tabla 2. Iniciadores para el andlisis de regiones del pIL-10 por PCR de punto final. Tamafio de los
fragmentos amplificados para los grupos de iniciadores en el analisis de regiones del promotor de IL-
10 por PCR de punto final del ChlIP.

Los productos de amplificacion de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel

de agarosa al 1 % en TBE 0.5X a 100 voltios por 55 min tefiido con bromuro de etidio.

6.7 EXTRACTOS PROTEICOS TOTALES PARA LA EXPRESION DE IL-10

Para el analisis de la expresion de IL-10 y de los factores de transcripcion en estudio, asi

como para los ensayos de inmunoprecipitacion se obtuvieron extractos proteicos totales de

monocitos U937 control y estimulados con LPS/PGE:z por 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 h; para lo cual se

utilizé el método modificado de lisis por congelacion “Tansey Lab Protocols, 20027, se
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cosecharon y recolectaron 2.5x10° monocitos control y estimulados, se lavaron 2 veces con
PBS 1X frio centrifugando a 13000 g por 1 min y desechando el sobrenadante, la pastilla se
resuspendio en 120 pL de buffer RT-lisis sin generar burbujas y el tubo se sumergio en nitrégeno
liquido hasta su congelacién en un tiempo aproximado de 10 s, posteriormente las muestras se
mezclaron en vortex 15 s, se repitio este procedimiento de congelacion-descongelacion 2 veces
maés. El lisado fue clarificado por centrifugacion a 13000 g por 5 min para retirar los restos
celulares, el sobrenadante (extracto proteico total) fue trasferido a un tubo limpio y se cuantificd

el contenido de proteinas en 5 pL de la muestra por el método de Sedmak & Groosberg (1977).

6.8 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La determinacién de la concentracion de proteinas se realiz6 por el método de Sedmak &
Groosberg. El fundamento de la técnica se basa en la reaccion que se lleva a cabo entre el
colorante azul brillante de Coomassie G-250 con los grupos amino de las proteinas, la

sensibilidad del método es de 1 a 10 g de proteina.

Se hizo una curva patrén con albimina bovina (BSA) de 1 a 10 pg y se grafico la
absorbancia a 620 nm (dato experimental As2onm), contra los g de proteina. Los datos fueron
normalizados por regresion lineal simple obteniendo la ecuacién de la linea recta que permitid
recalcular la absorbancia teorica (dato tedrico ideal As2onm), con la que se correlaciona la
absorbancia obtenida de cada estracto proteinco total para el calculo de la concentracion de
cada uno.

Ecuacion de la recta:

y=m(x)+b siendo; R*> 0.97

Formula del célculo del valor tedrico ideal de As2onm, donde;
X = Valor de Aes20nm experimental obtenida
m = Pendiente de la recta
b = Constante de ajuste de la recta de interseccion en el eje Y

R? = Coeficiente de determinacién — relacion lineal de los datos
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Para determinar la concentracion de proteina de cada muestra, se adicionaron 5 uL de
extracto proteico total de la muestra, 495 pL de H>O milliQ estéril y 0.5 mL de la solucion al
0.06 % de azul brillante de Coomassie G-250 en 3 % de acido perclérico; se mezcld
vigorosamente y se leyo la absorbancia a 620 nm. Para obtener la concentracion de proteina se

interpola el valor de As2onm de las muestras en la curva patron de albimina aplicando la siguiente

formula:
Ag20 nm As20nm
Tubo Experimental BSA[ug] V. Ideal
0 Yo = O Xoi
1 Xl Yl =1 Xli
Y2— )1

[ y L] B (yl) + (m) (xexp - xzt) 2 Xs Y,=2 Xoi
HG/HEL = 5 UL 3 X3 Ys=4 Xa
4 X4 Y4 =6 X4i
5 X5 Y5 = 8 X5i
6 X5 YG = 10 XGI

Formula del célculo de concentracion de proteina por correlacion, donde;

Xexp = Valor de As2onm experimental de la muestra
y1 0Yy2 = Limites superior e inferior de concentracion de proteina BSA
X1i 0 X2 i = Valor de Azsonm ideal tedricos para los limites inferior y superior de BSA

6.9 INMUNOPRECIPITACION (IP)
6.9.1 LISIS CELULAR

Grupos de 10" monocitos control y estimulados se lavaron con 1 mL de PBS 1X a 13 000
rpm por 1 min, el sobrenadante se desechd y la pastilla de células se incub6 en 1 mL de buffer
de lisis IP en hielo durante 20 min, mezclando continuamente con una pipeta para lisar las
celulas cuidando de no generar burbujas , una vez lisadas se centrifugaron a 14,000 rpm por 10
min a 4 °C, los sobrenadantes se pasan a un tubo limpio y se cuantifica la concentracion de

proteinas por el método de Sedmak & Groosberg.
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6.9.2 PRE-ACLARADO

Muestras de 600 o 700 ug de proteina se ajustan a un volumen de 600 pL con buffer de
lisis con inhibidor de proteasas, los lisados se incubaron 3 h a 4 °C en rotacion continua con 5
UL perlas de agarosa acopladas a proteina G para disminuir pegados inespecificos de proteinas.
Los tubos se centrifugaron a 3500 rpm por 5 min a 4 °C y el lisado celular se transfirié a otro

tubo limpio y estéril.

6.9.3 INMUNOPRECIPITACION

Los lisados celulares aclarados se incubaron durante toda la noche a 4 °C en rotacion
continua con 2 pg del anticuerpo de interés: anti-p50, anti-p65, anti-Sp1, anti-NFATc1 o anti-
NFAT1, (Tabla 4). Paralelamente se trata una muestra con iguales condiciones, pero sin la
adicién del anticuerpo como control negativo del ensayo. Al dia siguiente se adicionaron 20 pL
de perlas magnéticas acopladas a proteina G o perlas de agarosa acopladas a proteina G por 3
h en agitacion. Se obtiene la separacion de los complejos [Perla-Ac-Proteina] por centrifugacion
1000 rpm por 5 min en frio para las perlas de agarosa (PA) o por interaccion con un campo
magnético continuo por 6 h para las perlas magnéticas ( PM), y se desecha el sobrenadante. Los
complejos se lavaron tres veces con buffer PBS 1X centrifugando a 3,000 rpm por 30 s entre
cada lavado o manteniendo el campo magnético. A cada una de las muestras se le agregan 10
uL de buffer de carga SDS-PAGE, se pone a ebullicion por 10 min y se le agregan 30 pL de
buffer de elucidn, los complejos obtenidos se someten a una electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE) y se transfieren a una membrana de PVDF de 0.2 um para su analisis por western
blot.

6.10 ANALISIS DE PROTEINAS POR SDS-PAGE Y WESTERN BLOT
6.10.1 ELECTROFRESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) es

una técnica empleada para separar las proteinas en funcion de su peso molecular a traves del
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cual van a migrar aplicando un campo eléctrico, la presencia del detergente anfipatico SDS
desnaturaliza las proteinas en su estructura primaria y les confiere una densidad de carga general
negativa que permitira separarlas solo en funcién de su peso molecular. Se empled el sistema
de clectroforesis “mini-PROTEAN tetra cell” de BIO RAD para geles de poliacrilamida al 8, 10
y 12 % en funcién del peso molecular de las proteinas de interés a separar (Tabla 3), el cambio
del porcentaje tiene como objeto que se localicen las proteinas de interés en la parte central del
gel posterior al corrimiento; el grosor del gel fue de 0.75, 1 o 1.5 mm de acuerdo a la
concentracion de proteina de las muestras para poder mantener la relacion de concentracion y

volumen (C/V) y no saturar los pozos del gel.

Concentracion de Acrilamida Rango lineal de separacion (Kda)
12 ‘ 12 -60
10 ‘ 20 - 80

75 ‘ 36— 94
RELACION MOLAR DE BISACRILAMIDA:ACRILAMIDA 1:29

Tabla 3. Rango efectivo de separacion de proteinas en geles SDS-Poliacrilamida. Tabla de
concentracion de acrilamida para electroforesis en buffer Tris-Glicina, (Modificada de Harlow & Lane,
1988).

Los extractos proteicos totales asi como a los productos de la IP se les adicion6 buffer de
carga para SDS-PAGE 4X, se colocaron a ebullicion por 5 min y después se mantuvieron en
hielo. Los geles fueron montados en los soportes de la cAmara de electroforesis y cubiertos con
tampon de corrimiento para electroforesis, se cargaron las muestras y el marcador de peso
molecular en los pozos correspondientes. Los geles se corrieron a 60 voltios por 30 min o hasta
que la muestra entrara en el gel concentrador, posteriormente se corrio a 100 voltios por 1.5 h
en el gel separador, evitando que salga el frente de corrimiento. Se retiran los geles de la cAmara
de electroforesis y se colocan en recipientes limpios, se equilibran con buffer de transferencia

por 10 min para posteriormente realizar la transferencia de proteinas a una membrana PVDF.
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6.10.2 ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS: WESTERN BLOT

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, se hizo una transferencia semi-seca a
una membrana de PVDF en un Mini Trans Blot-Cell de BIO RAD, para lo cual se colocaron en
el aparato 2 hojas de papel Wathman, una gruesa y una delgada humedecidas por capilaridad
en tampon de transferencia, enseguida se coloco la membrana PVDF, la cual fue activada
previamente (5 a 10 s en metanol, 5 min en agua milli-Q estéril y 10 min en tampo6n de
transferencia), posteriormente se coloco el gel de poliacrilamida encima de la membrana PVDF
y sobre este se colocaron nuevamente 2 hojas de papel Wathman, una delgada y una gruesa; la
transferencia se realizé a 23 voltios durante 55 min. Después de la transferencia se recupero la
membrana y se marco la cara transferida, se lavo en agua milli-Q estéril 30 s, se fijaron las
proteinas en metanol 10 s e inmediatamente se deja secar hasta su totalidad por 5 0 10 min sobre
una superficie limpia. La membrana se reactiva en metanol por 5 a 10 s, se lava nuevamente en
agua milli-Q estéril por 2 min y se equilibra en una solucién de TBS-Tween al 0.05 % frio. Para
verificarla calidad de la transferencia la membrana fue tefiida con rojo de ponceau durante 10
min, donde se visualizaran una serie de bandas definidas en cada carril para verificar el
contenido proteico y su integridad, la membrana es lavada cuantas veces sea necesario con agua
destilada estéril hasta retirar todo el colorante y se equilibra durante 5 min en agitacion con
TBS-Tween al 0.05 % frio.

6.10.3 INMUNODETECCION: WESTERN BLOT

Antes de la inmunodeteccidn, se bloquean los sitios inespecificos colocando la membrana
en una solucion fresca de leche descremada al 5 % (Svelty Figura 0 % de la marca Nestle) en
TBS-Tween al 0.05 % durante 2 h en agitacion a 30 rpm (balanc rocker25 de Labnet). Se
enjuaga la membrana 2 veces con TBS-Tween 0.05 % y posteriormente se incubo con los
anticuerpos primarios correspondientes diluidos en TBS-Tween al 0.05 % adicionado con leche
descremada al 5 % durante toda la noche a 4 °C (Tabla 4). Al dia siguiente se realizaron 3
lavados con TBS-Tween 0.05 % durante 10 min y posteriormente se incubé con el anticuerpo

secundario acoplado a peroxidasa (HRP), durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, se
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realizo el revelado de la membrana mediante quimioluminiscencia y autorradiografia, en un

cuarto oscuro, para lo cual se adicionaron a la membrana 50 pL de la solucién de sustrato para
HRP (Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate MILLIPORE), se cubrid la

membrana con una pelicula pléstica transparente (acetato) y se colocd encima una pelicula
radiografica sensible al verde (KodakriLm T-MAT G/RA) de 8 x 10 cm durante 30 - 180 s a

temperatura ambiente; el film se reveld de la siguiente manera: la pelicula radiogréafica se coloco

en la solucion reveladora (Kodak GBX developer 1:6) durante 2 min, después se lavé con agua

destilada y se colocé en solucion fijadora (Kodak GBX fixer 1:6) por 5 min, finalmente se lavd

dos veces con agua destilada y se dejé secar a temperatura ambiente.

