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Mecanismos moleculares involucrados en la secrecion de IL-183

por los neutréfilos humanos

La interleuquina-1f (IL-1B) es una citoquina proinflamatoria central en procesos
fisiopatoldgicos, sintetizada como un precursor (prolL-1B) que debe ser procesado
proteoliticamente para la generacion de su forma activa. En esta Tesis determinamos que
los neutréfilos humanos altamente purificados liberan IL-1B en respuesta a estimulos
infecciosos como el lipopolisacérido (LPS) y estériles, como los cristales de urato
monosddico (MSU), asi como también frente al primado con LPS y posterior estimulacion
con ATP. Los efectos de inhibidores especificos y la capacidad de los agonistas de inducir
la activacidon de la caspasa-1 sugirieron que la secrecién de IL-13 es dependiente de
caspasa-1y de las serinproteasas elastasa y/o proteinasa 3. Nuestros hallazgos realizados
con neutrdfilos de pacientes incapaces de activar a la enzima generadora de
intermediarios reactivos del oxigeno (IRO) NADPH oxidasa, con una linea celular
neutrofilica carente de actividad de esta enzima, y con un inhibidor especifico de la
misma, sugirieron que el evento de secrecién de IL-18 madura de la célula requiere de la
actividad de la NADPH oxidasa. Sin embargo, el procesamiento de la prolL-1B es regulado
negativamente por los IRO, los cuales ejercen un efecto inhibitorio sobre la caspasa-1.
Esta compleja regulacion de la secrecidn de IL-1B que depende del estado rédox celular
podria constituir un mecanismo fisiolégico de control de procesos inflamatorios

dependientes de IL-1p donde el neutréfilo cumple un papel destacado.

Palabras clave: neutrdéfilo, IL-1B, caspasa-1, inflamacion, inmunidad

innata, ATP, acido urico




Molecular mechanisms involved in IL-1 secretion by human
neutrophils

Interleukin-1B (IL-1B) is a major pro-inflammatory cytokine involved in pathophysiological
processes. It is synthesized as a precursor (pro-IL-1B) which must be cleaved to become
biologically active. In this work we determined that highly purified human neutrophils
release IL-1f in response to infectious and sterile stimuli, like LPS or monosodium urate
crystals, respectively, and also to LPS-priming plus ATP stimulation. By using specific
inhibitors and monitoring caspase-1 activation induced by the above-mentioned agonists,
we determined that IL-1B secretion is dependent on caspase-1 and the serine-proteases
elastase and/or proteinase-3. Our findings with neutrophils from patients lacking NADPH
oxidase activity, as well as with both, a NADPH oxidase-deficient neutrophilic cell line and
a specific inhibitor of this enzyme, showed that the event of mature IL-1B release
requires the activity of the NADPH oxidase. However, pro-IL-1B processing is negatively
regulated by reactive oxygen species, which inhibit caspase-1 activity. These findings
show a complex redox regulation of IL-1B secretion that could constitute a physiological
mechanism to control IL-13-dependent inflammatory processes where neutrophils play a

pivotal role.

Key words: neutrophil, IL-1B, caspase-1, inflammation, innate

immunity, ATP, uric acid
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Abreviaturas

BSO: butioninsulfoximina

DMF: dimetilformamida

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
EGC-X: Enfermedad granulomatosa crénica ligada al X
FITC: isotiocianato de fluoreceina

FSC: parametro dispersién hacia adelante (forward scatter)
IL-1B: Interleuquina-1 beta

IL-1Ra: Antagonista del receptor de IL-1

lg: inmunoglobulina

IRO: Intermediarios reactivos del oxigeno

LPS: lipopolisacarido

NETs: trampas extracelulares de los neutrdfilos
NF-kB: factor nuclear kB

NLR: Receptor tipo NOD (Nod-like receptor)

MLC: Microscopia Laser Confocal

MDP: muramildipéptido

MPO: mieloperoxidasa

MSU: (cristales de) urato monosédico

PAF: factor activador plaquetario

PE: ficoeritrina

PFA: paraformaldehido

PMA: 4cido forbolmiristico

PMAP: patrones moleculares asociados a patégenos
PMAD: patrones moleculares asociados a dafio

PR3: Proteinasa 3

RRP: Receptores de reconocimiento de patrones

RE: reticulo endoplasmatico

SOD: superdxido dismutasa

SSC: parametro dispersion lateral (side scatter)

X/XO: Xantina-xantina oxidasa
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Introduccion

La respuesta inflamatoria en el contexto del sistema inmune

Los seres vivos multicelulares habitan un ambiente poblado de agentes
microbianos capaces de invadirlos, provocarles trastornos patoldgicos y eventualmente,
su muerte. Como consecuencia de la fuerte presidon ocasionada por los microorganismos
infectantes, a lo largo de la evolucion de los vertebrados fue seleccionado positivamente
un sistema inmunoldégico altamente eficiente que involucra mecanismos innatos y
adaptativos. La inmunidad adaptativa ejecuta respuestas dirigidas especificamente a
entidades moleculares expresadas por cada patégeno (antigenos). Estas respuestas
pueden ser de naturaleza humoral (dominadas por la produccién de anticuerpos) o
celular (con predominio de la accién de linfocitos T). La inmunidad innata, por otro lado,
no solo provee la primera linea de defensa del organismo, sino que ademas controla el
inicio de las respuestas adaptativas y determina la naturaleza de la respuesta efectora a

ponerse en marcha (1, 2).

La respuesta inflamatoria juega un rol principal en la defensa del huésped, siendo
las infecciones los estimulos mdas importantes desencadenantes de inflamacion. El
sistema inmune innato reconoce a una vasta variedad de estructuras moleculares
asociadas con los patdégenos a través de un numero limitado de moléculas conocidas
como receptores de reconocimiento de patrones (RRP) (3, 4). Los ligandos de los RRP,
llamados patrones moleculares asociados a patdgenos (PMAP), se caracterizan por ser
estructuras moleculares compartidas por grandes grupos de patdgenos y por ser
esenciales para la sobrevida o patogenicidad de los microorganismos. En consecuencia,
los PMAP estan muy conservados evolutivamente. Debido a que los PMAP estan
presentes en los patdgenos pero ausentes en sus huéspedes, son determinantes para la
discriminaciéon entre lo propio y lo extrafio (1). El reconocimiento del microorganismo
invasor a través de este conjunto de receptores conduce al desarrollo de una serie
orquestada de eventos que constituye la respuesta inflamatoria. Entre ellos se encuentra
la liberaciéon de quimioatractantes y moléculas vasoactivas, la secrecién de citoquinas

proinflamatorias y el reclutamiento de neutrdéfilos y monocitos, entre otros (5). A través
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Introduccion

de estos mediadores, la inflamacién cumple un papel critico en la resolucién o, en su
defecto, en la contencién de la infeccion.

Ademas de los PMAP, existe un conjunto de estimulos no infecciosos o estériles
qgue también son capaces de inducir respuestas inflamatorias, entre los que podemos
mencionar al trauma mecdanico, la isquemia, algunos minerales, cristales y agentes
quimicos (6). Dentro de este grupo, algunos de los estimulos son enddgenos y se
encuentran asociados a dafo tisular, por lo que son llamados patrones moleculares
asociados a dafio (PMAD) (6, 7). A pesar de que los estimulos inflamatorios estériles son
muy diversos estructuralmente, existen cada vez mas evidencias de que el sistema
inmune innato puede reconocerlos a través de mecanismos comunes. Todos estos
estimulos, sean infecciosos o no, llevan en ultima instancia a las mismas manifestaciones
vasculares y celulares de inflamacion, a pesar de que los eventos iniciales que las

desencadenan sean diferentes (6).

Aunque la respuesta inflamatoria es esencial para la defensa del huésped, puede
resultar un arma de doble filo. Los mecanismos efectores utilizados por el sistema
inmune innato para erradicar a los microorganismos invasores son extremadamente
potentes y pueden dafar de forma colateral a los tejidos del huésped. En el caso de
infeccion, el dano tisular es aceptable si se busca contener una situacidon que pone en
riesgo la vida del huésped. Ademds, como las infecciones suelen ser resueltas
rapidamente por los propios mecanismos del sistema inmune, la duracidn de la respuesta
inflamatoria y del dafio tisular asociado a ella es limitada. Sin embargo, en los casos de
inflamacién estéril, como el estimulo per se no es perjudicial para el huésped, la relacién

costo-beneficio de montar una respuesta inflamatoria puede ser elevada (6).
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Introduccion

1. Rol de los neutréfilos en la respuesta inmune

Los neutrofilos son células fagociticas profesionales que forman parte del sistema
inmune innato. En los humanos adultos estas células constituyen mas de la mitad de los
leucocitos circulantes y median las fases mas tempranas de las respuestas inflamatorias.
Ellos son actores claves en la defensa frente a infecciones causadas por bacterias y
hongos, pero son también células inflamatorias cuya activacion desmedida puede

ocasionar un extenso daio de tejidos (8).

El rol crucial que desempefian los neutréfilos en la inmunidad antiinfecciosa se
pone en evidencia en pacientes que sufren desérdenes funcionales o numéricos de
neutrdfilos, tales como enfermedad granulomatosa crénica (EGC, detallada mas
adelante), deficiencia en la adhesion leucocitaria de tipo 1 (LAD1) o diversas formas de
neutropenia, los cuales se caracterizan por padecer una severa susceptibilidad a

infecciones de naturaleza bacteriana y fungica que amenazan su sobrevida (9).

1.1 Migracién de los neutrofilos al foco inflamatorio

Ante la presencia de estimulos proinflamatorios producidos como consecuencia
de infecciones bacterianas o fungicas o por dafio tisular, el endotelio de los vasos que
irrigan al tejido inflamado sufre modificaciones en el patron de expresién de moléculas
de adhesion. Este cambio constituye una sefial que desencadena la adhesion de los
neutréfilos al endotelio, los cuales posteriormente se extravasan en respuesta a
sustancias quimiotacticas (8, 10). Estos acontecimientos ocurren en vasos donde el flujo
sanguineo es lento, como en las vénulas postcapilares o en los capilares pulmonares, y
estan favorecidos por la vasodilataciéon que acompaia a la inflamacién. El proceso de
extravasacion comprende tres etapas muy bien definidas: (a) la etapa de adherencia
transitoria o de rolling mediada por las selectinas, (b) la etapa de adherencia estable
mediada por integrinas como LFA-1 (CD11a/CD18) y Mac-1 (CD11b/CD18), cuya
activacion es desencadenada por quimiocinas como la interleuquina-8 (IL-8) o por el
factor activador plaquetario (PAF) inmovilizados a la cara luminal del endotelio vascular; y

(c) la etapa de migracién transendotelial (8). Durante la transmigracion el neutréfilo se
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Introduccion

deforma de manera notable, remodelando su citoesqueleto y extendiéndose en un
pseuddpodo para poder penetrar mediante movimientos ameboideos entre las células
endoteliales. En este pasaje la célula recibe estimulos de las células endoteliales
inflamadas que modularan su actividad en el foco de infeccion. Tras atravesar la
membrana basal, el neutroéfilo se abre paso en el espacio intersticial siguiendo gradientes
de quimioatractantes hasta llegar al foco infeccioso. Quimioatractantes como el C5a, el
LTB4, el PAF, los péptidos formilados y las quimiocinas, como la IL-8, cumplen un papel

relevante en este proceso (11).

1.2 Mecanismos microbicidas de los neutrofilos

Una vez en el foco de infeccidn, los neutréfilos reconocen a los organismos
invasores a través de RRP o de receptores para componentes del complemento activado
o para la porcidn Fc de las inmunoglobulinas G cuando el agente invasor se encuentra
opsonizado. Este reconocimiento usualmente desencadena la fagocitosis del
microorganismo (8, 12). Cuando el microorganismo es fagocitado, es sometido a dos
sistemas microbicidas de distinta naturaleza: un sistema independiente de la produccién
de intermediarios reactivos del oxigeno (IRO) y otro dependiente de los mismos (8). No
obstante, el reconocimiento de los microorganismos también puede conducir al
neutréfilo a liberar estructuras extracelulares constituidas por cromatina y proteinas
granulares asociadas llamadas “trampas extracelulares de neutréfilos” o NETs (de
neutrophil extracellular traps) (13), que atrapan al microorganismo y conducen a su

destruccion extracelular.

1.2.1 Mecanismos microbicidas independientes del oxigeno

Los neutrdéfilos cuentan con un vasto numero de péptidos antimicrobianos y
enzimas hidroliticas para destruir a los microorganismos invasores. Los mismos se
encuentran localizados en el interior de vesiculas o granulos citoplasmaticos, los cuales
difieren en su contenido, en las proteinas que expresan en sus membranas y en su
propension a ser secretados (14). Estos granulos pueden ser clasificados en funcién del

contenido de la enzima mieloperoxidasa (MPO), en peroxidasa positivos y peroxidasa
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negativos. Los primeros son los granulos azuroéfilos o primarios, mientras que los peroxidasa
negativos incluyen a los granulos secundarios o especificos (definidos en funcién de su
contenido de lactoferrina) y a los granulos de gelatinasa (definidos por su alto contenido de
gelatinasa, una metaloproteasa) (14). Existe un grupo adicional de granulos conocidos como
vesiculas secretorias cuyo origen parece ser endocitico, debido a que su Unico contenido
intravesicular conocido es el plasma. Estas vesiculas constituyen estructuras intracelulares
rapidamente movilizables y son particularmente importantes debido al alto contenido de
receptores en sus membranas (14). La movilizacién de las vesiculas secretorias ocasiona el
aumento en la expresion de moléculas de adhesion y de receptores de quimioatractantes
durante la extravasacion del neutréfilo. De esta forma, el neutrdfilo pasa de ser una célula
generalmente pasiva, apropiada para la circulacién, a una célula que presenta integrinas de

tipo B2 en superficie, altamente respondedora y preparada para la migracion a los tejidos.

El resto de los granulos de los neutrdéfilos también se fusiona con la membrana
plasmatica o con la membrana de la vacuola fagocitica bajo la accién de determinados
estimulos que disparan la degranulacion. Esta degranulacidn ocurre de manera secuencial y
ordenada, y pareciera estar ajustada a los distintos roles que cumplen estas organelas en el
transito del neutrdéfilo desde la circulacién hasta el foco inflamatorio. Probablemente, la
exocitosis de los granulos de gelatinasa sea un requisito para la migracion de los neutrofilos
a través de la membrana basal, debido a que el colageno tipo IV, principal constituyente de
la membrana basal y el coldageno tipo V, de tejidos intersticiales, son sustratos de la
gelatinasa (14). No obstante, la membrana de los granulos de gelatinasa y la de los granulos
especificos estarian implicadas, ademas, en el desarrollo de mecanismos microbicidas
debido a que son depdsitos de Mac-1 (CD11b/CD18 o receptor del complemento 3) y del
citocromo b558 (componente de membrana de la enzima NADPH oxidasa, descrita mas
adelante).

Los granulos especificos poseen lactoferrina y la metaloproteasa colagenasa (MMP-
8), entre otras proteinas. La lactoferrina (proteina que une hierro) posee un dominio N-
terminal antimicrobiano que es liberado al ser cortado por la pepsina, mientras que la
colagenasa es guardada en forma latente y es activada cuando los granulos son liberados.
Aun cuando se desconoce el mecanismo de activacion, se ha demostrado que tanto el

hipoclorito como las serinproteasas pueden activar a la colagenasa, la cual contribuiria a la
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migracion del neutrdfilo en los tejidos merced a su capacidad de degradar colageno tipo |
(14).

Los granulos azurdfilos, por ultimo, contienen gran parte de las proteinas
antimicrobianas liberadas al fagolisosoma. Ellos contienen ademds de MPO, marcador de
estos granulos y participante fundamental en los mecanismos microbicidas dependientes
del oxigeno, a la proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad (BPI). La BPI,
merced a su capacidad de unirse a un fragmento N-terminal del LPS bacteriano, es una
proteina relevante en la defensa frente a infecciones ocasionadas por bacterias Gram-
negativas (8). Los granulos azurdfilos también contienen serinproteasas (llamadas asi por la
presencia de histidina, aspartato y serina en su sitio activo) como la catepsina G, la elastasa,
la proteinasa 3 (PR3) y la azurocidina o CAP-37, enzimaticamente inactiva. La elastasa y la
PR3 cortan a la elastina insoluble y a una variedad de proteinas de la matriz como
fibronectina, laminina, vitronectina y colageno tipo IV, y es por ello que mas alla de su accion
sobre los componentes de los microorganismos, estan implicadas en el dafio a tejidos
inflamados. Su actividad debe ser estrictamente regulada por la accion de inhibidores
intracelulares o extracelulares como la a-1-antitripsina y la a-2-macroglobulina, las cuales a
su vez son inactivadas por los IRO producidos por la propia activacion del neutrdfilo. Por otra
parte, in vitro se ha demostrado que tanto la catepsina G como la proteinasa 3 y la
azurocidina poseen capacidad antimicrobiana independiente de su actividad enzimatica
contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, levaduras y hongos (8). La mayor parte de
los granulos azurdfilos contienen también defensinas. Estos son péptidos antibidticos
pequefios, altamente catidnicos, activos contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
que actuan induciendo permeabilizacion de la membrana microbiana. Ademas de este papel
antimicrobiano se les ha adjudicado la capacidad de regular el desarrollo de la respuesta
inflamatoria al unirse a inhibidores de proteasas como la a-l-antitripsina y la a-1-

antiquimotripsina (8).

1.2.2 Mecanismos microbicidas dependientes del oxigeno

En el neutrdfilo, los IRO son generados por reduccion parcial del oxigeno
molecular mediante la activacion del metabolismo oxidativo a través de un proceso que

se denomina estallido respiratorio. Este proceso se inicia con la activacion del complejo
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enzimatico de la NADPH oxidasa, que cataliza la reduccién univalente del oxigeno
molecular utilizando NADPH como dador de electrones (figura 1), segin la siguiente

reaccion:

NADPH oxidasa
2 O, + NADPH 20, + NADP* + H*

El anién superodxido (0,") constituye el sustrato para todos los IRO producidos por
el neutrdfilo, incluyendo el peréxido de hidrégeno, los radicales libres, los halégenos

oxidados, las cloraminas y el oxigeno singlete (15).

La enzima NADPH oxidasa comprende cinco componentes: tres de ellos estan
presentes como un complejo citosdlico (p40°", pa7°" y p67°"*), mientras que dos
(p22°"* y gp91°"*) estan localizados en la membrana de las vesiculas secretorias y de los
granulos especificos del neutréfilo como una flavohemoproteina heterodimérica
conocida como citocromo b558. La separacion fisica de sus componentes garantiza la
inactividad de la enzima en condiciones en las que el neutréfilo se encuentra en reposo.
Cuando la célula es estimulada por agonistas proinflamatorios, los componentes
citosolicos se translocan a la membrana plasmatica y a la membrana del endosoma
naciente (a las cuales han contribuido con sus membranas las vesiculas secretorias y los
granulos especificos), y se asocian al citocromo b558 generando una oxidasa activa.

El O, producido, aun cuando es capaz de reaccionar con un amplia variedad de
sustratos bioldgicos, no cumpliria per se un papel relevante en las respuestas citotoxicas
desarrolladas hacia microorganismos y/o células propias del huésped debido
fundamentalmente a su escaso potencial oxidante y a su alta tasa de dismutacion (16).
Practicamente todo el O, generado seria dismutado a perdxido de hidrégeno (H,0,) en
forma espontdnea o enzimatica por la superdxido dismutasa (SOD, figura 1) segun la
siguiente reaccion:

SOD
20, +2 H+ H,0, + O,

El H,0, es un oxidante capaz de ejercer efectos toxicos profundos en distintos

sistemas bioldgicos (16). No obstante, el propio fagocito posee sistemas detoxificantes
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del H,0, como la catalasa y/o la glutatidn peroxidasa (16), que contribuyen a disminuir el

dafo oxidativo que pueda ocasionar la generacion de perodxido de hidrogeno.

En consecuencia, otros IRO generados a expensas de reacciones posteriores que
involucran al Oy y al H,O, serian aquéllos relevantes en las respuestas citotdxicas
mediadas por neutrofilos. Estos IRO incluyen a los oxidantes halogenados generados a
través de la MPO, al oxigeno singlete y las cloraminas (16). La MPO es una hemoproteina
presente en los granulos azurdfilos de los neutrdfilos que se libera al fagolisosoma al
fusionarse dichos granulos en respuesta a distintos estimulos inflamatorios. Esta enzima
cataliza la oxidacion de haluros (CI, Br y/o I') por el H,0,, generando aniones hipohalitos
(figura 1) segun la siguiente reaccion:

MPO

H,0, + X H,O + OX
donde X =CI, Br, I

Debido a las concentraciones plasmaticas del ion cloruro, el principal producto de
la MPO es el hipoclorito, que posee una capacidad oxidante extremadamente alta. Una
vez producido, interactua rapidamente con una variedad de moléculas biolégicamente
relevantes, como ser aminas, aminodcidos, tioles, tioéteres, nucledtidos y hemoproteinas
(16). Los efectos citotoxicos atribuibles al hipoclorito incluyen la oxidacién y/o
decarboxilacion de proteinas de membrana, lo que conduce al incremento de la
permeabilidad celular, la oxidacién de componentes de la cadena respiratoria bacteriana
y la peroxidacién de membranas (16). El hipoclorito puede también reaccionar en forma
espontdnea con aminas primarias o secundarias dando origen a otras especies oxidantes
conocidas como cloraminas, los llamados oxidantes de larga vida media, puesto que
algunas de ellas pueden ser recuperadas de sobrenadantes de neutroéfilos luego de 16

horas de ocurrida la activacién celular (16).
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Q Microorganismos

A Membrana plasmdtica
Q@ Neutrdfilo o pamare

Membrana del
_ fagosoma

NADPH

oxidasa

NADP* + H*

Granulo
fusionado con
el fagosoma

Figura 1 - Mecanismos microbicidas dependientes del oxigeno en el neutrdfilo: el estallido
respiratorio. Como consecuencia del reconocimiento de los microorganismos se desencadena su
fagocitosis, con la consecuente activacion de la NADPH oxidasa. La reduccion del oxigeno molecular por la
NADPH oxidasa genera anién superoxido, que puede ser dismutado por la SOD a peréxido de hidrégeno.
Este a la vez es sustrato de la MPO, generando distintas especies reactivas, como el hipoclorito.

La importancia de los mecanismos microbicidas dependientes del oxigeno se pone
en manifiesto en los pacientes que sufren EGC. La EGC es una inmunodeficiencia
caracterizada por infecciones recurrentes por un espectro acotado de bacterias y hongos
(generalmente Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens,
Salmonella, Bacilo Calmette-Guerin (BCG), Micobacterium tuberculosis, Nocardia y
Aspergillus) (17). A su vez, los pacientes con EGC presentan complicaciones de tipo
inflamatorias, que son mds prominentes en el tracto gastrointestinal y genitourinario

(17).
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La EGC es causada por mutaciones en alguna de las subunidades de la NADPH
oxidasa que ocasionan una pérdida parcial o total de actividad enzimatica. Los fagocitos
logran fagocitar a los microorganismos invasores, pero no pueden destruirlos. De todos
los componentes de la enzima, la subunidad gp91°" es la dnica que es especifica de

1P"°* ocasiona

fagocitos y se encuentra ligada al cromosoma X (17). La deficiencia en gp9
pérdida total de la actividad enzimatica y en consecuencia, la incapacidad de las células
de estos pacientes (a cuya enfermedad nos referiremos como EGC-X) de producir IRO
derivados de la NADPH oxidasa (17).

A pesar de que la tasa de mortalidad de los pacientes con EGC era
extremadamente elevada cuando fue descripta en los afios 1950, la sobrevida general se
ha incrementado enormemente gracias al diagndstico precoz, las terapias profilacticas
con antibidticos y el desarrollo de agentes antimicdéticos efectivos (17). Dado que se trata
de una enfermedad genética que se manifiesta en células del linaje hematopoyético, el

trasplante de médula dsea es una posibilidad que se lleva a cabo con éxito, pero que

requiere de la disponibilidad de donantes compatibles.

Cabe mencionar que ademas de su rol en los mecanismos microbicidas del
neutrdfilo, los IRO han sido implicados en una amplia variedad de procesos fisioldgicos de
sefializacion (18, 19). En este sentido, los IRO cuentan con algunos prerrequisitos
importantes para ser segundos mensajeros: son moléculas pequeias, difusibles y
ubicuas, que pueden sintetizarse y destruirse rapidamente, confiriendo especificidad
espacial y temporal a los eventos de sefializacion (19). Sin embargo, debido a su
toxicidad, existe un rango acotado de concentraciones en el cual los IRO pueden actuar
efectivamente como segundos mensajeros. Ademas de la NADPH oxidasa, existen otras
fuentes de IRO, como la cadena de transporte de electrones en la mitocondria, el
metabolismo del dcido araquiddnico y las sintetasas de éxido nitrico (18).

Como los IRO son potentes agentes oxidantes, pueden afectar el balance de
oxido-reduccién (llamado estado rédox) del citoplasma en forma local o general (18).
Existe una gran cantidad de evidencia indicando que las modificaciones en el estado
rédox celular regulan los procesos de sefializacion en distintos niveles, incluyendo el

funcionamiento de receptores, la actividad enzimatica y de factores de transcripcién y la
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expresion génica (19) (20). En particular, se probd que los IRO activan al factor nuclear kB
(NF-kB) (20). En el neutréfilo se ha demostrado que tanto los IRO como los intermediarios
reactivos del nitrégeno (IRN) modulan la actividad de quinasas y fosfatasas (21-23), de
receptores de membrana involucrados en la fagocitosis y en la secrecion de granulos (24)

y también la apoptosis (25, 26).