Regién de

Anticuerpo Marca / # Catalogo reconocimiento Dilucion
anti-c-Jun Santa ﬁf%igﬁeggzo'ogy N-TERMINAL = 1:500
anti c-Fos Santa Cr(‘f):BsiCO_tsegh”O'ogy N-TERMINAL | 1:500
anti-NF-kB (p50) Sa”tch_aulzgiigf‘;‘iggo'Ogy N-TERMINAL | 1:2000
anti-NF-kB (p65) Santa %r_uzzoiig_tgggno'ogy N-TERMINAL = 1:500
anti Sp1 %‘?P;E’C‘)Sg”; ------- 1: 500
anti-NFATc1 Sam?_fﬂé:iic‘?tlegggg'ogy N-TERMINAL | 1:500
anti-NFAT1 %‘?P;E’;Q'B”ZC N-TERMINAL = 1:500
anti-STAT3 Santa Cruz Blotedhnolody | C.TERMINAL | 1: 200
Anti-1L-10 a@gngs ------- 1:2000
anti-p-actina %?;E%blsn; C-TERMINAL | 1:6000
anti-Rabbit (HRP) ’;EEZT Fe de IgG 1:4000
anti-Rabbit easy blot (HRP) Gﬁi‘ggf&é”gl Fc de 1gG 1:3000
anti-mouse (HRP) |\|>|/| ,&Iggg{)el Fc de IgG 1:4000

Tabla 4. Especificaciones generales de los anticuerpos. Especificaciones generales de los anticuerpos
empleados para los ensayos de ChlP e IP y dilucién empleada para el analisis de western blot.
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6.11 ANALISIS IN SILICO

Se realiz6 un analisis in silico del promotor de I1L-10 de la region de 2600 pb a +38 pb, el
analisis bioinformatico abarco sitios con secuencias consenso para los factores de transcripcion:
NF-kB, Spl, NFAT, AP1 y STAT3 con versiones actuales de los siguientes software libres:

PATCH  (http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/patch/bin/patch.cgi) que utiliza el

conjunto de sitios de union de TRANSFAC. ConSite (http:/consite.genereg.net), integra la

prediccidon del sitio de unién generado con modelos de factores de transcripcion de alta calidad
y filtra comparando entre especies (footprinting filogenético). LASAGNA 2.0 (http://biogrid-

lasagna.engr.uconn.edu/lasagna_search), se basa en la hipotesis de que los sitios de union a factores

de transcripcién comparten un ndcleo (secuencia corta y altamente conservada). AliBaba 2.1

(http://www.gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html), utiliza los sitios almacenados en la

base de datos TRANSFACT, no usa las matrices de cada factor de transcripcién pero identifica
los sitios conocidos para una secuencia desconocida para posteriormente formar pequefios

conjuntos de sitios por posicion y clase. P-MATCH (http://www.gene-regulation.com/cgi-

bin/pub/programs/pmatch/bin/p-match.cgi), analiza secuencias consenso combinando el uso de

matrices, para ello utiliza la libreria de matrices peso posicionales de TRANSFAC. La
importancia del uso de diferentes programas para el analisis del promotor tiene como objetivo obtener

una informacién mas completa debido a las diferencias del tipo de algoritmo empleado por el software.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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7. RESULTADOS
7.1 ANALISIS IN SILICO DEL PROMOTOR DE IL-10 DE Homo Sapiens (pIL-10)

Resultados previos de nuestro laboratorio del andlisis in silico del promotor de 1L-10
mostraron secuencias importantes que funcionan como sitios de union a factores de
transcripcion necesarios para reclutar la maquinaria general de transcripcion; sitios con
secuencias consenso para NF-kB, Spl, STAT3 y sitios compuestos para NFAT/AP1, asi como
una caja TATA en la posicion -77 rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (Landeros,
2005).

Con el fin de refinar la busqueda de sitios donde interacttan los factores de transcripcion
de estudio, en este trabajo, se realiz6 un nuevo mapeo del plL-10 para obtener los posibles sitios
de interaccion mediante un analisis in silico con versiones actuales de programas libres para
los factores de transcripcion Sp-1, STAT3, NF-kB (p50, p65), NFAT y AP1 en la region del
promotor de -2600 pb a +38 p. Para el analisis se utilizaron los programas: ConSite, LASAGNA
2.0, AliBaba 2.1, P-MATCH y PATCH, encontrandose 109 posibles sitios de union a los factores
de transcripcién de interés, después de un filtrado de los datos donde se excluyeron sitios
repetidos o con diferencia de 1 a 4 bases nucleotidicas de cercania y que ademas fueron
determinados por diferentes programas, se evidencio la presencia de 86 diferentes posibles
sitios de unidn a factores de transcripcion, esto se debe a que cada programa emplea diferentes
modelos matematicos. En un segundo filtro de los datos obtenidos se determind la presencia de
18 probables sitios de union en la region de andlisis de -827 pb a +38 pb y otros 22 sitios
probables en la region distal de -2519 pb a -1557 pb del pIL-10, ademas se corrobord el sitio
de inicio de la transcripcion (+1) y la posicién de la caja TATA dentro del promotor analizado

(-61 pb), esta informacion esta descrita de forma gréfica en la Figura 4.
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Figura 4. Andlisis in silico del promotor de IL-10. Probables sitios de union para factores de
transcripcién en el promotor de IL-10 en la region de -2600 a +38 pb por anélisis bioinformaético.

diferentes programas y calcular el porcentaje de cobertura, se encontrd que ningin programa
presenta el 100 % de cobertura para los sitios de unién a los factores de transcripcion analizados.
Las diferencias de porcentaje indican que un solo programa no es capaz de predecir todos los
posibles sitios de unién a factores de transcripcion. Ademas los resultados de cada programa
mostraron cierta tendencia a determinar algunos factores de transcripcion respecto de los otros

programas, y que tanto los criterios de busqueda y los algoritmos empleados son demasiado



rigidos que no permiten encontrar ciertos sitios de union, o el caso contrario que sean menos
especificos y por lo tanto, reconocen mdltiples secuencias como sitios posibles de union
(Figura 5).

100

Sp/KLF NF-kappaB

75
% s0

25

0
100

STAT3 AP-1 NFAT
75

% 50

25

o 0

PATCH ConSite LASAGNA AliBaba P-MATCH PATCH ConSite LASAGNA AliBaba P-MATCH PATCH ConSite LASAGNA AliBaba P-MATCH
20 21 20 21 2.0 2.1

Figura 5. Cobertura de sitios del analisis in silico para factores de transcripcion en el promotor de Il-
10. Porcentaje de cobertura de los programas PATHC, ConSite, LASAGNA 2.0, Alibaba 2.1 y P-
MATCH empleados para el andlisis in silico de sitios para los factores de transcripcion (Spl, NF-xB,
NFAT, STAT3 y AP-1) en el promotor de IL-10 en la region de -2600 pb a+45 pb.

El inconveniente de un analisis in silico es que no es capaz de distinguir entre sitios que
tienen una funcién in vivo y los sitios que tienen secuencias no funcionales, obteniéndose un
elevado numero de sitios falsos positivos, aun empleando un criterio de busqueda restrictivo
donde el porcentaje de identificacion de la matriz fue de 80 % y conservindose de 6 a 8
nucleotidos en el sitio.

7.2 CINETICA DE EXPRESION DE IL-10
Si bien en estudios previos en el laboratorio ya se habia determinado que el tiempo
méaximo de expresion del ARN es a las 8 h; en este trabajo se realizaron cinéticas de expresion

a nivel de ARNm vy de proteina para tener una idea mas certera de los tiempos a los que se

realizarian los ensayos de ChIP e IP. Inicialmente se determind la expresion de 1L-10 a nivel de
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ARNmM mediante RT-PCR en monocitos U937 control sin estimulo y estimulados con

LPS/PGE2a0.5,1, 2,4,6y8h. En la Figura 6 se muestran los productos de amplificacion para

IL-10 de 347 pb y para B-actina de 540 pb se corrieron en un gel de agarosa al 1 % y buffer TBE

al 0.5 X tefiido con bromuro de etidio.

g
2
RT-PCR IL-10 <
LPS/PGE, - 05h 1h 2h 4h 6h 8h &
347 pb . ———
IL-10
8
RT-PCR B-actina _§
o
LPS/PGE, . os5h 1h 2h 4h 6h 8h O
540pb B e e =

«1kb

« 500 pb

i =

MP

Figura 6. RT-PCR para IL-10 y p-actina. Productos de RT-PCR para IL-10 y g-actina de monocitos

U937 control (C) y estimulados (E) con LPS/PGE,. MP = marcador de peso molecular 1 Kb.

Para determinar el nivel de transcripcion de I1L-10 se realizé el analisis densitometrico de

tres ensayos independientes, que permitié comparar la expresion de I1L-10 de los tiempos de

estimulacion respecto a la expresién de células control sin estimulo, los datos fueron

normalizados con el gen constitutivo B-actina y analizados con el software estadistico GraphPad

Prisma 5.03, realizando una ANOVA de medidas repetidas y la prueba Post Test de Tukey

(Tukey, 1949).
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En la figura 7 se observan picos con diferencias estadisticamente significativas desde las
4 h (p<0.01) hasta un pico de maxima expresion a las 8 h (p<0.0001) de estimulacion, en el
comportamiento de la curva se puede notar un incremento progresivo a partir de las 2 h de
estimulo hasta llegar al maximo registrado a 8 h de estimulacion. La curva también muestra un
aumento del doble de expresion del ARNm de IL-10 a 0.5 h con diferencia significativa de este
punto con los grupos de monocitos control y estimulados 2 h. Como gen constitutivo para la

normalizacion de los datos del nivel de transcripcion se empled la proteina p-actina.
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Figura 7. Nivel de transcripcion de IL-10 en monocitos U937 control y estimulados con LPS/PGE;
por RT-PCR. Los datos fueron normalizados con f-actina. ANOVA de medidas repetidas post-test
Tukey, ***p<0.0001 Ctrol vs 6 h'y Ctrol vs 8 h, *p<0.01 Ctrol vs 4 h.

Los datos obtenidos se transformaron aplicando el logaritmo base 10 (LOG1o), lo cual
permite normalizar los datos en una distribucion normal para hacerlos de una forma mas
simétrica y aplicar un analisis estadistico mas preciso. En la figura 8 se observan dos picos de
aumento de expresion del ARNm de IL-10 estadisticamente significativos (p < 0.001)a0.5hy
(p < 0.0001) a 8 h de estimulacion, se pudo evidenciar un retorno a niveles basales a las 2 h de
estimulacion y un incremento gradual de la expresion dependiente del tiempo de exposicion al
estimulo a partir de las 4 horas hasta alcanzar el pico maximo a 8 h, se determin6 una diferencia

estadistica en un periodo temprano de estimulacion de 0.5 h similar al de 4 h (p < 0.001) y
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diferencias estadisticas a 6 h y 8 h (p < 0.0001) con respecto a las células control, en estos
ultimos tiempos la expresion de IL-10 incrementa por arriba del doble hasta un maximo de 7

veces mayor respecto a los monocitos control no estimulados (Figura 8).
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Figura 8. Expresién del ARNm de IL-10 en monocitos U937 control y estimulados con LPS/PGE;
por RT-PCR. Los datos fueron normalizados con f-actina y transformados con LOG1,. ANOVA de
medidas repetidas post-test Tukey, (n=3) ***p<0.0001; Ctrol vs 6 h y Ctrol vs 8 h, **p<0.001; Ctrol
vs 0.5 h, Ctrol vs 4 h.

Como se menciond previamente también se realizé el analisis de la expresion de IL-10 a
nivel de proteina mediante western blot en extractos proteicos totales de monocitos U937
control y estimulados con LPS/PGE>, la expresion fue normalizada con el gen constitutivo -
actina, en el analisis densitométrico de IL-10 se observa un aumento de la expresion del doble
respecto a monocitos control a las 0.5 h de estimulacién, la cual disminuy6 hasta el nivel basal
a1 h de estimulacion, sin embargo, la expresion de IL-10 a partir de las 2 hasta 8 horas presenta
un comportamiento de aumento exponencial respecto al tiempo, teniendo un pico maximo de
expresion a las 8 h de estimulacidn, donde se presentd una expresion 4 veces superior respecto

a las células no estimuladas(Figura 9).
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Figura 9. Expresion de IL-10 en monocitos U937 control y estimulados con LPS/PGE,. Analisis
densitométrico del western blot, la expresion de IL-10 fue normalizada con f-actina.

7.3 CINETICAS DE EXPRESION DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION

Se determinaron las cinéticas de expresion de los factores de transcripcion de nuestro
estudio y se relacionaron con los tiempos de la cinética de expresion de IL-10 para determinar
los tiempos donde se deben realizar los ensayos ChIP e IP, por lo que se realizo el anélisis de
los factores de transcripcion; p50, p65, Spl, NFAT y c-Fos por Western blot en extractos totales
de monocitos U937 control (C) y estimulados (E).

NF-kB (p50 y p65).- El analisis de estos factores de transcripcion de la familia NF-xB
se hizo con 30 pg de proteina. En la figura 10 se muestra un incremento de expresion de p50 a
1 h de estimulacion y una maxima expresion a las 8 h, comparando este comportamiento de
expresion con la de IL-10 se puede observar que a tiempos tempranos las cinéticas son
diferentes, donde existe un incremento rapido e intenso de p50 que presenta un pico maximo a

1 h y disminuye a niveles basales a 2 h , cuando en ese mismo periodo la expresion de IL-10
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presenta un pico maximo a 0.5 h y comienza a disminuir hasta llegar a niveles basales alas 2 h
de estimulacion, este hecho podria sugerir un papel de regulacién negativo de p50 sobre la
expresion de IL-10; sin embargo, al revisar el nivel de expresion en etapas mas tardias,
encontramos un comportamiento de incremento gradual respecto al tiempo de I1L-10 y p50 a
partir de las 2 h hasta las 8 h, con un pico maximo de expresion a las 8 h de estimulacion, lo
cual sugiere un papel de regulacion positiva de NF-xB (p50) en la expresion de 1L-10. En el
analisis de la expresion de p65 no se logré su identificacion bajo las mismas condiciones que
p50 por el método de western blot (Figura 10), se sugiere que el anlisis se debe hacer con una

mayor cantidad de proteina.

- NF-kB
SUkES - e - EDER" P50

NF-kB
50kDa= " p6s

Figura 10. Cinéticas de expresion de NF-xB en monocitos U937. Cinéticas de expresion para NF-xB
p50 (arriba) y NF-xB p65 (abajo) en extractos proteicos de monocitos control y estimulados (0.5, 1, 2,
4,6y 8h)conLPSyPGE..

AP-1 (c-Fos).- En el anélisis del factor de transcripcion c-Fos por western blot se
evidencid su expresion en monocitos U937 a las 4 h de estimulo con LPS y PGE; (Figura 11)
y no fue detectada su expresion a otros tiempos de estimulacion. Es importante sefialar que el
aumento de c-Fos a las 4 h ocurre en un punto de tiempo donde la expresion de IL-10 se ve
potencializada hasta llegar al pico maximo a 8 h de estimulacion, donde ademas el factor de

transcripcion p50 mostrd su ablUndate expresion desde las 4 h de estimulacion.
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Figura 11. Cinética de expresion de AP-1 (c-Fos) en monocitos U937. Se emplearon 30 ug de extractos
proteicos de monocitos U937 control y estimulados (0.5, 1, 2, 4, 6y 8 h).

NFATc1.- El analisis del factor de transcripcion NFATCcL se realizd con 50 pg de proteina
de extractos proteicos totales de monocitos control y estimulados, en la figura 12 se observa la
expresion de NFATc1 a nivel basal, la cual aumenta ligeramente en monocitos estimulados de
0.5 a 2 h, observandose un maximo de expresion a las 4 h de estimulacion, tiempo en el cual la
expresion de IL-10 es del doble respecto a las células control y que a partir de este punto la
expresion de IL-10 presenta un incremento gradual respecto del tiempo de estimulacion hasta
alcanzar su méaximo a las 8 h de estimulacion, esto podria sugerir un papel regulador de NFATc1
sobre el gen de IL-10 u otros genes a las 4 h de estimulacion, asi como también en este punto

se determind la presencia de c-Fos.

120kDa .NFATc1
85kDa 90 kDa

Figura 12. Cinéticas de expresion de NFATc1 en monocitos U937. Se emplearon 50 ug de proteina
de extractos proteicos totales de monocitos control y estimulados (0.5, 1, 2, 4, 6y 8 h).

Spl.- El analisis por western blot de la proteina Sp1 (Figura 13) muestra que no se expresa
en monocitos U937 sin estimulo y que se expresa en monocitos estimulados en todos los
intervalos de tiempo analizados, presentando diferencias de expresion entre los diferentes
tiempos de estimulacidn, se encontraron dos picos de expresion a 1y 8 h de estimulacion, con
una expresién abundante de Spl en un rango de 0.5 a 4 h con un pico maximo de expresion a 1
h y que disminuye fuertemente a las 6 h de estimulacion, en el periodo de 0.5 h los niveles de
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expresion de IL-10 presentan el pico de expresion del doble respecto a monocitos sin estimulo
y su retorno a niveles basales a 2 h de estimulacion y aunque 1L-10 se expresa de forma basal
en monocitos no estimulados (control) Spl no pudo ser determinada, esta correlacion sugiere
un papel regulador de Spl sobre la expresion de IL-10 en monocitos estimulados con LPS y
PGE..

0 05 1 2 4 6 8
120 kDa= :

85kDam  ~= e s =~ == " Sp1
- 81kDa

Figura 13. Cinéticas de expresion de Spl en monocitos U937. Se emplearon 50 ug de proteina de
extractos proteicos totales de monocitos control y estimulados con LPS/PGE; (0.5, 1, 2, 4,6y 8 h).

Como control de carga para los ensayos de western blot se utilizé la proteina constitutiva
B-actina (Figura 14) donde se mostrd que no existe diferencia de carga de proteina en los
extractos de proteina total para los diferentes grupos de monocitos. Los cambios de expresion
de los factores de transcripcion en monocitos control y estimulados a los tiempos de 0.5 a 8 h,
muestran la complejidad de la regulacion de su expresion, por lo tanto, determinar los tiempos
de expresion, la naturaleza de la funcion que tiene cada factor de transcripcién y su
comportamiento con la expresién de IL-10, sirvieron como referencia para elegir los tiempos a

los cuales se realizaron los ensayos ChiP e IP.

05 1 2 4 % 3%
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Figura 14. Western blot de p-actina. Analisis de 30 ug de proteina de extractos proteicos totales de
monocitos U937 control y estimulados con LPS/PGE; (0.5, 1, 2, 4,6y 8 h).
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7.4  INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA (ChIP)

El ChIP es un ensayo in vivo, que en este caso nos permite identificar interacciones
funcionales de los factores de transcripcion en estudio mediante la determinacion de la
interaccion con sus sitios consenso dentro del promotor del gen de la IL-10. Estudios
relacionados muestran que existen diferencias entre cada tipo celular y debido a que la técnica
de ChIP es muy sensible existen etapas claves que requieren de estandarizacion, con los datos
anteriores mostrados podemos postular que los factores de transcripcidn de interés pueden tener
interacciones funcionales con la region del promotor de IL-10 en los multiples tiempos de 0.5,
1,4y 6 h (picos de expresion) dependiendo del factor de transcripcion analizado. Una vez
determinada la expresion de la IL-10 y de los factores de transcripcion de interés en nuestro
modelo de monocitos U937 no estimulados y estimulados se procedié a estandarizar el tiempo
de fijacion de las proteinas al ADN, asi como el tiempo de sonicacién para fragmentar la

cromatina como se describe a continuacion.

7.4.1 ESTANDARIZACION DE LA FIJACION DE PROTEINAS AL ADN Y
FRAGMENTACION DE LA CROMATINA.

La fijacion de las interacciones de las proteinas al ADN es crucial en el ensayo ChlP,
puesto que a partir de aqui se hace la fragmentacién, por un lado, el exceso de fijacion puede
ocasionar que la cromatina se proteja y no se fragmente, por el otro lado, si la fijacion es
inadecuada se pueden detectar interacciones no funcionales que llevan a interpretar los
resultados como falsos positivos o se pueden perder interacciones funcionales entre las
proteinas y el DNA. De acuerdo al modelo de estudio es necesario ajustar el tiempo de fijacion,
por ejemplo, el tiempo de fijacion proteinas-ADN en un tejido o célula puede variar desde los
10 min como es el caso para celulas THP-1 o toda la noche para celulas de corazon del pez
cebra adulto (Wang et al. 2012).
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Para la técnica de ChIP en nuestro laboratorio, comenzamos por estandarizar la fijacion
y fragmentacion de la cromatina en monocitos sin ningun tratamiento, seguido de su

corroboracion en monocitos no estimulados y estimulados con LPS/PGE..

Se formaron grupos experimentales de 2x10’ monocitos U937 y se probaron tres
condiciones de fijacion con:

1. Formaldehido al 0.5 %,

2. Formaldehido al 1 % y

3. Formaldehido al 1 % con solucién reguladora de pH (7.2 -7.4).

Posterior a la fijacion, se hizo una curva de fragmentacion de la cromatina por sonicacion
a2,4,6y 8 pulsos de 45” ON/60” OFF a 40 % de amplitud en un volumen de 1 mL de buffer
RIPA. Los fragmentos de ADN fueron purificados y el tamafio se analiz6 en un gel de agarosa
al 1 % en TBE 0.5X tefiido con bromuro de etidio. Los resultados mostraron que a la
concentracion de 1 % de formaldehido hay una resistencia a la fragmentacion de la cromatina,
debido al exceso de fijacion de proteinas al ADN que lo protegen y lo hacen menos sensible a
su ruptura (Figura 15), Se considerd que el pH es un factor que puede modificar la estructura
terciaria de las proteinas, modificando asi las interacciones, por tal razén un segundo grupo
experimental fue tratado adicionando una solucion reguladora de pH previa a la adicion del
formaldehido a la concentracion final de 1 %, la figura 15 (parte central) muestra una resistencia
a la fragmentacion hasta los 2 pulsos, cuando la muestra fue sonicada a 4, 6 y 8 pulsos la
resistencia a la fragmentacion persistid, mostrando que el tamafio de los fragmentos fue semi-

constante.

En el grupo experimental tratado con formaldehido al 0.5 % se obtuvo la escalera de
cromatina fragmentada caracteristica de una curva adecuada de sonicacion, en donde, el tamafio
de los fragmentos de ADN es menor cuando se aplica un numero mayor de pulsos, mostrando
un barrido uniforme que presenta una regién enriquecida de fragmentos en un intervalo de
tamafos (Figura 15, izquierda), el andlisis de la curva de fragmentacion del ADN fijado con

FA al 0.5 % indico que a 4 pulsos se obtienen fragmentos abundantes < 1 Kb, ideales para la
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region de anélisis por PCR de punto final para la cual fueron disefiados los respectivos

iniciadores.

El exceso de sonicacion promueve la fragmentacion de la cromatina generando

fragmentos mas cortos que no sirven para realizar la PCR amplicones de 827 y 962 pb, como

el ADN esta muy fragmentado se dificulta e imposibilita la amplificacion y por lo tanto no se

generan los productos de PCR del tamafio esperado, ademas se evita la reproducibilidad de los

resultados en ensayos diferentes. Se debe sefialar que en las tres condiciones de la fijacion de

proteinas al ADN, la cromatina se fragment6 en mayor o menor grado, ya que de lo contrario

se observaria al ADN gendmico en la parte superior del gel (Figural5).

6kb
3kb

1kb

500 pb

0.5 % F*

1%F*

1% F*+ A

R
MP 2P 4P 6P 8P 2P 4P 6P 8P 2P 4P 6P 8P

* = Formaldehido
A = Amortiguador

Figura 15. Fijacion de proteinas y fragmentacion de la cromatina de monocitos U937. Electroforesis
en gel de agarosa al 1 % de la curva de fragmentacion de la cromatina por sonicaciéon a 2, 4, 6y 8
pulsos (45 ”ON/60” OFF a 40 % de amplitud) de monocitos U937 fijados con formaldehido al 0.5 %, 1
%y 1 % en solucion amortiguadora.
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La estandarizacion de la fijacion y la sonicacion, se confirmé por el anélisis de 20 pul de
las muestras de monocitos control y estimulados, que fueron tratadas en las condiciones
seleccionadas de fijacion con 0.5 % de formaldehido y sonicacion de 45”ON/60”OFF a 40 %
de amplitud, como se observa en la Figura 16, el patron de fragmentacion se mantiene, puesto
que presento el barrido de bandas esperado en el rango < 1 Kb en células control sin estimular
(C) y estimuladas con LPS/PGE> durante 4 h'y 6 h, lo cual indica que el estimulo no bloguea
la fragmentacion de la cromatina al aumentar la expresion de factores de transcripcion y por

ende el incremento de posibles interacciones ADN-proteina que impidan la fragmentacion

homogénea.

Estimulo LPS/PGE2

]Sin Estimulo

o

4h 4h 6h 6h
e T s T s ¥ e |

OB e Ve wcds W%

1 kb

| c— e <1 kb
e :
500 pb-p | w—

Figura 16. Fijacion de proteinas con formaldehido al 0.5 % y fragmentacion de la cromatina.
Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de la fragmentacion de la cromatina por sonicacion (4 pulsos
de 45”ON/60"OFF a 40 % de amplitud) de monocitos U937control y estimulados 4 y 6 h fijados con

formaldehido al 0.5 %.

Una vez confirmado el patrén de fragmentacion, las muestras se sometieron a las
siguientes etapas del ChIP, cabe sefialar que estas condiciones fueron empleadas para la

realizacion del protocolo de ChIP con el uso de perlas de agarosa acopladas a proteina G (PA)
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en el volumen de 1 mL de buffer RIPA; sin embargo, también se utilizaron perlas magnéticas
acopladas a proteina G (PM), por lo que se tuvo que estandarizar nuevamente la fragmentacion,
ya que, se requiere un volumen 5 veces menor (0.2 mL) para la precipitacion de los complejos
proteina-ADN-Ac. Se utilizaron las mismas condiciones de fijacion y para la fragmentacion se

realizé lo siguiente:

Se formaron grupos de 10°® monocitos U937, se fijaron con formaldehido a 0.5 %
(concentracion final) y se realizé una curva de fragmentacion, sonicando a 0, 3, 6, 9, 12y 15
pulsos de 10” ON/30” OFF a 30 % de amplitud en un volumen de final 0.2 mL (150 L de
buffer ChIP dilucion y 50 uL buffer ChIP lysis), una fraccion de 20 xL de cada muestra fue
sometido a purificacién del ADN, fueron analizados los tamarios de los fragmentos de ADN en
un gel de garosa al 1 % en TBE 0.5 X tefiido con bromuro de etidio. En la figura 17 se muestra
la escalera de fragmentacion exitosa por sonicacion y que la fragmentacion requerida del ADN
se obtiene entre los 3 y 6 pulsos de sonicacion, diferente a lo observado para el protocolo con
perlas de agarosa de 4 pulsos de sonicacidn, lo cual se debe a que el volumen de sonicacion fue
5 veces menor, y por lo tanto cambid la relacion células/volumen, la composicion del buffer

fue diferente, el tiempo del pulso se disminuy6 4.5 veces y la amplitud del pulso bajé a 30 %.
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Figura 17. Fragmentacion de la cromatina por sonicacion. Gel de agarosa al 1 % de la curva de
fragmentacion de la cromatina por sonicacion 710”ON/30”OFF a 30 % de amplitud a 3, 6, 9, 12y 15
pulsos de sonicacion de monocitos U937 fijados con formaldehido en una concentracion final de 0.5 %.