1.2.3 Mecanismos microbicidas extracelulares: trampas extracelulares

de neutrofilos

Ademds de los mecanismos efectores cldsicos mencionados anteriormente,
estudios realizados en los ultimos afios demostraron que los neutréfilos pueden eliminar
microorganismos extracelulares al capturarlos en estructuras formadas por cromatina y
proteinas granulares que reciben el nombre de NETs (13, 27). Las NETs se forman y
liberan por estimulacién de los neutrdéfilos con agonistas como el LPS, la IL-8, C5a, el acido
forbolmiristico (PMA) y también por microorganismos, todos factores que conducen a
una forma de muerte a la cual se denomina NETosis. La NETosis es un proceso activo en
el cual el nucleo pierde su forma polilobulada, la eu- y la heterocromatina se
homogenizan, la envoltura nuclear y las membranas granulares se desintegran y el
material nuclear toma contacto directo con los componentes de los granulos. Finalmente,
la membrana celular se rompe y las NETs son liberadas en forma concomitante con la
muerte celular (28). Se ha reportado que el ADN mitocondrial también puede servir como
fuente de ADN para la formacién de NETs en neutréfilos que permanecen viables (29).

Diversos patdogenos como Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes y el hongo Candida
albicans inducen la formacién de NETs y son atrapados por ellas. (13, 27). Las NETs
degradan factores de virulencia y matan a bacterias Gram positivas y negativas asi como
también hongos unicelulares, posiblemente debido a que exponen a los patdgenos a altas
concentraciones locales de proteinas antimicrobianas como la elastasa, la proteina

bactericida incrementadora de la permeabilidad y las histonas (13, 30).
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1.3 Produccion de citoquinas por los neutrofilos

Por muchos afios los neutrofilos fueron considerados células terminalmente
diferenciadas y con una capacidad biosintética limitada. Sin embargo, a partir de los afios 90
el desarrollo de nuevas herramientas para obtener preparaciones altamente puras de
neutrdfilos y el uso de estrategias basadas en microarrays permitié ampliar el conocimiento
de la capacidad biosintética de los neutrofilos. Asi, numerosos estudios han demostrado que
estas células pueden ser inducidas a producir importantes mediadores inflamatorios y
antiinflamatorios, entre los que se encuentra una amplia variedad de citoquinas (31).

Teniendo en cuenta que los neutroéfilos son las primeras células convocadas a los
sitios de infeccion o dafio tisular y dado que la respuesta que desarrollan es especifica del
estimulo que detectan, su capacidad de producir citoquinas no soélo condiciona la
respuesta inflamatoria sino que también podria condicionar la evolucion de la respuesta
adaptativa subsiguiente (31).

Los monocitos y los linfocitos constituirian la mayor fuente de citoquinas entre los
leucocitos. Sin embargo, dado que los neutrdfilos son reclutados en forma masiva a los
focos de infeccibn o de dafio, constituyen una fuente relevante de citoquinas vy
quimiocinas capaces de modular su propio reclutamiento y el de otras poblaciones
inmunes (32). Resaltando la importancia que cobra el neutréfilo en los fendmenos
inflamatorios se encuentra el hecho que durante la etapa aguda de la fase celular en el

foco inflamatorio la proporcidon monocito:neutréfilo es aproximadamente 1:100 (33).

Se ha demostrado que los neutrdfilos pueden producir, en forma constitutiva o
luego de recibir la estimulacidon apropiada, una amplia variedad de citoquinas. Distintos
trabajos han demostrado que los neutréfilos humanos y/o murinos producen citoquinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral-a (TNFa), interleuquina-1a (IL-1a),
IL-1B e IL-12, asi como también citoquinas antiinflamatorias, como el antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1ra) y el factor de crecimiento transformante B (TGF-B). Asimismo,
estudios recientes han demostrado que los neutréfilos son una fuente importante de
citoquinas cruciales para la sobrevida, la maduracién y la diferenciacion de los linfocitos
B. Estas moléculas incluyen al BAFF (34) y al ligando inductor de la proliferacién (APRIL)

(35). Los neutrdfilos también sintetizan y liberan quimiocinas, como la IL-8 y la proteina

21



Introduccion

inflamatoria de macréfagos-1a (MIP-1a) y MIP-1B, y otras citoquinas como el interferén
a (IFNa), el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y el factor de
crecimiento vascular-endotelial (VEGF). En consecuencia, los neutrdfilos no sélo
regularian la respuesta inmune, sino que también podrian influenciar otros procesos,

como la hematopoyesis, la reparacién de tejidos y la angiogénesis (36).
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2. Citoquinas de la familia de Interleuquina-1

La familia de citoquinas de IL-1 se encuentra fuertemente asociada a la
inflamacién aguda y crénica. Al dia de hoy se han descrito once miembros de la “super
familia del gen de IL-1” y se cree que ellos surgieron por duplicacion de un gen ancestral
comun, dado que poseen una estructura génica conservada, incluyendo posiciones
idénticas de ciertos intrones, y una mds modesta preservacién de secuencias de
aminoacidos claves que permiten un plegamiento particular de las proteinas (37). Cuatro
de los miembros de esta familia, IL-1a, IL-1B, IL-18 y el antagonista del receptor de IL-1
(IL-1Ra), han sido estudiados en profundidad. Otros miembros descritos mas
recientemente son IL-33, IL-36a, B y v, IL-36Ra, IL-37 e IL-38. La IL-37, al igual que IL-1Ra e
IL-36Ra y a diferencia del resto de las citoquinas de la familia, cumple una funcién
antiinflamatoria. A su vez, existe una variedad de receptores para esta familia de
citoquinas, incluyendo correceptores, receptores tipo sefiuelo (o decoy), proteinas de

unioén y receptores inhibitorios (37).

Para ejercer su actividad bioldgica, tanto IL-la como IL-1B (a las que nos
referiremos simplemente como IL-1 cuando tratemos a ambas citoquinas en forma
indistinta) se unen al receptor de IL-1 de tipo | (IL-1RI). Seguidamente, la proteina
accesoria (IL-1RAcP) se asocia con IL-1RI formando un complejo. La sefalizacion se inicia
con el reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88 al dominio TIR (de Toll-
Interleukin-1 Receptor) de IL-1RIl. Este evento desencadena una cascada de fosforilaciéon
de quinasas que lleva a la traslocacidn del factor nuclear kB (NF-kB) al nucleo, el cual
activa la expresion de una gran variedad de genes proinflamatorios (38, 39). Dado que los
receptores de tipo Toll (del inglés Toll like receptors, TLR, un tipo de RRP) también poseen
dominios citoplasmaticos TIR y sefializan a través de la molécula MyD88, ambos
receptores comparten sus mecanismos de transduccién de la seial. Por esta razén, tanto
la IL-1 como wuna amplia variedad de productos microbianos desencadenan

manifestaciones inflamatorias similares (37).

La actividad biolégica de IL-1 puede ser contrarrestada por dos mecanismos (38,

39). Uno de ellos involucra a IL-1Ra, el cual se une al receptor IL-1RI y bloquea la accidn
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de IL-1a e IL-1B (37, 38). El otro mecanismo involucra al receptor de IL-1 tipo Il (IL-1RII). El
mismo es incapaz de sefalizar al interior de la célula porque carece de dominio TIR,
hecho que impide la asociacion de MyD88 y en consecuencia la transduccion de la sefial.
Este receptor es expresado en la superficie de células de linaje mielomonocitico (40) y de
linfocitos B. IL-1RIl actia como un receptor sefiuelo, dado que une a la IL-1B con mayor
afinidad que el IL-1RI, y de esta forma la secuestra, impidiendo a la misma ejercer sus

efectos bioldgicos.

Por su parte, IL-18 se une a su propio receptor y correceptor, IL-18Ra e IL-18Rp,
generando una cascada de sefalizacion que lleva también a la activacion de genes
proinflamatorios. IL-36 o, B y y se unen a un mismo receptor y su actividad es
antagonizada por IL-36Ra en forma similar a lo que ocurre con IL-a y B y IL-1Ra. Se
desconocen los receptores para IL-37 y 38, mientras que la IL-33 sefializa a través del
receptor ST2, que al igual que IL-1RI, utiliza a la proteina accesoria IL-1RAcP y estimula la

funcién de los mastocitos y las respuestas de tipo Th2 (41).

Todos los miembros de la familia de IL-1, con la excepcion de IL-1Ra, son
sintetizados como precursores o proformas que se convierten en sus formas maduras
luego del procesamiento por proteasas especificas que remueven su extremo N-terminal.
A pesar de tratarse de proteinas sintetizadas para su liberacién, no poseen un péptido
sefial evidente para la via candnica de secrecidn de proteinas reticulo endoplasmatico
(RE)-aparato de Golgi, y ninguna de ellas ha sido encontrada en estos compartimentos. A
diferencia del precursor de la IL-1B, las proformas de otros miembros de la familia de IL-1
como IL-1a, IL-36Ra, IL-364a, IL-36B, IL-36y e IL-33, exhiben actividad bioldgica, a pesar de
gue la misma es menor que la de las formas carentes del extremo N-terminal (42). Por su
parte, IL-1a e IL-33 tienen una doble funcién, ya que ademads de unirse a sus receptores
de superficie, sus precursores intracelulares pueden translocarse al nucleo e influenciar la
transcripcién de genes proinflamatorios (41).

Dado que en el presente trabajo de tesis nos centraremos en el estudio de la
produccidn vy liberacion de IL-1B por los neutrdfilos, continuaremos describiendo las

caracteristicas salientes de esta citoquina en particular.
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2.1 Actividad bioldgica de IL-1B

Una amplia variedad de células es capaz de producir IL-1p, incluyendo monocitos,
macroéfagos, linfocitos, células NK, neutroéfilos, células de la glia y queratinocitos. A su vez,

existe una vasta literatura acerca de los efectos ejercidos por esta citoquina (36).

Tanto IL-1a como IL-1B son citoquinas pleiotrépicas que afectan tanto al sistema
inmune innato como al adaptativo. A pesar de que los ratones knockout para cualquiera
de ellas poseen un fenotipo normal en su desarrollo, crecimiento, homeostasis,
reproduccion y resistencia a la flora microbiana normal, los efectos de la carencia de
estas citoquinas se evidencian cuando se los enfrenta a estimulos inflamatorios de
distinta naturaleza (38). Los ratones deficientes en IL-1p, a diferencia de sus controles, no
desarrollan destruccion de las articulaciones luego de la inyeccién de componentes de la
membrana de Streptococcus (43). Tampoco desarrollan fiebre, anorexia o respuestas de
fase aguda frente a la administracién de turpentina, un inductor de inflamacién estéril,
hecho que ha sugerido que la IL-1B podria cumplir un rol no redundante en el desarrollo
de respuestas inflamatorias estériles (44, 45).

Por otra parte, los ratones knockout para IL-1Ra poseen una reproduccion
anormal, exhiben una tasa de crecimiento reducida y, en el contexto de ciertas cepas, son
propensos a desarrollar enfermedades espontdneas como la artritis reumatoidea o la

arteritis fatal, evidenciando la necesidad de control de los efectos de IL-1 (46, 47).

La IL-1PB es capaz de estimular a la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2), a la fosfolipasa A
tipo 2 y a la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS). Por esta razon, tanto las células
expuestas como animales tratados con IL-1 producen una gran cantidad de
protaglandina-E2 (PGE2), factor activador plaquetario (PAF) y éxido nitrico (38).

La IL-1B actua sobre monocitos, macrofagos y otros tipos celulares, estimulando la
liberacién de otras citoquinas proinflamatorias, como el TNF-a y la IL-6. IL-1B regula
negativamente la produccion de IFN-y a través de la induccién de la produccién de PGE2,
contribuyendo a la polarizacién de la respuesta adaptativa a un perfil Th17 (7). Ademas,
IL-1B coestimula las funciones de los linfocitos T en presencia de un antigeno o de un

agente mitogeno (41).
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Por otro lado, la IL-1B aumenta la expresién de moléculas de adhesion como
VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina en células endoteliales, promoviendo la infiltracién de
tejidos con células inflamatorias (48-50). La IL-1B puede también actuar como factor
angiogénico porque aumenta la expresién de VEGF (51-53).

A nivel sistémico, la IL-1B estimula la liberacion de corticotrofinas por el
hipotalamo, ocasionando en ultima instancia la liberacion de corticosteroides por la
glandula adrenal (54). Ademas, junto con TNF-a e IL-6, es un mediador fundamental de la
respuesta de fase aguda, que incluye la estimulacidon de la sintesis de proteinas
especificas de esta fase por el higado, el reajuste del termostato hipotaldmico que
dispara la respuesta febril, la anorexia y la somnolencia (55). A su vez, IL-1pB tiene efectos
toxicos sobre las células B productoras de insulina en los islotes de Langerhans. Por
ultimo, la IL-1B también actuaria estimulando a los precursores de médula dsea para su
diferenciacién en el linaje mieloide durante la etapa aguda de una infeccién o

inflamacién (55).