El andlisis de la region distal del promotor de 1L-10 (-2519-1557 pb) de un tamafio de
962 pb requirié de muestras sonicadas con enriquecimiento en fragmentos de 1 Kb, por lo que
se decidi6 encontrar la condicion del numero de pulsos ideal, por lo que grupos experimentales
de 10° monocitos U937 fijados con formaldehido a la concentracion final de 0.5 %, fueron
sometidos a fragmentacion de la cromatina por sonicacion a 3, 4, 5y 6 pulsos de 10” ON/30”
OFF a 30 % de amplitud en un volumen de 0.2 mL de buffer ChIP dilucién y buffer ChIP lysis,
una fraccion de 20 uL de cada muestra fue sometido a purificacion del ADN y analizado sus
tamario en un gel de agarosa al 2 % con TBE 0.5 X tefiido con bromuro de etidio (Figura 18),
no se encontraron diferencias entre los pulsos bajo estas condiciones, por lo que se eligid la
condicion de 3 pulsos como la ideal por ser la condicién con menor nimero de pulsos requeridos
y que expone en menor grado de estrés a las muestras como: el calentamiento de las muestras,

la degradacion, la ruptura de interacciones, ruptura de enlaces peptidicos, etc. Sin embargo,
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como las muestras se analizaron en un gel de agarosa al 2 % se observa enriquecimiento de

fragmentos menores a 800 pb.

U937
3p _ap sp _ep MP

s 1 s T s s ¥ s |

‘ ‘4—3Kb
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Figura 18. Fragmentacion de la cromatina por sonicacion. Gel de agarosa al 2 % de la curva de
fragmentacion de la cromatina por sonicacion 710 ”ON/30”OFF a 30 % de amplitud a 3, 4, 5y 6 pulsos
de sonicacion de monocitos U937 fijados con formaldehido a una concentracion final de 0.5 %.

Al corroborar estas condiciones en las células control y estimuladas con LPS y PGE;
durante 4 y 6 h, bajo las condiciones seleccionadas de fijacion con 0.5 % de formaldehido y
sonicacion a 3 pulsos de 10”ON/30”OFF a 30 % de amplitud, el analisis de 20 pL de las
muestras revelo que el barrido de fragmentacion se mantiene en el tamafio esperado de ~1 Kb
en monocitos sin estimular (C) y estimuladas (E) (Figura 19), y se comprobd nuevamente que
el estimulo no bloquea la fragmentacién de la cromatina por la posibilidad del incremento de
interacciones ADN-proteina que impidan la fragmentacion homogénea durante la expresion de
IL-10.
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También se debe considerar el hecho latente de que la fragmentacion por sonicacion tiene
un patron de corte al azar, donde ciertas regiénes de ADN que interaccionan mas
frecuentemente con proteinas quedan fijadas y causan resistencia a la fragmentacion; sin
embargo, regidnes donde el nivel de interacciones es bajo se presentan sitios mas susceptibles
de fragmentacion, la importancia radica en que si alguna de las regidnes susceptibles de ruptura
esta incluida en la regién de analisis por PCR, no se obtendran los rendimientos o productos de

amplificacion esperados, por lo que se debe considerar amplificar regiones mas cortas.

U937 3P
A B C D MP

[r— q— — (— q—

Figura 19. Sonicacion de la cromatina de monocitoss control y estimuladas. Electroforesis en gel de
agarosa al 1 % de la fragmentacion de la cromatina por sonicacion (3 pulsos de 10 "ON/30”OFF a 30
% de amplitud) de monocitos U937 fijados con formaldehido al 0.5 % no estimulados (A), estimulados
4 h (B) y estimulados 6 h (Cy D).

+1kb

«=500 pb

S

7.4.2 ENSAYOS DE ChIP DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION: p50, NFAT Y Spl

Una vez estandarizadas las etapas de fijacion y fragmentacion se procedié a realizar los
ChlIP de los factores de transcripcion p50, NFATc1 y Splen monocitos control y estimulados
con LPS/PGE>. Como se menciono en la seccion de material y métodos, antes de la etapa de
inmunoprecipitacion se resguardaron 20 pL. de muestra sonicada de cada condicion de

monocitos control y estimulados asi como para cada anticuerpo p50, NFAT y Spl, que serviran
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como control positivo para los ensayos de PCR, como esta muestra es una fraccion de ADN
total fragmentado tiene la peculiaridad de poder generar productos de amplificacion para
cualquier gen analizado por PCR, esta fraccion serd denominada INPUT y para su analisis le fue
revertida la fijacion de proteinas y el contenido de ADN fue purificado como se describio en la

metodologia.

La inmunoprecipitacion de la cromatina se realizé con los anticuerpos correspondientes
empleando perlas acopladas a proteina G, para determinar si los factores de transcripcion
NFATc1, NF-xB (p50) y Sp1l se unen a sitios dentro del promotor de IL-10 bajo el estimulo de
LPS/PGE_. Posterior a la inmunoprecipitacion, la extraccion y purificacion del ADN, este se
analizo por PCR de punto final en la region proximal del plL-10 de 865 pb (-827/+38 pb), que
contiene sitios para NF-xB (p50), NFAT y Spl. Para el analisis de PCR de cada ensayo ChIP
se debe tener un control de amplificacion que corresponde a una muestra representativa de ADN
sonicado sin inmunoprecipitacion (INPUT). La PCR de punto final se realizé a partir 2 pL del
INPUT (ADN sin anticuerpo y sin inmunoprecipitar) diluido 1:100 y de las muestras directas
obtenidas de los ChiP.

En la Figura 20 se muestra el ChIP para la proteina NF-xkB p50 (ChlIP-p50), en el ChIP
de las células control no se observa el amplicon de 865pb como se esperaba; sin embargo, no
hubo amplicon en el INPUT (carriles 1y 2); en el ChIP-p50 de células estimuladas 6 horas (E6h)
se observo la presencia del amplicon de 865 pb, asi como también en el INPUT (carriles 3y 4).
En el ChIP sin anticuerpo de células E6h y el control negativo de la PCR no se observd amplicon

como se esperaba (carriles 6 y 7).

El anélisis de los datos muestra que a 6 h de estimulacion p50 tiene interaccion con algun
sitio de la region de -827 pb a +38 pb del promotor de IL-10, lo cual concuerda con el aumento
de expresion de 1L-10 y de p50 a 6 horas de estimulacién. Al realizar el ChlP-p50 en monocitos
control no se evidencio interaccion funcional de p50 con su sitio, este resultado es posible puesto
gue en monocitos control no existe una expresion de p50. La PCR realizada en este ensayo para

los productos de inmunoprecipitacion de la cromatina fue con 5 pL de los 15 pL totales del

60



producto final de ChlIP recuperado, factor que pudo haber determinado una menor cantidad de

plantilla para la amplificacion de los productos de la region analizada.

ChIP- NF-kappaB p50

oc
O
a.
ChIP Anticuerpo P50 p50 S/Ac ¥
LPS/PGE, - 6h 6h =
, + - + - + - & PM
INPUT pil 1:100 1 2 3 4 5 6 9 8
'— - 1kb
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865pb = o
Sen -827
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Figura 20. ChIP para NF-xB (p50). INPUT=ADN DIL 1:100.

La bibliografia reporta que el heterodimero p50-p65 es la forma mas frecuentemente
detectada (Natoli et al. 2006). Otros estudios in vitro e in vivo mostraron que existe aumento de
p50 de localizacién nuclear y la inhibicién parcial de la translocacion nuclear de p65 en
monocitos tolerantes a LPS; se describié que p50 es un factor regulador esencial para la
transcripcion de genes en macrofagos tipo M2, por lo que el reclutamiento de p50 en el
promotor de IL-10 sugiere que puede estar participando activamente, puesto que su expresion
aumenta en diversos subgrupos de macréfagos tipo M2, donde puede haber interacciones p50-
p50, p50-p65, p50-c-Rel y p50-RelB en tiempos especificos de estimulacion inmediata o tardia,
motivo por el cual se debe apostar fuertemente a realizar el ensayo de ChIP para p65 en nuestro

modelo a fin de tener completo del rol de p50 con p65 o con el mismo p50.
La Figura 21 muestra el amplicon de 865 pb del ChIP-p50 de monocitos E6h y del INPUT

de monocitos control (carriles 1 y 4). No se observé amplicon para los INPUT de células

estimuladas 6 horas con y sin anticuerpo (carriles 3 y 5); tampoco se observo amplicon para el
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ChIP de células control (carril 2). El control negativo de PCR y el control negativo de la
inmunoprecipitacion de células E6h sin anticuerpo no presentaron amplicon como era esperado
(carril 6y 8), estos resultados corroboraron la interaccion funcional de p50 en la region de -827
pb a +38 pb del promotor de IL-10 que participa en la regulacion de la expresion de IL-10 a 6
horas de estimulo con LPS/PGE>; sin embargo, nuevamente se tuvieron problemas de
amplificacion con los INPUT lo que sugiere que debe realizarse una estandarizacion de la PCR

antes del ChIP con cada muestra de INPUT.

También se realizaron paralelamente los ensayos de ChIP para Spl y NFATc1 para la
misma region del promotor de IL-10, en células estimuladas 4 h, donde se observo el amplicon
para el ChIP-Spl y para el INPUT y ChlIP de NFATc1 (carriles 10, 11 y 12); sin embargo, no se
observo amplicon para el INPUT de Spl (carril 9), esto nos permitié evidenciar la interaccion
funcional de NFATcl y Spl con sus sitios de unidn en la region del promotor de IL-10 de -827
a +38 pb a 4 h de estimulacion. Esta estrategia permitio hacer un escaneo de tres factores de

transcripcion que interaccionan con sitios de union en regiénes amplias de ~ 1 Kb.

ChIP-p50, ChIP-Sp1 y ChIP-NFAT
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Figura 21. ChIP para NF-xB (p50), ChIP para Sply ChIP para NFATcl. ChIP para p50, NFATcl
y Spl en monocitos U937 control y estimulados con LPS/PGE; por 4 o 6 horas. INPUT=ADN DIL
1:100.
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Los ensayos ChIP que se presentan a continuacion, fueron realizados empleando perlas
magnéticas acopladas a proteina G y alicuotas de 10° células, los tiempos de incubacion de los
extractos con el anticuerpo fueron de 1 h y en rotacion con las perlas 3 h. En las Figuras 22A 'y
22B se muestran los resultados de los ChIP para p50 y ChIP para NFAT1 en donde se observa
el amplicon esperado asi como una amplificacion comparable en todos los INPUT de monocitos
C y estimulados 6 h; sin embargo, no pudimos observar amplificacion en los ChIP-p50 y ChIP-

NFAT1 de monocitos control y estimulados.
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Figura 22. ChIP para p50y NFAT1. (A) ChIP para NF-xB (p50) y (B) ChlP para NFAT1 en monocitos
U937 control y estimulados con LPS/PGE; por 6 h. INPUT=ADN DIL 1:100.

Para los siguientes ensayos de ChIP se aumentd la cantidad de monocitos y el tiempo de
incubacidn con el anticuerpo, con el fin de tener una mayor saturacion de proteinas que pudieran
interaccionar con el anticuerpo de la inmunoprecipitacion y lograr determinar interacciones
funcionales en la regién del promotor de IL-10. Para discriminar interacciones entre sitios
cercanos se analizaron regiones mas cortas y excluyentes de sitios dentro de la region de -827

pb a +38 pb y lograr determinar interacciones funcionales en la region distal del pIL-10.

Debido a que estudios previos de nuestro laboratorio mediante ensayos de

superretardamiento en gel determinaron complejos formados con las proteinas p50 y p65 en el
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sitio distal de NF-xB -1975/-1964 pb (Landeros et al., 2005), y que el analisis in silico mostrd
que el pIL-10 contiene varios sitios de union a NF-kB, se realiz6 un ensayo donde se estudid
una region de 962 pb (-2519/1557 pb) (Figura 23); donde no se observo interaccion funcional,
sin embargo, probablemente no se obtuvieron suficientes fragmentos de 1 Kb para obtener una
buena amplificacion, por lo que se decidié por un lado mandar a sintetizar iniciadores que
abarcaran regiones de 300 a 400 pb, y asi hacer el analisis en regiénes mas cortas y excluyentes.