2.2 Procesamiento de IL-1(3

Dado que la IL-1B es una citoquina proinflamatoria multifuncional, no resulta
extraio que sea expresada en bajos niveles en condiciones normales, que requiera de
induccidn transcripcional y que posea también modulacién a nivel traduccional (42, 56).
Diversos componentes microbianos, conducen a la activacién del factor de transcripcidon
NF-kB a través de la estimulacién de TLR, induciendo la sintesis del precursor de IL-1B, la
prolL-1B, que se acumula dentro de la célula (figura 2). Los pasos siguientes, es decir, su
procesamiento y liberacidn, también son procesos altamente controlados.

El interés en el procesamiento y la liberacién de IL-1B se ha incrementado desde
el descubrimiento de un conjunto de sindromes autoinflamatorios que responden
especificamente al bloqueo del receptor de IL-1 con IL-1Ra (comercializado por la
industria farmacéutica como Anakinra) o a la neutralizacion de IL-1B utilizando
anticuerpos monoclonales anti-IL-1B (57). A pesar de que casi todas las enfermedades
autoinmunes tienen un componente inflamatorio, algunas enfermedades parecen ser
basicamente inflamatorias, puesto que suelen ser desencadenadas en forma periodica y

no desarrollarse crénicamente, no se asocian a ciertos haplotipos de moléculas MHC de
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clase Il y se encuentran fuertemente vinculadas a estimulos disparadores exdgenos. Estas
enfermedades autoinflamatorias se deben a mutaciones especificas en proteinas que
regulan la actividad de IL-1B e incluyen a la enfermedad multiinflamatoria de inicio
neonatal (neonatal-onset multi-inflammatory disease, NOMID), al sindrome Muckle-
Wells, al sindorme de hiper IgD, a la fiebre mediterranea familiar y a la gota, entre otras
(41).

Como mencionamos anteriormente, IL-1p es sintetizada en forma de un precursor
inactivo de 31 kDa (269 aa) que carece de un péptido sefial de inicio de la traslocacién a
reticulo endoplasmatico (58). Por esta razén, su procesamiento debe tener lugar en el
citoplasma, a menos que ocurra su traslocacién a algun tipo de vesicula (ver mas adelante
Modelos de secrecion de IL-16). EI mecanismo mejor estudiado que conduce al
procesamiento de este precursor involucra a la enzima caspasa-1. Esta es una proteasa
citoplasmatica que corta un fragmento N-terminal de IL-1B de 166 aa, convirtiendo al
precursor en su forma activa de 17 kDa (41). Aun cuando este mecanismo es el
universalmente aceptado, numerosos trabajos evidenciaron la existencia de mecanismos
de procesamiento independientes de caspasa-1, aunque la naturaleza de los mismos y su
contribucién al desarrollo de las respuestas inflamatorias es aun controvertida (41, 42,

59-64).

2.2.1 Mecanismo de procesamiento de IL-1B dependiente de

caspasa-1

Las caspasas son una familia de cisteinproteasas intracelulares que cortan un
numero limitado de sustratos luego de un residuo de acido aspartico (65). La funcidn de
las caspasas ha sido extensamente estudiada en el proceso de apoptosis, en el cual son
esenciales para la activacidon e implementacién de este programa de muerte celular. Sin
embargo, existen caspasas, incluidas las caspasas 1, 4 y 5 humanas y las caspasas 1, 11y
12 murinas, que no participan de la apoptosis, sino que estan involucradas en el
procesamiento y secrecion de moléculas proinflamatorias (65). Por este motivo son
llamadas caspasas proinflamatorias. A su vez, la caspasa-1 se encuentra involucrada en

otro tipo de muerte celular programada denominado piroptosis (66, 67).
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La caspasa-1 fue la primera caspasa en ser identificada (68, 69). Se trata de una
enzima citoplasmatica sintetizada como un zimégeno de 45 kDa. Para su activaciéon
requiere de un procesamiento proteolitico, el cual ocurre generalmente en forma
autocatalitica. Cuando las células son estimuladas con una variedad de agonistas
proinflamatorios, como estimulos infecciosos, estimulos estériles o sefiales endégenas de
dafio, se produce la activacidn de receptores tipo NOD (Nod-like receptors, NLR, descritos
mas adelante) presentes en el citoplasma. Dicha activacién conduce a su oligomerizacién
y al reclutamiento de procaspasa-1, llevando a la formacion de amplios complejos
multiproteicos citoplasmaticos que reciben el nombre de inflamasomas (figura 2). Una
vez en estos complejos, la procaspasa-1 se activa por autoprotedlisis, generando una
enzima activa compuesta por una subunidad de 10 y otra de 20 kDa. De esta forma, la

caspasa-1 media el procesamiento de la prolL-1B en su forma biolégicamente activa (65).
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Figura 2 — Mecanismos implicados en la generacion de IL-18 con actividad biologica. La estimulacion
de TLR lleva a la activacién de NF-kB e induccion de prolL-1B. La activacién de NLR conduce al ensamblado
del inflamasoma y activacion de caspasa-1. La caspasa-1 activada media el procesamiento de la prolL-1p
generando una isoforma con actividad biolégica.
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Estudios recientes conducidos en células de linaje mieloide demostraron que los
mecanismos que controlan la secrecion de IL-13 difieren entre monocitos y macréfagos
humanos (70). En los primeros, la caspasa-1 se encuentra activada constitutivamente. Por
lo tanto, estimulos como el LPS y otros PMAPs que estimulan a TLR y activan NF-kB,
inducen la transcripcién del gen de prolL-1B y disparan la liberacién de la forma activa de
esta citoquina. Por el contrario, en macrdfagos y otros tipos celulares se requiere tanto
de la induccion génica como de la activacién del inflamasoma por ciertos estimulos
disparadores como el ATP extracelular para mediar la activacion de la caspasa-1 y la

consecuente liberacién de IL-1pB (figura 2) (70).

2.2.1.1 Los receptores tipo NOD (NLR) y su activacion

Los receptores de tipo NOD constituyen una familia de RRP citoplasmaticos (71,
72). Todos ellos poseen una estructura de tres dominios caracteristica, que consiste en un
dominio C-terminal con repeticiones ricas en leucinas (LRR), un dominio central de unién
a nucleétido/oligomerizacion (NOD, también conocido como NACHT) y un dominio
efector o de interaccion proteina-proteina N-terminal, que de acuerdo a su naturaleza
permite clasificar a los NLR en 5 subfamilias: la subfamilia NLRA, cuyos integrantes
poseen un dominio de transactivacidon acidico; la subfamilia NLRB, integrada por
miembros que poseen un dominio BID (baculovirus inhibitor domain); la subfamilia NLRC,
integrada por receptores que contienen un dominio N-terminal para reclutamiento de
caspasa o CARD; la subfamilia NLRP que posee un dominio dominio N-terminal pirina
(PYD) y la NLRX que posee integrantes con un dominio N-terminal sin una fuerte

homologia con alguno de los dominios N-terminales de las otras subfamilias (71, 72).

Las LRR mediarian el reconocimiento de una sefial especifica de activacion,
ocasionando un cambio conformacional que expondria a los dominios NOD vy llevaria a la
oligmerizacion de los receptores por sus dominios NACHT. Se cree que las LRR mantienen
a los NLR en un estado de autoinhibicién. Los dominios CARD o PYD median interacciones
homofilicas con otras proteinas que poseen dominios CARD o PYD. La caspasa-1, que
posee dominios CARD, se asocia en forma directa al NLR si éste posee un dominio CARD

(como en el caso de IPAF, un NLRC, figura 3), o lo hace a través de la proteina adaptadora

29



Introduccion

ASC, que posee dominios PYD y CARD (como ocurre con NALP3, un NLRP, figura 3) (7, 57,
65, 73). De este modo se conforma un inflamasoma donde se activa la caspasa-1,

pudiendo mediar el procesamiento de la prolL-1.

Hasta el presente se han descrito cuatro inflamasomas diferentes de acuerdo al
tipo de NLR que los integra (figura 3). El inflamasoma formado por NALP1 (también
llamado NLRP1) es activado por ligandos de origen bacteriano, como el muramildipéptido
(MDP) o la toxina del antrax; el inflamasoma de IPAF (también conocido como NLRC4) es
activado por flagelinas; el inflamasoma AIM2, que es capaz de reclutar a caspasa-1
cuando es activado por ADN intracitoplasmatico (65, 73), y el inflamasoma NALP3 (o
NLRP3), que ha sido el més extensamente estudiado. Este ultimo se encuentra
involucrado en la respuesta a una gran variedad de estimulos inflamatorios: algunos de
ellos son PMAPs, como el MDP, el ARN bacteriano y el ARN doble cadena; otros son
PMADs, como el ATP extracelular, los cristales de urato monosddico (MSU), la proteina
amiloide-B, o los cristales de colesterol; y otros son estimulos inflamatorios estériles
exdgenos, como los cristales de silice o de asbesto, y las sales de aluminio administradas

como adyuvantes en formulaciones vacunales (57).

Inflamasoma  Inflamasoma  Inflamasoma Inflamasoma ® PYD
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Figura 3 - Los cuatro complejos inflamasomas descritos hasta el momento. Se detallan los dominios
que componen a las moléculas que conforman cada tipo de inflamasoma.

Esta capacidad de NALP3 de ser activado por agonistas exdgenos y enddgenos tan

diversos desafia el concepto de que se trate de un receptor clasico. No obstante, la
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hipdtesis mdas aceptada al presente sostiene que NLRP3 detecta cambios en el
microambiente celular producidos como consecuencia de la presencia del agonista en
cuestidn. En este contexto, se propusieron tres mecanismos a través de los cuales éstos
agonistas podrian actuar (74): un mecanismo que involucra la produccién de IRO, otro
mecanismo que implica la desestabilizacidon de lisosomas vy liberacién de su contenido al

citoplasma, y otro mecanismo que involucra un descenso en el nivel de K" intracelular

(figura 4).
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Figura 4 - Mecanismos postulados que llevarian a la activacion del inflamasoma NALP3.

En relaciéon al primero de los mecanismos, se postuldé que estimulos como el ATP
extracelular y algunos cristales y toxinas podrian conducir a la produccién de IRO, los
cuales actuarian como segundos mensajeros y serian los agonistas detectados por NALP3
(74, 75). A favor de esta hipodtesis, la estimulacién de macréfagos alveolares con ATP

incrementd la concentracion de IRO en el interior de las células y la estimulacidon de
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células de la linea mieloide THP-1 con asbesto también indujo la produccién de IRO (75,
76). Asimismo, se observé que el tratamiento con scavengers de IRO bloquea la
activacion de NALP3 en respuesta a varios agonistas (76, 77). En particular, se propuso
que la activacion del inflamasoma dependia de la produccién de IRO por la NADPH
oxidasa (76). Sin embargo, estudios realizados con monocitos de pacientes con EGC,
deficientes en distintas subunidades de la NADPH oxidasa, revelaron que éstos producen
una cantidad incrementada de IL-1B en forma dependiente de caspasa-1 respecto de la
observada en monocitos provenientes de donantes sanos, sugiriendo que, al menos en
este tipo celular, los IRO regularian negativamente la actividad de caspasa-1 (78, 79). Esta
posibilidad esta sustentada por hallazgos realizados en monocitos provenientes de
ratones deficientes en la enzima SOD, los que presentan una actividad disminuida de
caspasa-1 debido a su oxidacién y glutationilacion (80).

Recientemente se ha propuesto que los IRO producidos por la actividad
mitocondrial podrian activar a NALP3 (81). Los autores encontraron que la inhibicién de
los complejos | o Ill de la cadena respiratoria, que genera IRO por escape de electrones y
reduccién parcial del oxigeno, ocasiond la activacion de NALP3. Es ampliamente
reconocido que ademas de su funcidn bioenergética, la mitocondria tiene un rol crucial
en mecanismos de sefalizacidn, como los implicados en la muerte celular por apoptosis
(82), por lo que no resultaria extrafio que participe en otros procesos como el
desencadenamiento de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, al dia de hoy el rol de los
IRO en la activacidn del inflamasoma NALP3 y de caspasa-1 continda siendo materia de

debate y requiere de nuevas investigaciones.