-4
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ChIP Anticuerpo  psgq p50 S/Ac E”
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Figura 23. ChIP para NF-xB (p50) de la region distal del plL-10. INPUT=ADN DIL 1:100. PM=
Marcador de peso

En la Figura 24 se muestran los resultados de otro ensayo de ChIP-p50, pero esta vez
para una region proximal del plL-10. En esta ocasién se duplico el nUmero de monocitos, por
lo tanto, se formaron grupos de 2x10° células, los tiempos de incubacion de los extractos
proteicos totales con el anticuerpo fueron de 6 h en rotacion con las perlas toda la noche. Se
utilizaron dos pares de iniciadores especificos que generan fragmentos de 546 pb y 168 pb
respectivamente. En la imagen se observa el amplicon esperado y amplificacion comparable en
todos los INPUT de monocitos control y estimulados con LPS a 0.5 h y 4 h. No se observo
amplificacion en el ChIP-p50 de células control y estimuladas para el sitio NF-xBproxima (-464/-

455 pb) empleando los dos grupos de iniciadores especificos.
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Figura 24. ChIP-p50 de monocitos U937 control y estimulados con LPS a 0.5 h'y 4 h por 2 regiénes
de analisis incluyentes del sitio proximal NF-xB (-464 pb). INPUT DIL 1:100.

El analisis del ChIP para NFAT1 se realiz6 en grupos de 2x108 de monocitos control y
estimulados 6 h con LPS/PGE> de regidnes cortas y excluyentes para sitios NFAT, que
contienen el sitio compuesto de NFAT/AP-1 (-656 pb) o el sitio NFAT proximal (-181 pb), se
realiz6 modificando los tiempos de incubacion con el anticuerpo a 6 h y con perlas magnéticas
en rotacion por 12 h, esperando tener una mayor recuperacion de fragmentos de ADN. En la

Figura 25 se puede observar que no hubo interaccion funcional en los sitios probados del
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promotor de IL-10; sin embargo, todos los INPUT presentaron productos de amplificacion
comparable en células control y estimuladas 6 h, los controles negativos de PCR para los dos

conjuntos de iniciadores no presentaron producto de amplificacion como era esperado.

PCR
ChIP Anticuerpo INPUT ;i 1.100 NFAT _NFAT Ctrol Neg
LPS/PGE, - -  6h 6h - - 6h 6h
A B A B M A B A B A B
S <«1Kb

A)546 pb = ——
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Sen -827
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Figura 25. ChlIP para NFAT1. ChIP-NFAT de grupos de 2x10° monocitos control y estimulados 6 h,
con analisis de regiones excluyentes de los sitios NFAT/AP-1 (-656 pb) y NFAT (-181 pb). INPUT DIL
1:100.

El siguiente ensayo de ChIP para NFATc1 fue realizado duplicando los grupos de 2x10°
de monocitos control y estimulados por 6 h con LPS/PGE: (Figura 26) analizando las mismas
regiones cortas excluyentes para los sitios NFAT: sitio compuesto de NFAT/AP-1 (-656 pb) y
sitio NFATproximal (-181 pb), el tiempo de incubacion con el anticuerpo fue de 6 h y con las
perlas magnéticas para la inmunoprecipitacion de 12 h en rotacion continda, los productos
finales de los grupos duplicados fueron reunidos en la etapa de precipitacion del ADN durante
la purificacion (relativo al ChIP de grupos de 4x10° células), en la Figura 26 se puede observar
la interaccion funcional en el sitio NFAT/AP-1proximal (-656 pb) observandose el amplicon
esperado de 487 pb; sin embargo, no fue posible determinar interaccion en el sitio NFAT proximal

(-181 pb) en monocitos estimulados 6 h, todos los INPUT amplificaron como se esperaba.
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ChIP Anticuerpo
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Figura 26. ChIP-NFATc1. ChIP para NFATc1 de 4x10° monocitos U937 control y estimulados 6
horas, con andlisis de regiones excluyentes de los sitios NFAT/AP-1 (-656 pb) y NFAT (-181 pb). INPUT
DIL 1:100.

7.5 INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS (IP)

El siguiente objetivo planteado en este trabajo, consistia en determinar las interacciones
de los factores de transcripcion NF-kB (p50 y p65), NFAT, Spl y AP-1 (c-Jun) mediante el

ensayo de Inmunoprecipitacion de proteinas (IP) y el andlisis por western blot (WB).

En la Figura 27 se muestra el ensayo de western blot para la inmunoprecipitacion de p50
con perlas de agarosa, los carriles 1 y 2 corresponden a NF-xkB (p50) de células control y
estimuladas 6 h respectivamente, se puede observar que después de la estimulacion hay mayor
cantidad de proteina p50 como se refiere en el aumento de expresion de p50 determinado en su
cinética. El carril 4 es un control negativo de la inmunoprecipitacion sin anticuerpo el cual
indica que no existen pegados inespecificos de proteinas a las perlas. Los carriles 5, 6, y 7

corresponden a las interacciones p50-Spl, p50-NFATc1 y p50-p65 en condiciones de 6 h de
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estimulacion, puesto que se observa sefial que corresponden a los pesos moleculares de las
proteinas probadas: 70 KDa para Sp1, 90 KDa para NFATcl y 65 KDa para p65, esto datos
pueden ser correlacionados directamente con las interacciones determinadas en los ensayos de
ChlIP para p50, Spl y NFATc1 en laregion de -827 pb a +38 pb del pIL-10 y con otros estudios
que evidencian interacciones p50-p65 en el promotor de IL-10 e IL-12 de macrofagos
estimulados con LPS (Cao et al. 2006), también heterodimeros p50- p65 en ensayos in vitro de
monocitos U937 estimulados con LPS/PGE: interaccionan con el sitio NF-kB (-1973 pb)
(Landeros, 2005). La presencia del factor de transcripcion NFAT en sitios compuestos que
interaccionan con AP-1 (c-Fos-c-Jun) (Macian et al. 2000), también ha sido descrito
interacciones por inmunoprecipitacion de NFAT-p65 en linfocitos B (Pham et al. 2005).

IP Anticuerpo p50 p50 - p50 p50 p50
LPS/PGE, - 6h % 6h 6h 6h 6h
WB p50 p50 p50 Spl  NFAT p65
1 2 3 4 5 6 7
kDa
e | [F 1
Hem @
40 — . ¥ :

Figura 27. IP de NF-kB (p50) de monocitos U937 control y estimulados. Analisis de la IP de NF-xB
(p50) mediante western blot revelando por quimioluminiscencia, mostro la presencia de NF-xB (p50,
p65), Sply NFATcL en extractos de monocitos estimulados 6 h.

En la figura 28 muestra la membrana PDVF tefiida con azul de Coomassie R-250 que se
usé para la IP con p50, donde se puede observar la presencia de las bandas de proteina
correspondientes a la cadena pesada y cadena ligera del anticuerpo empleado, cabe mencionar
que la cadena pesada de la inmunoglobulina tiene un peso de 54 kda muy cercano al peso del

factores de transcripcion de la IP realizada (p50) de ~49 KDa, lo que indica que la banda de la
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cadena pesada enmascara a la sefial de p50. Para evitar este efecto en los siguientes ensayos de
IP se utiliz6 el mismo anticuerpo anti-p50; sin embargo, se utilizara el anticuerpo secundario
anti-Rabbit easy blot, que es capaz de reconocer la fraccion cristalina del anticuerpo primario
solo en su estructura terciaria, evitando la reaccion cruzada con el anticuerpo de la IP (anti-
Rabbit) que se encuentra desnaturalizado posterior al corrimiento de electroforesis en SDS-
PAGE.

IP

IP Anticuerpo
Lps/pGE, - _6h 2 6h

kDa

100
70~

54 kDa C. pesada
35 49 kDa p50
40

25 25 kDa C. ligera

Figura 28. Membrana PVDF empleada en el western blot de la IP para p50. Tincion de la membrana
con Azul de Coomassie R-250.

Con estos resultados se sugiere que la proteina p50 forma complejos proteicos donde
participan Spl, NFATcl y p65 en monocitos U937 estimulados con LPS/PGE, sin embargo,
se tienen que explorar la presencia de otras proteinas que pudieran estar formando estos
complejos.

Se realiz6 nuevamente la IP para p5S0 con 600 pg de proteina por grupo experimental,
empleando perlas magnéticas acopladas a proteina G. El revelado del western blot por
quimioluminiscencia con anti-p50 corrobord el aumento de expresién de p50 en células
estimuladas 6 h (Figura 30A); el western blot para p50 e IL-10 de 50 pg de proteina mostr6 un
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aumento de la expresion en células estimuladas 6 h con respecto a monocitos control sin
estimulo, como gen constitutivo y control de carga se empled B-actina (Figura 29A 1zq). Al
realizar la IP para Spl y NFATL1 y revelar con anti-Spl y anti-NFAT1 respectivamente se
mostré un aumento de ambas proteinas en células estimuladas respecto a las células control
(Figuras 29B y 29C); en el western blot de la IP-Sp1 para p65 y de la IP-NFAT1 para STATS3,
no se logrd evidenciar la presencia de estas proteinas (dato no mostrado).

Ext. Total  IP -p50 IP-Sp1 IP —-NFAT
A R c Eh | D S Egﬁ C C E4h
1 2 3 4 12
85 ‘
01 W .
WB: p50 85 - o5 -
50 :
[Ve: Se1 . WB: NFAT »
35 50 - 50 4
WB: B-acfina “ .
3 iR
WB: IL-10 35 7 35 -4

Figura 29. IP para los factores de transcripciéon p50, Spl y NFATL1. En todos los casos se usaron 600
Lg de proteina de monocitos U937 control y estimulado 6 h. (A) Carriles 1y 2, Andlisis de 50 g de
proteina por western blot de p50, p-actina e IL-10. Carriles 3 y 4, IP-p50 de células control y
estimuladas revelada con anti-p50. (B) IP-Sp1 revelada con anti-Spl. (C) IP-NFATL1 revelada con anti-
NFAT1.

Es importante considerar que la bibliografia reporta que los 5 miembros de la familia NF-
kB pueden formar diferentes combinaciones de dimeros, pero el heterodimero p50-p65 es la
forma maés frecuentemente detectada (Natoli et al. 2006), y teniendo presente que s6lo una
fraccion de p65 es fosforilada (serina 536 o serina 468) y que el sitio de fosforilacion impacta
en la expresion de genes de forma especifica (Moreno et al. 2010) podemos explicar porgue los
niveles de p65 fueron indetectables en el western blot de 30 pg de proteina (Figura 11) muy
inferiores a los mostrados por p50 en la coinmunoprecipitacion (Figura 28); sin embargo, fue
determinada la interaccion de p50 y p65 en monocitos estimulados con LPS/PGE2 por 6 h'y que
esta interaccién pudiera ser suficiente para ejercer el aumento de la expresion de IL-10 en

monocitos estimulados.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de la caracterizacion in silico del promotor de I1L-10 de la region de -2500
pb a +38 con los programas: ConSite, LASAGNA 2.0, AliBaba 2.1, P-MATCH y PATCH,
permitieron determinar 86 secuencias conservadas de posibles sitios de unién para los factores
de transcripcion NF-kB, Spl, STAT3, NFAT y AP1 (Figura 4), este resultado es debido al
empleo de diferentes modelos matematicos de cada programa, razén por la cual se tiene
diferente sensibilidad y por ende diversidad en los resultados arrojados de un programa respecto
a los otros, la importancia de los factores de transcripcion radica en que son necesarios para
reclutar la maquinaria general de transcripcion y la presencia de los posibles sitios de unién
sugiere fuertemente interacciones TF-ADN en el promotor para la regulacion de la expresion
de IL-10, también se debe mencionar que el andlisis in silico no permite distinguir entre sitios
que tienen una funcién in vivo y sitios que no tienen funcion, esto refleja un elevado nimero de
sitios falsos positivos. Ademas, se han descrito numerosos ejemplos donde la presencia de un
mismo sitio de union para un factor de transcripcién en el mismo gen, pero en diferente tipo de
célula, produce diferencias en la expresion y en las interacciones funcionales TF-ADN, lo cual
determina el efecto de un estimulo para cada tipo celular, por ejemplo; se identificé el papel de
p50 en la transcripcion de la citocina antiinflamatoria (IL-10) en el promotor proximal en el
sitio -55/ -46 pb en macréfagos de raton estimulados con LPS (Cao et al.2006), estos resultados
son consistentes con las observaciones experimentales donde se informé que la expresién de
IL-10 solo se relaciona con una alta expresion de p50 en linfocitos T estimulados con LPS
(Mori et al. 1997). Otros estudios demuestran que la produccion de citocinas como 1L-12p35 e
IL-12p40, promovidas por la estimulacion con LPS es inhibida por IL-4 e IL-13 (Hart et al.
1990; Cheung et al. 1990), sin embargo, el pretratamiento de macrofagos de sangre periférica
con IL-13 e IL-4 incrementa la produccion de IL-12p35, IL-p40 y TNF-a en respuesta al LPS
(D"Andrea et al. 1995).

Se manifiesta que ningun programa tiene el 100% de cobertura para los sitios de unién a
factores de transcripcidn, indicando la importancia del uso de diferentes programas para este

tipo de andlisis. las diferencias de porcentaje de cobertura de los programas, permiten describir
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que un solo programa no es capaz de predecir todos los posibles sitios de union a factores de
transcripcion; sin embargo, la informacion recabada no es del todo cierto, puesto que el
comportamiento de cada programa muestra cierta tendencia a determinar algunos factores de
transcripcion respecto a otros, y que los criterios de busqueda y el algoritmo empleado sea tan
rigido que practicamente no permite encontrar sitios de unidn o lo contrario que tengan menor
especificidad y reconozcan multiples secuencias como sitios posibles de union (Figura 5), el
uso de maultiples programas permite determinar un nimero mayor de sitios de unién respecto a
la caracterizacion realizada por Landeros 2005 (Figura 2), sin embargo esto requiere hacer un

estudio mas exhaustivo de las interacciones funcionales.

Los resultados de la expresion del gen de IL-10 determinada a nivel de transcripcién por
RT-PCR (Figura 8) y a nivel de proteina por western blot (Figura 9) en la linea celular de
monocitos U937 sin estimulo y estimulados con LPS/PGE; durante 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 horas,
reveld que los niveles de expresion de ARNm de IL-10 fueron variables dependiendo del tiempo
de incubacion con el estimulo, también se observaron dos comportamientos; a tiempos cortos
de 0.5 h de estimulacion un pico maximo de expresion con un aumento del doble del ARNm de
IL-10 respecto a monocitos control, el cual disminuyd a niveles basales a las 2 horas de
estimulacion, posteriormente se pudo apreciar un segundo incremento gradual dependiente del
tiempo a partir de las 2 h de estimulo, alcanzando el méximo a las 8 h de estimulacién con un
aumento de 6 veces respecto a monocitos control. Estos resultados concuerdan con la expresion
de IL-10 a nivel de proteina, observando un pico a las 0.5 h de estimulacion con un incremento
del doble con respecto a las células control, sin embargo, la expresion de la proteina disminuyd
a los niveles basales a la hora de estimulacion, y volvio a aumentar a partir de las 2 horas hasta
las 8 horas de estimul6 donde se presento el pico maximo con un aumento de 4 veces respecto

a las células control.

Estudios de laboratorio reportan diferencias de expresion de ARNm de IL-10 entre
diferentes tipos de células como macro6fagos, linfocitos T, linfocitos B y células dendriticas,
control y estimuladas con LPS o PMA (Tone et al. 2000) también se reconoce que las cinéticas

de expresion del ARNm de IL-10 varian de acuerdo al estimulo, por ejemplo, monocitos de
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raton diferenciados en células de kupffer y estimulados con LPS presentaron niveles bajos de
ARNmM en un intervalo de 0 a 72 h, con un pico maximo de expresion a las 6 h y un incremento
maximo de 2 a 3 veces superior respecto a células no estimuladas (Thompson et al. 1998), un
trabajo previo en nuestro laboratorio en macréfagos estimulados con LPS/PGE2 mostré un nivel
de expresion maximo de IL-10 a las 8 h de estimulacion con un incremento 6 veces superior
respecto a células control (Morales, 2005); por otra parte en macréfagos diferenciados de
monocitos de cultivos primarios de medula 6sea estimulados con LPS y complejos inmunes se
determind el aumento de expresion del ARNm de 1L-10 con un pico maximo a los 60 min de
estimulacion retornando a niveles basales a las 2 h, el aumento reportado en células estimuladas
fue tres veces superior respecto a células control no estimuladas (Xia et al. 2006). Con estas y
otras evidencias se demuestra la dinamica remodelacion que sufre el promotor de I1L-10 durante
la transcripcion para su expresion y que estimulos especificos determinan un aumento
especifico de los niveles de expresion de IL-10 en macréfagos (Bartosh et al. 2013; Ylostalo et
al. 2012).

El analisis de la expresion de IL-10 en extractos proteicos totales de monocitos U937
control y estimulados con LPS y PGE2, mostr6 un aumento del doble de expresion a las 0.5 h
de estimulacidn respecto a monocitos control y que ésta disminuyé hasta practicamente niveles
basales a 1 h de estimulacion, sin embargo, la expresion de IL-10 a partir de las 2 hasta las 8
horas presenta un comportamiento de incremento respecto del tiempo, teniendo un pico maximo
de expresion a las 8 h de estimulacién, donde se presentd una expresion superior a 4 veces
respecto a células no estimuladas, correlacionando un comportamiento similar a la cinética
presentada para el analisis del ARNm. Otros estudios del analisis de la expresion de IL-10 a
nivel de proteina al igual que para el ARNm, se determinaron diferencias entre varios tipos de
células e inclusive entre células provenientes del mismo donador pero de diferente localizacion,
también, se ha reportado que la diferenciacion celular y la polarizacion de los macréfagos
generan diferencias amplias en los niveles de expresion de las citocinas (Mantovani et al. 2002)
y que la diferenciacion de monocitos a células dendriticas in vitro inicia a las 4 h de la

estimulacion clasica con IL-4 y GM-CSF, también se describe que el estimulo de LPS/PGE;
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incrementa la expresion de IL-10 en macrofagos estimulados durante 12 h hasta 100 veces
mayor respecto a células control (Bartosh et al. 2013; Ylostalo et al. 2012).

En nuestro laboratorio se determind un aumento de la expresion de 1L-10 dos veces mayor
con PGE2 o LPS (estimulos separados), en macrdfagos estimulados con LPS/PGE>
diferenciados de monocitos U937 (Morales 2003); los resultados obtenidos demuestran que el
estimulo de LPS y PGE> en monocitos U937 induce la expresion de IL-10, presentando dos
picos de expresion de proteina que se correlacionan con los cambios de nivel de expresion del
ARNmM en el interior de las células, este resultado es consistente con resultados previamente
reportados de expresion de IL-10 en macrofagos estimulados con LPS, PGE> y LPS/PGE>
(Morales 2003; Mackenzie et al. 2013).

Los resultados obtenidos demuestran que hay una correlacion de la expresion de IL-10 a
nivel de ARNm y de la proteina, puesto que los monocitos U937 estimulados con LPS/PGE>

presentan los picos de expresion alas 0.5y 8 h.

El andlisis de las cinéticas de expresion para NF-kB (p50 y p65), mostr6 para p50 un
aumento de expresiéon a la hora de estimulacion disminuyendo fuertemente a las 2 h y
aumentando nuevamente a partir de las 4 h hasta alcanzar una méaxima expresion a las 8 h, por
otra parte, a partir de las 2 h hasta las 8 h de estimulacion encontramos un comportamiento de
incremento gradual de IL-10 y p50 respecto al tiempo con un pico maximo a las 8 h de
estimulacion, esto evidencia que p50 actda regulando positivamente la expresion de 1L-10 en
monocitos estimulados, sin embargo, en monocitos control y estimulados con LPS y PGE> no
pudo ser detectado p65 (Figura 10). Esta reportado que los miembros de la familia NF-xB se
degradan muy rapido una vez que estan activados, de manera que suelen presentar un pico alto
de actividad en un tiempo muy corto y que la presencia de un segundo pico tiene que ver con
la degradacion de isoformas, por lo que presentan un efecto regulador sobre si mismos
bloqueando la actividad de unos miembros mientras inducen otros, lo que hace que tengan un
efecto transitorio y que esta sefial tenga efectos locales en tiempos sumamente cortos (Ghosh

et al. 1998). Esto puede relacionarse con los dos picos de expresion encontrados para p50 que
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pudiera estar regulando la expresion de p65 en monocitos control y estimulados no logrando su
identificacion por western blot en las condiciones descritas, razon por la que se sugiere el
analisis con una mayor cantidad de proteina o su analisis en tiempos mas cortos, puesto que en
los ensayo de IP fue detectada la presencia de p65, es probable que ain la concentracion baja

de p65 en monocitos tenga un papel activo en la regulacion de la expresion de IL-10.

Otros trabajos describen que p50 puede tener interacciones con otros factores de
transcripcion, que le confieren mayor afinidad en ciertas secuencias consenso respecto a otras
secuencias similares, también ha sido determinada la union de homodimeros de p50 a 0.5 h en
el promotor de IL-10 y heterodimeros p50-p65 en el promotor de IL-12 en macréfagos de raton
estimulados con LPS durante 3 h, el mismo estimulo promovi6 la asociacion de p65 y c-Rel en
el promotor de IL-12 a 16 h (Cao et al. 2006); también se evidencié que p65 inhibe, mientras
que p50 activa promotores con secuencias GAS como el promotor de IL-6; se mostré que el
homodimero p50 presenta efecto cooperativo con STAT3 no fosforilado para ejercer accién
sobre secuencias GAS (Yoshida et al. 2003); estos y otros estudios sugieren la participacion de
p50 en la regulacion de sistemas pro- y anti-inflamatorios en diferentes sitios de union. Un
antecedente directo de nuestro laboratorio determind mediante ensayos de superretardamiento
en gel, heterodimeros p50-p65 en un sitio distal NF-xB del promotor de IL-10 en macréfagos
U937 estimulados con LPS/PGE; (Landeros, 2005). Recientemente, hemos realizado cinéticas
de expresion de diferentes factores de transcripcion en macréfagos diferenciados de monocitos
U937con PMA y estimulados con LPS y/PGE>, donde observamos que p65 se expresa en mayor
0 menor grado en los tiempos estudiados de 0.5 a 8 h de estimulacién (datos no mostrados), lo
que apoya los trabajos mencionados, que dependiendo de las condiciones y estimulos, un
mismo gen se expresa de forma diferente de acuerdo al tipo celular, como es el caso de

monocitos sin diferenciar o diferenciados a macrofagos.

La expresion de c-Fos se observo Unicamente a las 4 h de estimulacion (Figura 12), si
bién la expresion de IL-10 incrementa a partir de este tiempo hasta llegar a su maxima expresion
alas 8 h, no se puede afirmar que c-Fos tenga una participacion en la regulacion de su expresion,

aunque se ha descrito que c-Fos se induce rapidamente durante la diferenciacion celular
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(Greenberg et al. 1985; Kruuer et al. 1985), incluyendo la induccion en células mieloides de
macrdfagos (Mitchell et al. 1985; Sariban et al. 1985), estudios en monocitos estimulados con
PMA asociaron un rapido y transitorio aumento de c-Fos. Por otra parte, se reconoce que el
nivel de trascritos de c-Fos en monocitos sin estimulos se controlan a nivel pos-transcripcional,
e inclusive que los niveles detectados de ARNm son bajos o indetectables (Sariban et al. 1988).
Se debe considerar realizar un andlisis con una cantidad mayor de extractos proteicos para
comprobar si es que c-Fos se expresa solo a las 4 h de estimulacion o presenta una cinética
diferente de expresion, por otro lado considerar que otros autores han descrito que p50 y p65
inducen la trascripcion de c-Jun y que c-Jun interacciona con c-Fos uniéndose a sitios AP-1 (c-
Fos-c-Jun), por lo tanto, se debe explorar también la presencia de c-Jun o de otras proteinas de
la familia AP-1 (Yang et al. 2005), como resultado los niveles requeridos de c-Fos suelen ser
bajos, sin embargo, en otro estudio se determind que la activacion de NF-kB no es suficiente
para la activacion del VIH tipo 1 en células infectadas y que el heterodimero p50-p65 tiene
interaccion fisica con c-Fos ofreciendo estabilidad en su vida media que resulta en un complejo
que transactiva sinérgicamente el VIH-1 en monocitos humanos U1 infectados de forma latente
(Yang et al. 1999).

El analisis de los extractos proteicos de monocitos control y estimulados revel6 la
presencia de NFATc1, con un ligero aumento de expresién en monocitos estimulados a las 4 h
(Figura 13), en este mismo intervalo de tiempo la expresion de IL-10 es el doble respecto a las
células control y es el punto a partir del cual la expresion de IL-10 presenta un incremento
gradual respecto del tiempo de estimulacion, también en este punto se determiné la presencia
de c-Fos, ya se menciond algunas evidencias de la participacién de c-Fos en procesos de
diferenciacion celular; otro ejemplo es la diferenciacion de monocitos a osteoclastos donde se
ha descrito que c-Fos regula la expresion de NFAT, sobre todo NFATc1 (Matsuo et al. 2004)
y ampliamente se ha descrito que NFAT interacciona cooperativamente con otros factores de
transcripcion como AP-1y CEBP formando complejos como NFAT- C/EBP o NFAT-AP-1y
a su vez estos factores de transcripcion interaccionan con el ADN directamente: C/EBP-ADN,
AP-1-ADNy NFAT-ADN (Teddy et al. 2003; Macian et al. 2000). Sin embargo, existen pocos
reportes de interacciones directas de NFAT con NF-kB, puesto que también se han encontrado
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sitios compuestos NF-kB/NFAT como en los promotores de CD40LG o CD154 que son
marcadores de linfocitos B, y otros numerosos genes en los que la transcripcion depende de
NFAT y NF-kB (Pham et al. 2005; Liu et al. 2012); sin embargo, se determind que la nula
expresion de NF-xB en este modelo conlleva a la pérdida de la induccion de NFATc1/0A hacia
una isoforma corta de NFATc1 que no participa en procesos de proliferacion y supervivencia
en linfocitos (Erfling et al. 2012; Khalid et al. 2014), por tanto p50 tiene un efecto supresor
sobre NFATcL, es decir lo modula negativamente; sin embargo, se reporta que los sitios

compuestos NF-kB/NFAT son predominantemente dominados por NFAT.