Otro de los mecanismos propuestos para la activacion del inflamasoma sostiene
que algunos estimulos podrian provocar la desestabilizacion de las membranas
lisosomales, de modo que el inflamasoma NALP3 seria sensible al dafio interno de la
célula (83). En base a hallazgos realizados en macréfagos murinos y en células
mononucleares humanas con estimulos estériles particulados (cristales de silice y sales de
aluminio) se propuso que al ser fagocitados, inducirian la ruptura de los fagolisosomas y
la liberacidn de proteasas activas (como la catepsina-B) al citoplasma. Las proteasas a su
vez cortarian un ligando enddgeno de NALP3 que permitiria su activaciéon (6, 83). Sin

embargo, la identidad de tal sustrato es auin desconocida.
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El tercer mecanismo propuesto a través del cual estimulos estructuralmente
disimiles podrian activar al inflamasoma NALP3 involucra la activacién de flujos de K" que
conduzcan a un descenso en la concentracion de K' intracelular, siendo ésta la sefial
detectada por el inflamasoma (71). Esta posibilidad es sustentada por estudios que
demuestran que el descenso en los niveles de potasio intracelular constituye un
disparador de la activacion de inflamasomas conteniendo NALP1 y NALP3 en distintos
tipos celulares. La incubacién de células en medios con alto contenido de potasio inhibe
la activacidén de caspasa-1 y la secrecidon de IL-1B estimuladas por distintos agonistas,
como el péptidoglicano, el ATP y el MSU (71, 77, 84). Ademas, diversas toxinas
bacterianas como la nigericina, la aerolisina, la maitotoxina y la gramicidina, son potentes
activadores del inflamasoma NALP3, siendo todas ellas canales de K" que provocan un
marcado descenso del K" intracelular (65, 71).

Para el caso particular del ATP se ha propuesto una variacion de este ultimo
mecanismo conocido como el “modelo del canal”. Las altas concentraciones de ATP
extracelular presentes en los sitios de dafio tisular o necrosis actuarian estimulando al
receptor purinérgico y canal iénico P2X;R, llevando al eflujo de K* y al reclutamiento del
hemicanal panexina-1 (74, 75, 85, 86). Panexina-1 formaria poros en la membrana
plasmatica, o en membranas endosomales permitiendo la salida de mas K'y la entrada de

PMAPs o PMADs que activarian a NALP3 (86, 87).

A raiz de la existencia de distintos modelos de activacion de NALP3 han surgido
modelos unificadores que interrelacionan a los tres mecanismos, otorgandole un rol
central a algun elemento de los detallados anteriormente. Uno de los modelos mas
fervorosamente defendidos es el que postula que todas las vias de activacion convergen
en los IRO como activadores del inflamasoma (74). En sustento a este modelo, se ha
observado que la fagocitosis de ciertas particulas no sélo activa la via de desestabilizacién
lisosomal (6) sino que ademds genera IRO, y que la produccién de IRO se encuentra
asociada con la salida de K* de la célula (86). No obstante, como hemos detallado
anteriormente, existe evidencia experimental que no parece sustentar este modelo y
tampoco se conoce la conexion precisa entre la produccion de IRO y la activacidon de

NALP3.
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2.2.2 Mecanismos de procesamiento de IL-1B independientes de

caspasa-1

Existe una serie de estudios que sugieren que la caspasa-1 y la activacién del
inflamasoma no serian indispensables para el desarrollo de inflamacion en modelos
experimentales dependientes de la produccion de IL-1B. En modelos animales de
inflamacién inducida por turpentina, un estimulo estéril, se observd que los ratones
deficientes en el gen de IL-1B se encuentran protegidos de la inflamacion exacerbada,
mientras que los ratones deficientes en caspasa-1 no lo estan (45, 88). Por otro lado,
caspasa-1 pareceria ser redundante en la defensa contra cierto tipo de microorganismos
como Chlamydia, a pesar de que se mostrd que IL-1B se encuentra involucrada en la
respuesta inducida por esta bacteria (89, 90). Asimismo, los ratones deficientes en
caspasa-1 no se encuentran completamente protegidos contra la artritis y otras
enfermedades inflamatorias dependientes de IL-1B (91-93). En conjunto, estos estudios
evidenciaron la existencia de mecanismos independientes de caspasa-1 para el
procesamiento de prolL-1B y generacion de su forma activa.

Estudios bioquimicos revelaron que ademdas de la caspasa-1 algunas
metaloproteasas y serinproteasas son capaces de cortar a la prolL-1B y generar formas
con actividad biolégica (94-96). Se ha descrito que las metaloproteasas de la matriz como
la estromolisina-1, las gelatinasas A y B, y la quimasa, una proteasa presente en
mastocitos, pueden procesar al precursor de IL-1B en formas biolédgicamente activas (64,
97).

La serinproteasa catepsina G y la metaloproteasa colagenasa, por su parte, logran
cortar al precursor de IL-1B en formas de un tamafio y actividad similar a la IL-1B madura
de 17 kDa obtenida a partir de monocitos activados (95), mientras que la elastasa genera
una fragmento de mayor tamafio con actividad bioldgica reducida (94). Asimismo se ha
demostrado que la PR3, presente predominantemente en neutréfilos, es una de las
proteasas mas potentes capaz de procesar in vitro a la prolL-1B y generar un fragmento
de IL-1B activo (59, 96). En conclusidn, estos estudios muestran que las proteasas del
neutréfilo son capaces de procesar a la IL-1B. Estos hallazgos plantean interrogantes
sobre cual podria ser el contexto fisiopatoldgico en el que las proteasas ejercieran su

capacidad de procesar a la prolL-18 y cuadl seria su relevancia. Dado que muchas
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respuestas inflamatorias ocurren en forma localizada y varias poblaciones celulares se
concentran en esos focos, es posible especular que la prollL-1 liberada por distintos tipos
celulares pueda ser procesada extracelularmente. A favor de esta posibilidad, se conoce
que los monocitos en cultivo liberan una cantidad significativa del precursor de IL-13 (98).
Entonces, en sitios de inflamacion donde se hallan neutréfilos y monocitos, la prollL-1B
secretada por monocitos podria ser procesada por las enzimas proteoliticas liberadas por
los neutrdfilos activados (57). En sustento de esta posibilidad, se observé que el liquido
sinovial recolectado de pacientes con artritis y el fluido de lavados bronqueoalveolares de
pacientes con sarcoidosis procesaron a la IL-1f en forma similar a lo que lo hicieron la
elastasa, la catepsina G o la colagenasa purificadas, mientras que no ocurrié con liquido
sinovial ni lavados bronqueoalveolares controles (95). Estos trabajos plantean que en
ciertas situaciones inflamatorias las proteasas de los neutréfilos pueden contribuir al
procesamiento de IL-13. No obstante, en ningun caso se determind cual es la

contribucidn del propio neutréfilo a la prolL-1B producida.

2.2.3 Mecanismos de procesamiento de IL-1B en los neutroéfilos

Una lectura detallada de las revisiones de la literatura acerca del procesamiento
de IL-1B sefala un consenso general indicando que los neutréfilos procesan prolL-1f a
través de un mecanismo extracelular independiente de caspasa-1 y dependiente de
proteasas (41, 57). Esto se debe en gran medida a que la mayoria de los estudios previos
con neutrdfilos se focalizaron en la contribucidn de sus proteasas al procesamiento
extracelular de la prolL-1pB liberada por otros tipos celulares en los focos inflamatorios,
como se detalld en el apartado anterior (7, 57). Sin embargo, al dia de hoy no existen
evidencias de que los neutrofilos liberen prolL-1B y se desconoce si el procesamiento

extracelular dependiente de proteasas tiene lugar en poblaciones de neutrofilos puras.

Los mecanismos que conducen a la produccidn y liberacion de IL-18 por los
propios neutréfilos aun no han sido exhaustivamente estudiados y la funcionalidad de un
mecanismo de procesamiento de IL-1f3 dependiente de caspasa-1 en los neutrdéfilos es

materia de debate. En favor de dicho mecanismo se ha demostrado que los neutréfilos
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humanos expresan a la caspasa-1 (99-101) y que estimulos como el LPS y el GM-CSF
incrementan su expresion (99). También se ha determinado que los neutroéfilos expresan
a los NLR NALP1, NALP6 y NALP3 (102-106). A su vez, existen reportes de que los
neutréfilos podrian procesar a la prolL-1p en forma dependiente de caspasa-1 (101, 107).
En uno de ellos, la estimulacion de neutréfilos de ratones deficientes en caspasa-1 con
LPS mostré una secrecion de IL-1B disminuida respecto de la observada en ratones
salvajes (107). En otro trabajo, también fue propuesto un procesamiento extracelular de
la prolL-13 mediado por la caspasa-1 de los neutréfilos (101). A pesar de estas evidencias
que sugieren que en los neutrofilos podria tener lugar un mecanismo de procesamiento
de la prolLl-13 dependiente de caspasa-1, hasta hoy ningin estudio ha aportado
informacién sobre su relevancia ni ha investigado los mecanismos que subyacen a la

secrecion de IL-1B dependiente de caspasa-1.

2.3 Mecanismos propuestos para explicar la liberacién de IL-1 de las

células

Como mencionamos anteriormente, la prolL-1B carece de péptido sefial para su
secrecidon por la via candnica. A diferencia de lo que ocurre con las proteinas que son
secretadas de las células, cuya sintesis transcurre en el RE rugoso, y son exportadas via
aparato de Golgi, la sintesis de la prolL-1fB tiene lugar en el citoplasma. Por esta razon,
drogas como la brefeldina A, que bloquea el egreso del RE de proteinas secretorias, o la
monensina, que bloquea el transporte a través del Golgi, no inhiben la secrecion de IL-1B
(108).

Resulta sorprendente que a pesar de ser una citoquina tan ampliamente
estudiada, los mecanismos implicados en la secrecién de IL-13 sean tan pobremente
comprendidos. A partir de experimentos realizados con monocitos, macrofagos o células
dendriticas preincubados con LPS y estimulados con ATP se propusieron distintos
modelos para explicar la forma en que la IL-1B es secretada de las células (109). Uno de
ellos involucra la exocitosis de lisosomas secretorios. Segun este modelo, el
procesamiento de prollL-1B tendria lugar dentro de las mismas vesiculas que van a ser

secretadas, en las cuales también se localizaria la caspasa-1 (108, 110, 111). Este
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mecanismo utilizaria la red de microtibulos e involucraria la movilizacién de Ca®* y la
activacién de la fosfolipasa A, para la secrecién. Como la movilizacién de Ca®* se
encuentra asociada a los eflujos de K* estimulados por el ATP (110), este nucleétido
podria cumplir un rol no sélo en el procesamiento de IL-1 como vimos anteriormente,
sino también en su liberacion. Otro de los mecanismos propuestos involucra la liberacidn
de microvesiculas de membrana plasmatica conteniendo IL-1B, prolL-1B y caspasa-1,
ademas de otros componentes citoplasmaticos (112-114). Todavia no estad claro el
mecanismo que mediaria la salida de la IL-1B de las microvesiculas al medio extracelular,
pero algunas observaciones sugieren que el ATP se encontraria involucrado en este paso
(113, 114). Estudios adicionales sugirieron que la exocitosis de exosomas podria ser otro
mecanismo de liberacién de IL-1PB. Este involucraria la fusién de cuerpos multivesiculares
y la subsiguiente liberaciéon de exosomas conteniendo IL-18 en su interior y LAMP-1
(marcador lisosomal) y moléculas de MHCIlI en la superficie (115). Otro mecanismo
propuesto para la liberacidon de IL-1B es la exportacion utilizando transportadores de
membrana de tipo ABC (116). Los estudios que sustentan este modelo fueron realizados
empleando inhibidores farmacoldgicos y knockdown de estos transportadores. Sin
embargo, no es posible descartar que los transportadores modulen la liberacién de IL-1
en lugar de mediarla directamente (109). Un ultimo mecanismo propuesto sostiene que
el filtrado del contenido de células en las que se hubiese perdido la integridad de
membranas podria contribuir a la liberacién de IL-13 (117, 118).

La gran variedad de mecanismos propuestos para la liberacién de IL-1B podria
deberse a diferencias funcionales en las células estudiadas. Es posible que la IL-B sea
secretada por dos o mas vias en paralelo. Asi, dependiendo del tipo o la fuerza del
estimulo se podrian reclutar mecanismos adicionales para lograr una liberacidn eficiente

de IL-1B (109).
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Los objetivos de esta tesis consistieron en:

1) determinar la capacidad de neutrdéfilos humanos altamente purificados de producir y

secretar IL-1P3 en respuesta a estimulos infecciosos y estimulos inflamatorios estériles, e

2) identificar los mecanismos moleculares involucrados en la liberaciéon de IL-1f por

neutrofilos.
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Los estudios llevados a cabo en este trabajo fueron evaluados y aprobados por los

Comités de Etica y Docencia de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires.

Purificacion de neutrofilos humanos

Las muestras de sangre de dadores sanos o de pacientes con EGC-X fueron
obtenidas bajo consentimiento informado por puncién de la vena del antebrazo. Los
neutrdéfilos fueron aislados a partir de sangre heparinizada mediante centrifugacién en
gradiente de Ficoll-Triyosom (GE Healthcare, EEUU y Justesa Imagen, Argentina) de 1,077
g/ml de densidad y sedimentacién con Dextran (GE Healthcare) 1,5%, de acuerdo a lo
previamente descrito (119). Los eritrocitos contaminantes fueron removidos por lisis
hipotdnica. Luego de un lavado con solucidn fisioldgica, las células (>97% de granulocitos
neutréfilos determinado por citometria de flujo) fueron resuspendidas en medio
completo: RPMI 1640 (HyClone Laboratories, Logan, UT, EEUU) suplementado con un
10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco-Invitrogen, EEUU), penicilina 100 unidades/ml y
estreptomicina 100 ug/ml (Invitrogen, EEUU).

Todas las preparaciones de neutrdfilos fueron incubadas con un anticuerpo anti-
CD14 conjugado a firoeritrina (PE, de BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU) y analizadas
mediante citometria de flujo para garantizar que la contaminacién con monocitos fuera
menor al 0,5% y que los pardametros dispersién hacia adelante y hacia los costados (FSC y

SSC) fueran compatibles con los de células no activadas (figura 5).
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Figura 5 - Caracterizacion de la poblacion de neutréfilos con la que se trabajo en la presente Tesis. El
grafico de la izquierda muestra un dot plot de los parametros FSC y SSC que exhibe una poblacion de
neutréfilos humanos altamente purificada. El gréfico de la derecha muestra un dot plot de los parametros
SSC vs. fluorescencia emitida por células que han unido un anticuerpo anti-CD14-PE. La poblacién con alta
expresién de CD14 que se encuentra encerrada con un circulo corresponde a los monocitos CD14*
contaminantes.
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Con el fin de minimizar la activacion espontdnea de los neutrdfilos, las células
fueron utilizadas inmediatamente luego de la purificacion.

Todos los materiales empleados fueron estériles y libres de endotoxinas.

Citometria de flujo

Los estudios que involucraron citometria de flujo fueron realizados empleando un
citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson). La informacion recolectada fue analizada

utilizando el software FlowlJo, Tree Star Inc.

Lineas celulares

En el presente trabajo se utilizaron las lineas mielociticas humanas PLB-985, la
misma linea knockout (KO) para la subunidad gp91°"* de la enzima NADPH oxidasa (PLB
3.3, a la que nos referiremos como PLB-KO) y la linea recuperada con una copia funcional
del gen (PLB 3.3/01WTPEFpac-HA91WT, a la que denominaremos PLB-91). La linea PLB-
KO posee el locus correspondiente a la subunidad gp91ph°x de la NADPH oxidasa
interrumpido por recombinacién homadloga. Estas células son incapaces de sintetizar la
proteina, por lo que los neutrdfilos derivados de esta linea son incapaces de realizar
estallido respiratorio y constituyen un modelo in vitro de la EGC-X (120). A su vez, la
transfeccion estable del ADN copia de la gp91ph°x en las PLB-91 restablecié su capacidad
de generar O, luego de ser diferenciadas a neutrdfilos (120). Estas lineas fueron
gentilmente cedidas por la Dra. Mary C. Dinauer de la Washington University School of
Medicine, St. Louis, MO, EEUU.

Las lineas PLB fueron cultivadas en medio completo suplementado con glutamina
2 mM en una estufa humidificada a 37° Cy en una atmdsfera de CO, 5% y 95% de aire. A
la linea PLB-91 se la cultivd en el mismo medio conteniendo puromicina 1 pug/ml para
mantener la presion de seleccidn de células conteniendo el plasmido transfectado.

Para diferenciar las lineas PLB a granulocitos neutrofilos se expuso a las células en
crecimiento exponencial a dimetilfomamida (DMF) 0,5% por 5-6 dias. La diferenciacién
fue monitoreada en las tres lineas por la ganancia de la expresidon del marcador CD11b

con un anticuerpo anti-CD11b-PE (Immunothech-Beckman Coulter, Republica Checa) y
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citometria de flujo, y por la adquisicidn de la capacidad de producir de IRO en respuesta a

PMA detectada con DHR123 y citometria de flujo en células PLB-985 y PLB-91.

Determinacion de la produccion de IRO

Los neutréfilos fueron incubados a una densidad de 1,5 x106/ml en medio
completo con 10 uM dihidrorodamina 123 (DHR 123, Invitrogen) durante 5 min. Luego
fueron estimulados con los agonistas indicados e incubados durante 30 min a 37° C.
Como control positivo de la produccion de IRO se utilizd PMA 100 ng/ml. Las muestras se
transfirieron a un bafio con hielo y se analizé inmediatamente la fluorescencia en el canal

FL-1 por citometria de flujo.

Estimulacion de los neutroéfilos

Los neutrdfilos purificados de sangre periférica fueron resuspendidos en medio
completo a 5 x10°/ml. Los neutréfilos diferenciados de las lineas PLB fueron
resuspendidos en medio completo fresco sin DMF a una densidad de 2 x10°/ml.

Los neutrofilos fueron preincubados durante 30 min a 37° C con los distintos
inhibidores o sustancias a ensayar: el Ac-YVAD-CMK vy el Inhibidor | de Catepsina G fueron
adquiridos de Calbiochem (Merk, Darmstadt, Alemania); el Elafin de AnaSpec (Fremont,
CA, EEUU), la apocinina, la xantina, la butioninsulfoximida, la carbenoxolona, la
iberiotoxina, la apamina y la glibenclamida fueron de Sigma Aldrich (Saint Louis, Missouri,
CA, EEUU); la xantina oxidasa de Roche (Basilea, Suiza) y el IL-1Ra fue de Abcam
(Cambridge, Reino Unido). Luego fueron estimulados o no con LPS proveniente de
Escherichia coli cepa 0111:B4 (Sigma) 200 ng/ml por 2 h. Posteriormente se los incubd
con ATP (Sigma Aldrich) 2,5 mM o cristales de urato monosédico (MSU, Sigma Aldrich)
200 pg/ml, preparados como se describié previamente (121) y testeados para probar la
ausencia de endotoxinas, durante 4 6 16 h adicionales.

En los experimentos donde se estudié el impacto del flujo de potasio sobre la
secrecién de IL-1B se incubd a los neutréfilos en buffer HSSB (NaCl 140 mM, KCI 5 mM,
CaCl; 1,25 mM, MgCl, 0,6 mM, NaHPO4 0,3 mM, KH,PO4 0,4 mM, NaHCOs3 4,2 mM,
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glucosa 5 mM, pH 7,4) o con un buffer HSSB modificado, en donde todo el contenido de

Na’ fue reemplazado por K*, ambos con 5% SFB (122).

Evaluacion de la viabilidad celular

Para determinar la viabilidad de las células sometidas a distintos tratamientos se
utilizaron dos técnicas. En una de ellas, las células estimuladas luego de 18 h fueron
incubadas con el colorante 7-aminoactinomicina D (7-AAD, 10 pg/ml, Calbiochem), el cual
es permeable a través de las membranas de las células no viables, es decir, aquéllas que
sufrieron apoptosis o necrosis. La incorporacion de 7-AAD fue monitoreada a través de la
deteccidn de la emision de fluorescencia en el canal FL-3 por citometria de flujo. Se
observaron histogramas de 2 picos, uno de baja intensidad de fluorescencia,
correspondiente a las células que no incorporaron 7-AAD y otro de alta intensidad,
correspondiente a células no viables que si lo hicieron, sobre el cual de determiné el
porcentaje de células correspondiente.

La viabilidad de los neutréfilos a las 18 h de cultivo también fue evaluada por
microscopia de fluorescencia mediante el empleo de los agentes intercalantes naranja de
acridina y bromuro de etidio (ambos 100 pg/ml). Se contaron al menos 200 células para
determinar el porcentaje de las mismas que habia sufrido rasgos morfoldgicos de

apoptosis y necrosis.

Deteccion de la IL-1B intra- y extracelular por ELISA

Luego de la estimulacidn apropiada, los sobrenadantes de 6 6 18 h de cultivo de
neutrofilos fueron recolectados. En algunos casos, se prepararon extractos de los pellets
celulares para la deteccién de IL-1B utilizando un buffer conteniendo Tritén 0,1% e
inhibidores de proteasas (Aprotinina 100 pg/ml, Pepstatina 10 pg/ml, 10 Leupeptina
ug/ml, AEBSF 1 mM y PMSF 1 mM). En dichas muestras se determind la concentracién de
IL-1B mediante un kit de ELISA (Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas, del inglés

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) especifico para IL-1B (OptEIA, BD Biosciences).
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Inmunomarcaciones intracitoplasmaticas de IL-13 y NALP3

Los neutrdfilos estimulados fueron fijados con una solucion de paraformaldehido
(PFA) al 4% en buffer fosfato salino (PBS) toda la noche a 4° C. Luego fueron
permeabilizados utilizando buffer saponina (saponina 0,05% y BSA 0,5% en PBS para IL-1B
o suero no inmune de cabra 1% para NALP3) durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se bloquearon los grupos aldehido libres que pudieran haber resultado
del tratamiento con PFA con glicina 0,1 M durante 10 min a temperatura ambiente. Las
muestras donde se procederia a marcar NALP3 se incubaron 30 min adicionales con
buffer saponina 10% suero de cabra. Todas las incubaciones posteriores con anticuerpos
fueron realizadas con el buffer saponina correspondiente durante una hora a
temperatura ambiente. Para IL-1B, las células fueron incubadas con un anticuerpo anti-IL-
1B conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) hecho en ratén o con el control de
isotipo correspondiente (ambos de BD Biosciences). Luego fueron incubadas con un
anticuerpo anti-ratén conjugado a Alexa488 (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA,
EEUU) para incrementar la fluorescencia de las muestras positivas. Para NALP3 se incubd
con un anticuerpo anti-NALP3 hecho en conejo o con el control de isotipo
correspondiente (Epitomics, Burlingame, CA, EEUU) y luego con un anticuerpo anti-IgG de
conejo-DyLight488 hecho en cabra (Jackson Immunoresearch). Se analizé la expresidon
intracitoplasmatica de IL-18 y NALP3 por citometria de flujo y por microscopia laser
confocal (MLC). Para la MLC los neutréfilos marcados con el anticuerpo anti-IL-1B-FITC
fueron lavados con PBS e incubados con ioduro de propidio para tefiir el ADN y asi
visualizar los nucleos. Luego, fueron transferidos a un portaobjetos mediante
citocentrifugacion. Finalmente, se montaron los preparados utilizando Fluoromont

(Sigma Aldrich).

Microscopia laser confocal (MLC)

Los preparados se observaron en un microscopio confocal invertido Olympus
Fluoview (Olympus, Tokio, Japdn) equipado con un objetivo Plapon 60X/1.42. Las

imagenes fueron analizadas mediante el software Olympus FV10-ASW.
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Determinacion del porcentaje de células con caspasa-1 activada

Los neutrdfilos preincubados o no con xantina/xantina oxidasa (X/XO) fueron
tratados o no con LPS por 2 h Luego fueron estimulados o no con ATP o MSU en
presencia de un péptido inhibitorio de caspasa-1 acoplado a un derivado de la
fluoresceina llamado Flica (Immunochemistry Technologies, MN, EEUU) segln las
indicaciones del fabricante. Este reactivo se une solamente a la forma activada de la
caspasa-1. Luego de 4 h de incubacidn, los neutréfilos fueron lavados 3 veces con PBS con
albumina sérica humana al 0,5% espaciando los lavados 10 min para quitar el excedente
de reactivo. Posteriormente se detecté la emision de fluorescencia en el canal FL-1 por
citometria de flujo, determinandose el porcentaje de células con caspasa-1 activada en
condiciones basales y en respuesta a los agonistas. También se analizé la presencia de
caspasa-1 activada por MLC. Para ello, las células fueron cultivadas en cdmaras con base
de borosilicato de 170 um (Lab-Tek, Nunc, Dinamarca) tratadas con poli-L-lisina 0,01%, y
estimuladas como se detallé6 anteriormente. Luego de la incubacidon se realizd una
marcacion de superficie con un anticuerpo anti-CD11b-PE para delimitar la membrana
plasmatica de los neutrdfilos. Finalmente se fijo el preparado con PFA 4% durante la
noche a 4° C. Los neutrofilos fueron lavados, incubados con la sonda ToPro 3 (Invitrogen)

para tedir el ADN y observados al microscopio confocal.