El andlisis de los extractos proteicos totales determind la presencia del factor de
transcripcion NFATc1 en todos los intervalos de tiempo de células control y estimuladas, lo
gue sugiere una permanente participacion en la regulacion de la expresion de IL-10 en
monocitos U937 bajo este estimulo y quizas la versatilidad que tiene este factor de transcripcion
de participar solo o acompafiado, se origina porque el gen de NFATc1 produce 6 isoformas, 3
constitutivas Pa-c y 3 inducibles aa-c, se ha propuesto que los diferentes miembros de NFAT
podrian ejercer funciones especificas en la regulacion de los diferentes procesos celulares y
para intentar estudiar qué papel ejerce cada miembro, se han generado ratones deficientes para
cada uno de los miembros de la familia NFAT; NFATcl, NFATc2, NFATc3 y NFATc4 donde
se ha resaltado la importancia de algunos en la regulacion de la expresion de diversos genes
(Ranger et al. 1998b; Yoshida et al. 1998; Xanthoudakis et al. 1996; Oukka et al. 1998), sin
embargo, ha resultado interesante que excepto en el caso de NFATc1, la ausencia de un solo
miembro de la familia NFAT no tenga un efecto severo; estos resultados hacen pensar que
existe redundancia en el papel que ejerce cada miembro NFAT excepto para NFATcl y que
explicaria por qué otros factores de transcripcion cuando interaccionan con su sitio de unién al
ADN funcionalizan a NFATc1 para que ejerzan su funcion en la regulacion de la expresion de
genes y que los sitios NFAT simples no puedan ejercer un efecto sobre la regulacion de la

expresion geénica.

El anélisis de la proteina Spl muestra su presencia Unicamente en extractos proteicos de

monocitos estimulados y no asi en monocitos control a diferencia de 1L-10 que se expresa tanto
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en monocitos control y estimulados. Para Spl se encontraron dos picos de expresibnal hy 8
h de estimulacion pero Spl se expresa abundantemente en el intervalo prolongado de 0.5a 4 h
con un pico maximo a 1 h (Figura 13), lo cual sugiere un papel regulador durante este periodo
temprano de estimulacién cuando los niveles de expresion de IL-10 se incrementan solo 0.8
veces con respecto a monocitos sin estimulo (Figura 8); otros estudios determinaron que los
factores de transcripcion; p50, p65 (RelA), c-Rel, AP-1 (c-Jun, c-Fos) y Egr-1 por si solos no
pueden mediar la transcripcion del gen del factor tisular en células THP-1 en respuesta a la
induccion con LPS (Oeth et al. 1997), lo que hace vital la participacién de Sp1 en la regulacién

de mdltiples genes.

La bibliografia reporta al heterodimero p50-p65 como la forma mas comunmente
detectada (Natoli et al. 2006); en otro modelo se determiné la localizacion celular de este
heterodimero y se estableci6 que existe una acumulacion de p65 fosforilada en Ser468
(p65°°™68) en microgrupos en el nlcleo, en contraste, la mayoria de p65 fosforilada en Ser536
(p655°7°%6) se encuentra en el citosol acumulada alrededor del nicleo y una gran cantidad de p65
no fosforilada en el citoplasma, estos datos siguieren que solo una fraccion de p65 es fosforilada
tanto en Ser536 o Ser468 al mismo tiempo y que el sitio de fosforilacién impacta en la expresion
de genes de forma altamente especifica (Moreno et al. 2010).

También se reconoce in vitro e in vivo que existen grandes aumentos de p50 de
localizacion nuclear y ocasionan una inhibicién parcial de la translocacion nuclear del
heterodimero p50-p65 en monocitos tolerantes a LPS, también se describid que p50 es un factor
regulador esencial para la transcripcion de genes en macréfagos tipo M2, por lo que el
reclutamiento de p50 en el promotor de IL-10 de macr6fagos M2 incrementa la tolerancia al
LPS y sugiere que p50 actla suprimiendo la polarizacion a macréfagos tipo M1 (Mantovanich
et al. 2009), refiriendo estos antecedentes y considerando la determinacion de dos picos de
expresion de p50, asi como el comportamiento de la expresion de 1L-10 en nuestro modelo de
trabajo de monocitos estimulados con LPS y PGE», sugierimos que p50 puede estar
participando en la regulacion de la expresion del gen de IL-10, una citocina que

caracteristicamente se expresa de forma incrementada en macrofagos tipo M2.
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Estudios realizados en macréfagos de raton RAW264.7 tolerantes a LPS evaluaron su
respuesta al estimulo de alcohol, donde se reporté una rapida induccion de heterodimeros de
NF-kB (p50-p65) de 0.5 a 2 h, posteriormente un aumento de homodimeros p50 hasta las 16 h
con pico maximo a 7 h, sugiriendo que el aumento de homodimeros p50 se muestra como un
marcador de macrofagos tolerantes a LPS (Shashi et al. 2012). Ensayos de ChlIP revelaron la
participacion de estos homo o heterodimeros en 4 sitios NF-kB en la expresion del gen de TNF-
a LPS (Shashi et al. 2012). En nuestro modelo de trabajo con monocitos U937 estimulados con
LPS/PGE> evidenciamos la interaccion p50-p65 mediante el ensayo de IP, no logramos
determinar la participacion de heterodimeros p50-p65 en la region de analisis del promotor por
el ensayo de ChIP, y puesto que p50 se detectdé abundantemente, es probable que al menos una
fraccion corresponda a homodimeros p50, puesto que observamos que p50 interacciona
funcionalmente con el promotor de IL-10, sin embargo, existe un comportamiento comparable
con los tiempos donde se presentan los picos de expresion de p5S0 que determinan posiblemente
un modelo de macrofagos tolerantes a LPS bajo el estimulo de LPS y PGE;, por tanto los
resultados sugieren fuertemente que el patron visto en el estudio se presenta para macréfagos
diferenciados tipo M2, y que los picos de expresion de p50 pudieran estar relacionados con el
papel dual de p50, donde podriamos encontrar interacciones p50-p50 y p50-p65 en tiempos
especificos de estimulacion inmediata o tardia, motivo por el cual debemos considerar estos
resultados y creemos que se deben explorar méas las interacciones p50-p50 y p65-p50 para
comprender mejor su papel funcional en la expresion de IL-10 en el modelo de monaocitos, asi

como en macrofagos estimulados con LPS/PGE; mediante otros ensayos de IP y ChlIP.

Trabajos previos in vitro por ensayos de retardamiento en gel determinaron la unién de
homodimeros p50 a 0.5 h en el promotor de I1L-10 y heterodimeros p50-p65 en el pIL-12 en
macrofagos de raton estimulados con LPS por 3 h, el mismo estimulo promovio la asociacion
de p65 y c-Rel en el promotor de IL-12 a 16 h (Cao et al. 2006), este antecedente bibliografico
nos sugirio realizar el ChIP a 0.5 h y 4 h con el estimulo de LPS, esperando determinar
interacciones funcionales, sin embargo, no detectamos interacciones de los ChlP-p50 a estos

intervalos de tiempo, los resultados obtenidos apuntaron a las diferencias del modelo de estudio
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lo cual se debe a que el ensayo se realiz6 en monocitos y no en macrofagos pese al uso del
mismo estimulo de LPS, otra causa probable del resultado obtenido pondria sobre la mesa el
uso de laregién de analisis que no incluye el sitio de interaccion de los sitios NF-xB en la region
distal del promotor de IL-10 que permitan discriminar este resultado, si observamos la
interaccion de p50 con este sitio en monocitos estimulados con LPS/PGEg, se indicaria que los
monocitos U937 requieren obligatoriamente de los dos estimulos para que se active p50, forme

homodimeros, internalice al ndcleo y participe en la regulacion de 1L-10.

Nuestros resultados sugieren una interaccion funcional de Spl en la regién de -827 pb a
+38 pb del promotor de IL-10 que participa en la regulacion de la expresion de IL-10 en
monocitos estimulados con LPS/PGE> durante 4 h de la estimulacion con LPS y PGE>. La
literatura reporta la asociacion funcional de Spl por ensayos de ChIP en el pIL-10 en
macrdfagos derivados de cultivos de medula désea estimulados con complejos inmunes (CI) y
LPS, reclutando Spl en el promotor en la region de -196 a -76 pb desde los 30 a los 120 min
con dos picos de interaccion, siendo el maximo a 45 min de estimulacién y disminuyendo
gradualmente, y el segundo pico de menor intensidad a 90 min y dentro de la regién de -594 pb
a -417 pb (Xia et al. 2006), que corresponde con los resultados obtenidos del analisis in silico
realizado donde encontramos 3 posibles sitios de union para Spl, sugerimos realizar el ensayo
ChIP en regidnes mas cortas de 200 a 300 pb a fin de determinar los sitios precisos de interaccion
de Spl que podrian participar en la regulacion de la expresion de IL-10 en monocitos U937
estimulados con LPS/PGE> . Mediante ensayos in vitro se ha determinado la participacion de
Sply Sp3 en la regulacién de la expresién de IL-10, donde IL-10 induce su propia expresion
por interaccion de Spl en la regién de -95 a -71 pb del pIL-10 en linfocitos de la linea celular
EL-4 estimulados con PMA y macrofagos de ratdbn RAW264 estimulados con LPS (Tone et al.
2000); también han sido reportadas interacciones fisicas entre el sitio de union al ADN y
dominios de Spl y NF-kB (p65), asi como interacciones p65 y Spl durante la activacion del
virus VIH tipo I (Perkins et al. 1993).

Cuando se determinaron las interacciones funcionales de NFATc1 en la region de -827 a

+38 pb del promotor de IL-10 de monocitos estimulados con LPS/PGE; (Figura 21) se tenian
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incluidos dos sitios NFAT; NFAT/AP-1proximal (-656 pb) y NFAT proximal (-181 pb). Fue necesario
realizar otros ensayos de ChIP de regidnes mas cortas que permitieron determinar interaccion
funcional con el sitio NFAT/AP-1proximal (-656 pb), y no fue posible determinar interaccion en
el sitio NFAT proximal (-181 pb) en monocitos estimulados 6 h (Figura 26). Este resultado se
correlaciona con lo que se ha propuesto anteriormente acerca de que los miembros de la familia
NFAT podrian ejercer funciones especificas en la regulacion de los diferentes procesos en

linfocitos y macrofagos (Ranger et al. 1998b; Yoshida et al. 1998).

Se ha descrito ampliamente que NFAT tiene efectos cooperativos con otros factores de
transcripcion como AP-1 y CEBP, mediante interacciones ADN-proteina y proteina-proteina
(Yang et al. 2003; Macian et al. 2000); sin embargo, no en todos los genes resulta predominante
la participacion del sitio compuesto en la regulacion de la expresion; por ejemplo para el gen
de IL-6 se ha demostrado que el papel primordial se debe so6lo al sitio NFAT; algunos ensayos
de co-inmunoprecipitacion determinaron la interaccion de NFATcl y de p65/RelA en
cardiomiocitos, asi como NFATc1 y c-Rel en linfocitos B. (Pham et al. 2005; Liu et al. 2012),
sin embargo, en ensayos de EMSA solo se determinaron complejos NFAT-ADN y NF-kB-
ADN y no NF-kB-NFAT, a pesar de su homologia en el dominio RHD que les permitiera
interaccionar (Liu et al. 2012); el antecedente directo de nuestro laboratorio sugeria la
interaccion funcional de NFAT en el promotor de IL-10, puesto que mediante ensayos de
EMSA se determind la interaccion de NFAT con el sitio compuesto NFAT/AP-1proximal (-181
pb) en macrofagos U937 estimulados con LPS/PGE> (Quiroga, 2005), se debe aclarar que
nuestro estudio se realiz6 en monocitos, lo cual puede cambiar la participacion de este sitio en

la regulacion de la expresion de IL-10.

Durante la realizacion de los ensayos de ChIP cabe destacar que en la purificacion del
ADN en la etapa de precipitacion con etanol, siempre se observo la obtencién de un boton,
indicando que durante la inmunoprecipitacion se recuperan fragmentos de ADN de genes que
tienen interacciones con el factor de transcripcién de interés; sin embargo, aumentar la cantidad
del lisado celular tiene el inconveniente de modificar la relacion proteina-anticuerpo, pero no

la relacion proteina-ADN (interacciones funcionales) y es posible que se recuperen un nimero
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menor de fragmentos de ADN al saturar el anticuerpo, lo cual podria disminuir el rendimiento
de la PCR, por esta razon debemos considerar el uso de lisados nucleares que podrian tener
ventajas significativas en el ensayo de ChIP ofreciendo mayor sensibilidad por los siguientes

aspectos:

o El aumento de la expresion del factor de transcripcion y su localizacion citoplasmatica
usualmente “no activo” podria saturar el sistema, es decir, el factor de transcripcion libre
0 recién sintetizado competiria por el anticuerpo durante la inmunoprecipitacién con el
factor de transcripcion que tiene interaccion funcional con su sitio de unién en el ADN,

esto pudiera disminuir el rendimiento final de los fragmentos de interés obtenidos

o El empleo de extractos nucleares aseguraria el reconocimiento de factores de transcripcion
que por su localizacién celular, es muy probable que sean proteinas que ejerzan una accion

reguladora en los multiples genes activados por el estimulo

o Se debe entender que cuanto mayor sea el tiempo de proceso del ensayo, mayor es el
riesgo de un rendimiento menor causado por la actividad de proteasas y la hidrolisis sobre

el anticuerpo y los factores de transcripcion contenidos en el sistema del ensayo

Por altimo quisiera sefialar que el aumento del lisado celular en el ensayo, tiene la
limitante del volumen debido a que se debe mantener la relacién de proteina con el buffer para
no modificar la densidad o viscosidad del lisado, ni aumentar la cantidad de detergentes o sales

en el sistema que pudieran afectar el rendimiento de la PCR.