Analisis por Western blot de IL-13 y de NALP3

Los neutrdéfilos fueron estimulados como se indica en cada caso. Para la IL-1
intracitoplasmatica y para NALP3 se obtuvieron extractos celulares totales con buffer
Laemmli (SDS 2%, glicerol 10% y cantidades traza de azul de bromofenol en Tris-HCl 62,5
mM, pH 6,8 final) con B-mercaptoetanol 5%. Para la evaluacién de IL-18 en los
sobrenadantes los neutréfilos fueron estimulados en medio con un 2% de SFB para evitar
sobrecargar de proteinas al gel en la electroforesis. Luego los sobrenadantes fueron
recuperados y preparados con buffer Laemmli B-mercaptoetanol 5% final. Todas las
muestras fueron calentadas 5 min a 95° C, corridas en geles de acrilamida al 15% en

condiciones desnaturalizantes y transferidas a membranas de PVDF.
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Para la deteccion de IL-1B, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo
dirigido contra IL-1B hecho en conejo (Cell Signaling Technology, 1:1000); para el analisis
de NALP3, con un anticuerpo anti-NALP3 hecho en conejo (Epitomics, 1:1000). Las
membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
conjugado a peroxidasa de rabano hecho en cabra (BD Pharmingen, 1:4000). La unién fue
revelada empleando el reactivo ECL (Amersham Biosciences) mediante
qguimioluminiscencia y exposicion a placa radiografica. La intensidad de las bandas fue

cuantificada utilizando el programa ImageQuant.

Analisis estadistico

La significacion estadistica de los resultados obtenidos en los estudios de esta
tesis fue determinada mediante la prueba de Friedmann y posttest de Dunns. También se
utilizé para el analisis la prueba no paramétrica pareada de Wilcoxon. Se definid la

significancia estadistica como p < 0,05.
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Los neutrofilos humanos producen y secretan IL-13 cuando son
estimulados con LPS o MSU, e incrementan la secrecidon de la misma
cuando son tratados primero con LPS y luego estimulados con ATP o
MSU

Estudios previos demostraron que los neutréfilos producen IL-18 (123, 124). No
obstante, la relevancia de esta produccién fue minimizada dentro de la comunidad
cientifica por la posibilidad de que fueran los monocitos contaminantes en las muestras
de neutrofilos los responsables de los niveles de IL-1pB detectados. Por otra parte, como
sefalamos en la Introduccién, diversos grupos de investigacién han sostenido que los
neutréfilos contribuyen a la generacién de IL-1B activa a través de la liberacién de
enzimas como la elastasa, la catepsina G y la proteinasa 3, que serian responsables del
procesamiento de la prolL-1B en forma extracelular en los sitios de inflamacién. Sin
embargo, estos estudios no han establecido claramente que fueran los neutroéfilos las

células responsables de la sintesis de la prolL-1pB (59, 125).

Con el conocimiento adquirido en afos recientes sobre la relevancia del
inflamasoma en el mecanismo que conduce a la activacién de la caspasa-1 consideramos
necesario realizar investigaciones para establecer inequivocamente si los neutrdfilos
humanos son capaces de producir y liberar la forma activa de la IL-1B y para determinar

cudl es el mecanismo implicado en su liberacién.

Como mencionamos en la Introduccion, la secrecién de IL-1B requiere de la
induccion del gen de prolL-1B y del procesamiento de esta proforma para generar una
molécula con actividad bioldgica (figura 2). Numerosos modelos experimentales
demostraron que el LPS, un agonista del TLR4 (126), es un potente activador de NF-kB, el
cual promueve la transcripcién de diversos genes proinflamatorios, incluido el de la prolL-
1B (127). Por otro lado, los cristales de MSU fueron propuestos como una sefal de dafio
generada en microambientes extracelulares por la nucleacion del dcido Urico liberado por
células que estdn muriendo o por células sometidas a estrés (128). A su vez, los cristales
de MSU se encuentran depositados en las articulaciones de pacientes con gota,

ocasionando inflamacién aguda y cronica, y constituyendo el agente etioldgico de la
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enfermedad (121, 129, 130). Trabajos previos sefialaron que el ATP puede ser liberado de
células dafiadas en sitios de inflamacidon (131). Asimismo, el ATP es liberado por
plaquetas activadas o por monocitos y neutrdfilos estimulados con agonistas de distintos
RRP (132-135). Estos antecedentes nos condujeron a emplear a este conjunto de
agonistas con el objeto de evaluar su capacidad de inducir la secrecién de IL-1f por los
neutrofilos. Para ello, cultivamos a los neutréfilos en ausencia o presencia de LPS durante
2 h y luego los estimulamos o no con ATP o MSU por 16 h adicionales. Posteriormente
determinamos la concentracion de IL-13 en los sobrenadantes de cultivo por ELISA. Como
puede observarse en la figura 6A, tanto el LPS como el MSU lograron per se estimular la
liberacion de IL-1B. A su vez, la combinacion de ambos agonistas incremento
marcadamente dicha liberacién. El ATP en cambio fue incapaz por si mismo de estimular
la liberacion de IL-1pB. Sin embargo, en neutréfilos pretratados con LPS, el ATP estimuld la
secrecidon de niveles superiores a los inducidos solamente por el LPS. Estos resultados
indicaron que en neutrdfilos el LPS no sélo es capaz de inducir la sintesis de IL-1f sino
también disparar su liberacion, al tiempo que sefialaron que el MSU es también capaz, en

ausencia de primado con LPS, de inducir la sintesis de la prolL-1.
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Figura 6 - Secrecion de IL-1 por neutréfilos humanos. Los neutréfilos fueron incubados con o sin LPS
200 ng/ml por 2 h y luego cultivados por 16 h en ausencia o presencia de ATP 2,5 mM o MSU 200 ug/ml.
Posteriormente se recuperaron los sobrenadantes de cultivo y se determinaron las concentraciones de IL-1f
por ELISA (A) o la presencia de sefiales de la prolL-1f y la IL-13 madura por Western blot (B). (A) Las
barras representan las medias + ES de 10 experimentos, * p<0,05. (B) Se muestra un Western blot
representativo de 4 realizados.
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Los anticuerpos de captura de los kits comerciales de ELISA para IL-1 (incluyendo
el empleado por nosotros) son generados inmunizando ratones con un péptido presente
en la IL-13 madura y que muy probablemente es compartido por la prolL-1f. Este hecho
no es explicitado por las empresas que comercializan estos kits ni tampoco es
evidenciado en la mayor parte de la literatura. No obstante, cabria la posibilidad de que
al evaluar por ELISA la IL-1f3 en el sobrenadante de cultivo estuviéramos detectando tanto
a la prolL-1B como a la IL-1f procesada. Para descartar esta posibilidad realizamos
ensayos de Western blot de los sobrenadantes de cultivo de neutréfilos estimuladas o no,
utilizando un anticuerpo capaz de reconocer a la prolL-1f y a la forma madura. Estos
ensayos indicaron que la forma procesada de la IL-13 de 17 kDa es la que se encuentra
mayoritariamente presente en el sobrenadante de cultivo de neutrdéfilos estimulados
(figura 6B). Merece destacarse que en algunos experimentos se detectd la presencia de
una banda muy tenue cuyo peso molecular podria corresponder a la proforma de 31 kDa,

sin embargo, en la mayoria de nuestros ensayos la misma no fue evidenciada.

A fin de descartar la posibilidad de que el pequefio nimero de monocitos que
pudiera estar presente en nuestras muestras de neutrofilos purificados fuese responsable
de la IL-1B detectada en los sobrenadantes de cultivo, realizamos experimentos en los
que los neutrofilos aislados fueron contaminados con distintas proporciones de
monocitos y luego estimulados con los agonistas mencionados. Los resultados obtenidos
indicaron que la presencia de hasta 0,5% de monocitos en la preparacidon de neutroéfilos
no modificd los niveles de IL-1p detectada en los sobrenadantes luego de la estimulacion
(datos no mostrados). En base a estos hallazgos, en todos los estudios realizados en
adelante se emplearon preparaciones de neutréfilos conteniendo menos del 0,5% de

monocitos.

Con el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo para la deteccidén de IL-1B en los
sobrenadantes de cultivo en respuesta a los agonistas utilizados en este trabajo,
evaluamos la produccion y liberacion de IL-1B por neutrdfilos a las 6 y 18 h
postestimulacién (cultivo overnight). Para ello, transcurrida la incubacidon recuperamos

los sobrenadantes de cultivo y con los pellets obtuvimos lisados celulares totales. Luego
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determinamos por ELISA la concentracién de IL-13 en el medio extracelular

(sobrenadantes) y el contenido de IL-1f3 intracelular (extractos celulares).
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Figura 7 - Produccion y liberacion de IL-18 por los neutréfilos humanos a distintos tiempos post-
estimulacion. Los neutrdfilos fueron estimulados o no con LPS 200 ng/ml y luego de 2 h cultivados en
presencia 0 ausencia de ATP 2,5 mM o MSU 200 pg/ml durante 4 o 16 h adicionales (6 6 18 h totales),
Luego, se recuperaron los sobrenadantes de cultivo, se prepararon extractos celulares totales, y se
determind en ellos la presencia de IL-1B por ELISA. Las barras representan las medias + ES de 5
experimentos.

Como puede observarse en la figura 7A, la induccién de la sintesis de la IL-1B por
el LPS ocurre tempranamente, dado que a las 6 h luego de la estimulacién se detecté una
cantidad considerable de IL-1B dentro de las células. No obstante, se observaron
diferencias en la cinética de secrecidn de IL-1p dependiendo del agonista (figura 7B). La
secrecién inducida por LPS empleado como Unico agonista fue mdxima a las 18 h
postestimulacidn. Por el contrario, la adicién de ATP a neutréfilos pretratados con LPS
indujo liberacién de IL-1B en forma mds temprana, dado que a las 6 h postestimulacion se
detecté en el medio extracelular practicamente el mismo tenor de IL-13 que a las 18 h. En
este caso, el contenido de IL-13 fue menor a los 18 hs de cultivo, aunque este descenso
no se tradujo en un aumento de la IL-13 detectada en el sobrenadante, hecho que podria
ser explicado si frente a estos estimulos, parte de la IL-1f sintetizada fuese degradada
intracelularmente antes de poder ser liberada. La cantidad de IL-1pB liberada en respuesta

al LPS+MSU aumentd significativamente luego de 18 h de estimulacion respecto de la
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observada a las 6 h. En base a estos resultados, los estudios subsiguientes que
involucraron la evaluacién de la presencia de IL-1B en los sobrenadantes de cultivo
fueron realizados estimulando a los neutrofilos por 18 h, mientras que los ensayos en los
que se evalud la presencia de IL-1B intracelular fueron realizados luego de 6 horas de

estimulacion.

Para confirmar inequivocamente que los neutrofilos fueran la fuente de la IL-18
detectada por ELISA y Western blot, se realizé una inmunomarcacién intracitoplasmatica
de la citoquina y se reveld la presencia de células productoras mediante citometria de
flujo y MLC (figura 8). La figura 8A muestra la expresion de IL-1B en la poblaciéon con
pardmetros FSC y SSC compatibles con los de células polimorfonucleares. El incremento
en la expresion de IL-1B en respuesta a la estimulacion de los neutréfilos con los
agonistas fue observado consistentemente en experimentos independientes. Por otro
lado, la examinacion de las muestras por MLC indicd que las células positivas para IL-1B
presentaban nucleos polilobulados caracteristicos de granulocitos neutréfilos, ratificando

gue los neutrofilos son las células productoras de IL-1B en nuestro sistema (Figura 8B).
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LPS + ATP

Figura 8 - Los granulocitos neutrdfilos constituyen la fuente de IL-1B dentro de la poblacién de
neutrdfilos purificados. Los neutréfilos fueron preestimulados con LPS 200 ng/ml o vehiculo por 2 h y luego
cultivados durante 4 h en ausencia o presencia de ATP 2,5 mM. Las células fueron fijadas, permeabilizadas
e incubadas con un anticuerpo anti-IL-18-FITC hecho en raton (A) o con un anticuerpo anti-IL-18-FITC hecho
en raton y luego con un anticuerpo anti-lgG de ratén-conjugado a DyLight 488 (B). La expresion de IL-1 fue
determinada (A) por citometria de flujo en la region correspondiente a células con pardmetros FSC y SSC
compatibles con los de células polimorfonucleares o (B) por MLC, previa tincion con ioduro de propidio para
la visualizacion de los nucleos. Puede observarse la forma caracteristica del nucleo de los neutréfilos (en
rojo) y la presencia de la IL-1B en el citoplasma (en verde). La barra blanca representa 10 um. Los graficos
(A) y las imé&genes (B) son representativos de 3 experimentos realizados.

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos con neutréfilos aislados de
sangre periférica de dadores sanos, realizamos experimentos adicionales empleando la
linea celular PLB-985. Esta linea es un clon derivado de la linea HL-60, que a su vez
proviene de una leucemia mieloide aguda humana. Estas células fueron diferenciadas a
neutrdéfilos por cultivo en presencia de 0,5% DMF durante 5 dias (136) y en adelante
seran denominadas neutrofilos PLB-985. Los neutréfilos PLB-985 fueron cultivados en

ausencia o presencia de LPS y en combinacién con ATP o MSU. Como puede observarse
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en la figura 9, los neutrdfilos PLB-985 liberaron IL-1B en respuesta al LPS+MSU y en
menor medida frente a LPS y a LPS+ATP. Estos resultados corroboran la capacidad de los

neutrofilos de liberar esta citoquina.
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Figura 9 - Secrecion de IL-18 por neutréfilos diferenciados a partir de la linea PLB-985. Los neutréfilos
PLB-985 fueron incubados en ausencia o presencia de LPS 200 ng/ml por 2 h'y luego cultivados por 16 h en
ausencia o presencia de ATP 2,5 mM o MSU 200 pg/ml. Posteriormente los sobrenadantes de cultivo fueron
recuperados y las concentraciones de IL-1B fueron determinadas por ELISA. Las barras representan las
medias £ ES de 6 experimentos.