Cuando se realizé la IP de p50 aunque se evidencio una sefial débil de p65, esto indico
una interaccion con p50, es importante sefialar que la bibliografia reporta que los 5 miembros
de la familia NF-xB pueden formar diferentes combinaciones de dimeros, y que el mas
abundante y frecuentemente detectado es el heterodimero p50-p65 (Natoli et al. 2006), si bien
no fue lo encontrado en este modelo y como se menciond anteriormente, que solo una fraccion

de p65 es fosforilada (serina 536 o serina 468) y que el sitio de fosforilacion impacta en la
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expresion de genes de forma especifica (Moreno et al. 2010), y ademas no se detectd p65
mediante western blot, es lo que podria explicar porque los niveles detectados de p65 fueron
muy inferiores a los mostrados en otros modelos y también mucho menores a los de p50 en la
misma co-inmunoprecipitacion; sin embargo, esta interaccion podria ser suficiente para ejercer
accion sobre el aumento o regulacion de la expresion de IL-10 en monocitos estimulados con
LPS/PGEo..

En resumen, nuestros resultados sugieren fuertemente que la proteina p50 forma
complejos con las proteinas Spl, NFAT y p65 en monocitos U937 estimulados con LPS/PGEx,
y por los ensayos de ChIP para p50, Spl y NFATcl se determind que interaccionan
funcionalmente en el promotor de IL-10 en la region -872 pb a +38 pb. Por lo tanto, se resalta
la funcidn de estas proteinas en la corregulacion de la expresion de IL-10, asi como en la
formacion de complejos proteicos (cointeraccion); sin embargo, se tienen que explorar la
presencia de otras proteinas que pudieran estar formando parte de estos complejos

multiproteicos, asi como la union de otros factores de transcripcion al promotor de IL-10.
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CONCLUSIONES

En las regiones del promotor de IL-10 de -2519 a -1557 pb y de -827 a +38 pb, se
caracterizaron 40 probables sitios de unién para los factores de transcripcion p50, NFAT,
AP-1, STAT3y Spl mediante un andlisis bioinformatico.

La cinética de expresion de IL-10 en monocitos U937 estimulados con LPS/PGE2 mostro
una relacion directa a nivel del ARNm y de la proteina, presentando un pico de expresion
alas 0.5 hyel pico maximo a las 8 h.

La estimulacion con LPS/PGE> en monocitos U937 causo la expresion de factores de
transcripcion con picos maximos de Spl a1l h, de c-Fosy NFAT a4 hy p50 a 8 h que
se correlacionan con la expresion de 1L-10.

Las condiciones optimas en el ensayo ChIP para la fijacion de proteinas al ADN fue a la
concentracion final de 0.5 % de formaldehido y fragmentacion de la cromatina por
sonicacion a 3 pulsos de 30 % de amplitud de 10”ON/30”OFF.

El factor de transcripcion p50 mostr6 interaccion funcional de con el sitio NF-xkB
proximal (-466 pb) del promotor de IL-10 en monocitos U937 estimulados con
LPS/PGE2 durante 6 h, y no se observd interaccion funcional con los sitios NF-xB
distales (-1973 pb y -2049 pb).

El factor de transcripcion NFATc1 mostro interaccion funcional en el promotor de IL-
10 en el sitio localizado a -664/-656 pb en monocitos U937 estimulados 6 h con
LPS/PGE2, y no se observd interaccion funcional con el sitio NFAT proximal (-181 pb).
El factor de transcripcion Sp1l mostré interaccion funcional con el promotor de IL-10 en
la region de -827 pb a +38 pb.

El ensayo de IP para p50 revelo interacciones de p50 con NFATcL, Spl y p65 en
monocitos estimulados con LPS/PGE-.

La estimulacion con LPS/PGE:> causo la expresion maxima temprana de los factores de
transcripcion Spl y en una segunda fase a c-Fos, NFAT y p50, ademas mediante los
ensayos de ChIP se determind la inteaccion de estos factores de transcripcion en el
promotor de IL-10 en la region de -827 a +38 pb y que estos factores cointeraccionan

en la expresion del gen de IL-10.
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10. PERSPECTIVAS

Se propone realizar ensayos de actividad promotora en monocitos U937 empleando
plasmidos que contengan los sitios NFAT, AP-1, NF-kB en la region de -827 a +38 pb acoplado
a genes reporteros.

Realizar el andlisis de la region distal del promotor de IL-10 por ensayos de CHIP con
grupos experimentales de 4x10° células.

Estudiar mediante ChIP laasociacion de los factores de transcripcion NF-xB, Sply NFAT
con el promotor de IL-10 y correlacionarlo con los estados de acetilacion y desacetilacion de
histonas.

Realizar ensayos de precipitacion de ADN, utilizando oligonucleétidos de doble cadena
con la secuencias de andlisis y extractos de monocitos control y estimulados, este ensayo
acoplado a western blot permitira determinar la interaccion de proteinas con el ADN.

Valorar las interacciones funcionales determinadas en la linea celular de monocitos U937
en un modelo de monocitos de cultivos primarios de medula ésea, que permita identificar
diferencias o similitudes de la regulacién de expresion de IL-10 entre estos modelos bajo el
mismo estimulo.

Emplear extractos proteicos nucleares para los ensayos de ChIP con el fin de determinar
las interacciones TF-ADN de forma mas especifica.

Con el fin obtener resultados mas sensibles se considera realizar el analisis de los
productos de ChIP mediante PCR de tiempo real.

Realizar los ensayos de IP restantes para p65, c-Fos, c-Jun, STAT3 y Spl y revelar
mediante western blot otras proteinas.

Realizar los ensayos de ChIP en el o los picos de maxima expresion de los factores de
transcripcion para determinar cambios de rol (represor-activador) de los factores de
transcripcion.

Identificar por inmunofluorescencia marcadores de superficie que permitan fenotipificar
los monocitos y el tipo de macréfago diferenciado durante la estimulacion con el fin de

caracterizar el modelo de estudio.
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APENDICE A Soluciones generales

PBS 10X
NazPO4 14.4 g
KH2PO4 229
KCI 209
NaCl 809

- Disolver en 850 mL de H20 milliQ estéril, ajustar el pH entre 7.2 - 7.4
- Aforara 1 Ly esterilizar

PBS 1X
- Tomar 100 mL de solucion de PBS 10X y afiadir 900 mL de H20, ajustar el pH y esterilizar

H20 DEPC (dietil pirocarbonato)

H20 DEPC 0.1 % (100 mL)

Dietil pirocarbonato 0.1 mL

H20 estéril 99.9 mL
- Preparar solucion en recipiente &mbar en el cuarto oscuro, dejar reposar toda la noche y
esterilizar

Rojo de Ponceau
Rojo de Ponceau 05¢g
CH>COOH (Acido acético glacial) 1 mL
Aforar a 100 mL con H>O estéril

- Emplear méximo 4 meses y mantener en refrigeracion

TBE 5X
Tris base 54 ¢
Acido borico 2759

EDTA 0.5M pH 8 20 mL
- Aforar a 1000 mL con H20 milliQ estéril

TBE 0.5Xy 1X
- TBE 0.5X: Tomar 100 mL de la solucion TBE 5X y aforar a 1 litro con H20 estéril milliQ
-TBE 1X:  Tomar 200 mL de la solucién TBE 5X y aforar a 1 litro con H20 estéril milliQ

TBS
Tris 1M pH8 (Estéril) 20 mL
NaCl 5M (Estéril) 30 mL
Aforar a 1000 mL de H.O estéril
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APENDICE B Soluciones Western blot

FT-buffer de lisis

600 mM KCI 3 M (stk)
20 mM TrisHCIpH 7.8 1 M (stk)
20 % Glicerol (estéril)

XuL Inhibidores de proteasas

TBS-Tween 0.05 %

Tris 1M pH 8 (estéril) 20mL
NaCl 5M (estéril) 30mL
Aforar a 1000 mL de H20 estéril
Tween 0.5mL

Buffer de corrida SDS-PAGE

05¢g SDS
1514 ¢ Tris base
729 Glicina
- Aforar a 500 mL
Buffer de Stripping
15¢ Glicina
lg SDS
10 mL Tween 20

- ajustar pH a 2.2 y aforar a 1 litro

Solucioén destefiidora
Acido Acético 10 %
Metanol 50 %
H20 estéril 40 %
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APENDICE C Soluciones ChIP

Solucion paraformaldehido al 4% para fijacion de proteinas

1.- Soluciones:
A) NaH2PO4 22.6 g/L
B) NaOH 25.2 g/L

C) Paraformaldehido al 40%

C) Paraformaldehido al 40%:

- Disolver 4 g de PFA en 10 mL de H20 dd en un vaso de precipitados

- Calentar la mezcla a 70 °C por 2 h (cubrir la mezcla con un pléstico al calentar)

- Adicionar unas gotas de NaOH 2 M agitando suavemente hasta que la solucion se vuelva clara
- Dejar enfriar la solucion de PFA 40% y agregar 0.54 g de glucosa (la solucién debe estar a
temperatura ambiente para evitar la caramelizacion)

2.- Fijador PFA al 4%:

- Mezclar 83 mL de la solucion A'y 17 mL de la solucion B.

- Tomar 90 mL de la mezcla A+B y adicionarle 10 mL de la solucion C

El pH de la solucién debe de estar entre 7.4 y 7.6, si es necesario ajustar el pH con HCI 1M (No
usar potenciémetro, usar papel indicador de pH)

Buffer ChIP de Lisis

50 mM Tris HCIl pH 8 1 M (stk)
1ImM EDTA 0.5 M (stk)
0.1% SDS 10 % (stk)

Inhibidor de proteasas

Buffer ChIP de dilucién

16.7 mM Tris HCl pH 8.1 1 M (stk)
167 mM NaCl 2 M (stk)
1.2 mM EDTA 0.5 M (stk)
0.01% SDS 10 % (stk)
1.1% TritonX- 100
Inhibidores de proteasas

Buffer RIPA
50 mM Tris HCIl pH 8 1 M (stk)
150 mM NaCl 2 M (stk)
1mM EDTA 0.5 M (stk)
0.1% SDS 10 % (stk)
0.5% Deoxicolato de Na
1% NP-40

Inhibidores de proteasas
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Buffer de alta sal

20 mM Tris HCI pH 8.1 1 M (stk)
500 mM NaCl 2 M (stk)
2mM EDTA 0.5 M (stk)
0.1% SDS 10 % (stk)
1% TritonX - 100

Buffer de baja sal
20 mM Tris HCI pH 8.1 1 M (stk)
150 mM NaCl 2 M (stk)
2mM EDTA 0.5 M (stk)
0.1% SDS 10 % (stk)
1% TritonX — 10

Buffer de LiCl
10 mM Tris HCIl pH 8 1 M (stk)
0.25M LiCl 1 M (stk)
1 mM EDTA 0.5 M (stk)
1% Deoxicolato de Na
1% NP-40

Inhibidores de proteasas

Buffer TE
10 mM Tris HCl pH 8 1 M (stk)
1 mM EDTA 0.5 M (stk)

Buffer elucion
0.1 M NaHCOs3
0.3% SDS



Buffer Lisis RIPA
150 mM
50 mM
1%
0.1%
0.5%

APENDICE D Soluciones IP

NaCl

TrispH 8

Triton X-100

SDS

Deoxicolato de sodio

Inhibidores de proteasas

Buffer de lavado
150 mM
50 mM
1%
1%
0.5%

Buffer de baja sal
150 mM
20 mM
1%
1%
0.5%

Buffer de alta sal
500 mM
20 mM
1%

Buffer de elucion
500 mM
20 mM
1%

NaCl
Tris-HCI pH 8
NP-40
Deoxicolato
SDS

NaCl

Tris-HCI pH 7.5
NP-40
Deoxicolato
SDS

NaCl
Tris-HCl pH 7.5
NP-40

NaCl
Tris-HCI pH 7.5
NP-40

Buffer de carga proteinas SDS- PAGE 6X y 4X
3.0 mL Glicerol
2.5 mL Tris-HCI 0.5M pH 6.8
4.0 mL SDS 10%
0.62 g DTT (4X)
0.93 g DTT (6X)
0.2 mg Azul de bromofenol
- Aforar a 10 mL con H>Odd estéril
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