La liberacion de IL-18 por neutrofilos involucra la participacion de

caspasa-1

Estudios previos demostraron la expresién de caspasa-1 en neutréfilos humanos
(101). Debido a la controversia mencionada en la Introduccién sobre los mecanismos
implicados en el procesamiento de la prolL-1 por el neutréfilo (57, 64, 91, 92, 101, 107),
nuestro siguiente objetivo consistio6 en determinar si la caspasa-1 se encuentra
involucrada en la liberacion de IL-1B8 por neutréfilos estimulados con LPS y en
combinacion con estimulos inflamatorios estériles. Con este fin, pretratamos a los
neutrofilos con el péptido inhibidor de caspasa-1 Ac-YVAD-CMK, cuya accién es especifica
e irreversible, y luego determinamos la liberacién de IL-13 al sobrenadante de cultivo en

respuesta a la estimulacion. Como se muestra en la figura 10A, la liberacién de IL-1B
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estimulada por el MSU, el LPS, el LPS+ATP y el LPS+MSU disminuyé significativamente en
presencia del inhibidor. Obtuvimos resultados similares al utilizar el inhibidor de caspasa-

1 Ac-YVAD-AOM (resultados no mostrados).

La inhibicién de la secrecion de IL-1P por Ac-YVAD-CMK también fue observada en
neutréfilos PLB-985 (figura 10B). Estos resultados sugieren que la caspasa-1 se encuentra
involucrada en el mecanismo que conduce a la secrecion de IL-1B por neutréfilos. Sin
embargo, la inhibicién mediada por Ac-YVAD-CMK no fue completa, por lo que estos
resultados no excluyen la posibilidad de que en paralelo puedan operar mecanismos

independientes de caspasa-1.
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Figura 10 - El péptido inhibidor especifico de caspasa-1 Ac-YVAD-CMK inhibe la liberacion de IL-18
por los neutréfilos. Los neutrdfilos obtenidos de sangre periférica (A) o neutréfilos PLB-985 (B) fueron
pretratados con Ac-YVAD-CMK (N-Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-CMK, 50 uM) durante 30 min y estimulados o no con
LPS por 2 h. Luego fueron cultivados en ausencia o presencia de ATP o MSU durante 16 h. Posteriormente
se recuperaron los sobrenadantes de cultivo y se determiné en ellos la concentracion de IL-18 por ELISA.
Las barras representan la media £ ES de 10 y de 4 experimentos (A y B, respectivamente), * p<0,05.

Con el fin de confirmar la activacién de la caspasa-1 en respuesta a la estimulacion
con los agonistas mencionados, realizamos experimentos adicionales empleando el
mismo péptido inhibitorio de caspasa-1 utilizado anteriormente, pero en este caso
acoplado a un fluréforo derivado de la fluoresceina (FAM-YVAD-FMK, llamado Flica por

Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspase). Este reactivo se une irreversiblemente sélo a la
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forma activa de la caspasa-1, permitiendo identificar por citometria de flujo o MLC a la
poblacidn celular en la que la enzima se encuentra activada. Como muestran las figuras
11A y 11B, el LPS per se indujo un aumento en el porcentaje de células con caspasa-1
activa, el cual fue levemente incrementado por la estimulacién adicional de los
neutrofilos con ATP. No obstante, como se observa en la figura 11A, la intensidad de
fluorescencia exhibida por las células estimuladas con LPS+ATP fue mayor a la emitida por
las células estimuladas soélo con LPS, sugiriendo que como consecuencia de la
estimulacion con ATP, estas células presentan mayor contenido de caspasa-1 activa. La
estimulacién con LPS en combinacién con MSU incrementd marcadamente la activacién
de la caspasa-1. En la figura 11C puede observarse en el citoplasma de los neutrodfilos la
presencia de caspasa-1 activa en forma de focos, tal como fuera reportado en otros tipos
celulares (137). En conjunto, estos hallazgos son consistentes con la capacidad de los
agonistas ensayados de inducir la liberaciéon de IL-13 a través de un mecanismo que

involucra a la caspasa-1.
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c Basal

LPS+ATP LPS+MSU

Figura 11 - La secrecion de IL-1B en los neutréfilos involucra la participacion de la caspasa-1. Los
neutrdfilos fueron pretratados o no con LPS por 2 h y luego cultivados 4 h en ausencia o presencia de ATP o
MSU conjuntamente con la sonda Flica, la cual se une irreversiblemente a la caspasa-1 activada y se
encuentra acoplada a un fluoréforo derivado de la fluoresceina. (A) Dot plots correspondientes a un
experimento representativo de 8 realizados. (B) Porcentaje de células con caspasa-1 activada determinado
por citometria de flujo. Las barras representan la media + ES de 8 experimentos, * p<0,05. (C) Imagenes
obtenidas por MLC de neutréfilos sin estimular o tratados con LPS, LPS+ATP o LPS+MSU en presencia de
la sonda Flica y marcados ademas con un anticuerpo anti-CD11b conjugado a ficoeritrina con el fin de definir
el contorno celular y con ToPro3 para visualizar el ADN. Las micrografias son representativas de 3
experimentos realizados.

Participacion de las proteasas del neutrdfilo en la secreciéon de IL-1[3

Estudios previos realizados en macrofagos demostraron que ciertas proteasas
intracelulares se encuentran implicadas en la activacion del inflamasoma NALP3 (83).
Estimulos como los cristales de silice y de aluminio ocasionan la desestabilizacidon de
lisosomas y la consecuente liberacion de proteasas al citoplasma, las cuales conducirian a
la activacién de NALP3, la formacién del inflamasoma y la activacidon de la caspasa-1.
Estos estudios adjudicaron a la cisteinproteasa catepsina B la capacidad de inducir la
activacion de caspasa-1 en macréfagos (83). Los neutréfilos no expresan catepsina B, sin
embargo, poseen en sus granulos un alto contenido de otras serinproteasas como la
catepsina G, la elastasa y la PR3. Estas proteasas podrian mediar al procesamiento

intracelular de la prolL-1f3, ya sea en forma directa o bien a través de la activacion del
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inflamasoma NALP3. Con el objeto de determinar si estas enzimas participan en el
mecanismo que conduce a la liberacidn de IL-1B por neutrdfilos, evaluamos el impacto de
inhibidores especificos y permeables de la mismas sobre el contenido de IL-1
extracelular. Como se muestra en la figura 12A, el pretratamiento de neutréfilos con un
inhibidor especifico de catepsina G no modificé significativamente los niveles de IL-1
detectada en los sobrenadantes en respuesta a ninguno de los agonistas empleados,
desestimando la posibilidad de que esta proteasa se encuentre involucrada en el
mecanismo intracelular que conduce a su liberacién. Por el contrario, la preincubacion de
neutrofilos con Elafin, un inhibidor especifico y permeable de elastasa y PR3, disminuyd
los niveles de IL-1B en los sobrenadantes de cultivo de neutrofilos estimulados con LPS
s6lo o en combinacién con ATP o MSU (figura 12B). Estos resultados sugieren que la PR3
y/o la elastasa se encuentran involucradas en un mecanismo intracelular que conduce a
la liberacién de IL-1B. Nosotros llegamos a esta conclusidon sobre la base del conocimiento
de que anticuerpo de captura del ELISA puede reconocer tanto a la proforma como a la
IL-1B madura. Por lo tanto, si las serinproteasas ejercieran su actividad sobre prollL-1
extracelular, no se habria evidenciado una disminucidn en la cantidad de IL-1 detectada
en el sobrenadante en los ELISA, ya que tanto la prolL-1B como la IL-1B activa son

detectadas en dichos ensayos.
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Figura 12 - Participacion de serinproteasas del neutréfilo en el mecanismo que lleva al

procesamiento de la prolL-1B. Los neutrdfilos fueron preincubados con vehiculo, con el inhibidor
permeable | de catepsina G (10uM) (A) o con Elafin (10uM) (B) durante 30 min. Luego fueron cultivados en
presencia o ausencia de LPS durante 2 h. Posteriormente fueron estimulados o no con ATP o MSU durante
16 h y la IL-1B secretada a los sobrenadantes de cultivo fue determinada por ELISA. Las barras representan
la media + ES de 4 (A) y 6 (B) experimentos, * p<0,05.
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Cuando los neutrdfilos fueron estimulados con MSU y mas aun cuando fueron
pretratados con LPS y luego estimulados con MSU, observamos la presencia de agregados
celulares que sugerian la formacion de NETs. Nosotros confirmamos por microscopia
confocal la presencia de las mismas (datos no mostrados), sugiriendo que en parte la IL-
1B detectada en los sobrenadantes de neutrdfilos estimulados con MSU podria ser
liberada en forma inespecifica cuando las células sufren NETosis. Esto podria explicar por
qué tanto el inhibidor de caspasa-1 como el Elafin redujeron en menor proporcion la
cantidad de IL-1B detectada en sobrenadantes de neutrdfilos estimulados con LPS+MSU

gue lo que lo hicieron frente a la estimulacién con LPS o LPS+ATP.

Teniendo en cuenta que la liberacion de IL-1B inducida por MSU podia
encontrarse influenciada por la ruptura celular por NETosis, decidimos continuar nuestros
estudios sobre los mecanismos de controlan la secrecidon de IL-18 por neutréfilos
empleando como agonistas al LPS y al LPS+ATP. Cabe aclarar que, la estimulacién con LPS
o LPS+ATP no disminuyd la viabilidad de los neutrdfilos (figura 13), sino que, por el
contrario, aumentd su sobrevida, como era esperado en funcién del rol antiapoptoético
ampliamente descripto para el LPS y el ATP en el neutréfilo (138, 139). En la mayor parte
de los experimentos subsiguientes, el ATP sélo no fue empleado como agonista debido a
que no induce per se la sintesis de la prolL-1p y en consecuencia es incapaz de inducir la

secrecion de IL-1.
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Figura 13 - Evaluacion de la viabilidad de los neutréfilos estimulados con LPS y con LPS+ATP. Los
neutréfilos fueron estimulados o no con LPS por 2 h y luego incubados o no con ATP por 16 h.
Posteriormente, las células fueron incubadas con 7-aminoactinomicina D (7AAD) y el porcentaje de células
que incorpd el colorante (no viables) fue determinado por citometria de flujo. Las barras representan la media
+ ES de 4 experimentos, *p<0,05.
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Los IRO producidos por la NADPH oxidasa son requeridos para la

liberacion de IL-1B por los neutrofilos

Como mencionamos en la Introduccion, los neutroéfilos constituyen los leucocitos
con capacidad de producir los mayores niveles de IRO. Esta capacidad es consecuencia de
la activacion de la enzima NADPH oxidasa que cataliza la reduccion univalente del
oxigeno molecular para generar anion superéxido. Se ha demostrado que numerosos
estimulos son capaces de estimular la produccidon de IRO por los neutrdfilos. Por este
motivo, y considerando las controversias planteadas en la literatura respecto del rol de
los IRO en los mecanismos que conducen a la secrecion de IL-1 en otros tipos celulares,
decidimos investigar el papel que cumplen los mismos en la liberacién de IL-1B por
neutrdfilos. Con este objetivo, en primer lugar evaluamos la capacidad de liberar IL-1B de
los neutréfilos de pacientes con ECG-X deficientes en gp91ph°", cuyos fagocitos carecen
completamente de actividad NADPH oxidasa (17). Como muestra la figura 14, la
liberacion de IL-1B por neutrdfilos ECG-X se encontrd fuertemente disminuida en
comparacion a la exhibida por neutréfilos de donantes sanos. Estos resultados
demuestran que los IRO producidos a expensas de la activacion de la NADPH oxidasa

cumplen un rol no redundante en el mecanismo que conduce a la liberacién de IL-1pB.
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Figura 14 - Secrecion de IL-1B por neutréfilos de pacientes con EGC-X y de dadores sanos. Los
neutrdfilos fueron preincubados o no con LPS por 2 h'y luego estimulados con vehiculo o ATP durante 16 h.
Posteriormente la concentracion de IL-B liberada al sobrenadante fue determinada por ELISA. Las barras
representan la media £ ES de los niveles de IL-1B liberados por neutréfilos de 5 pacientes EGC-X y de 5
dadores sanos, *p<0,05 vs igual estimulo en dadores sanos.
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Para corroborar el rol de los IRO en la secrecién de IL-13, evaluamos el efecto del
agregado de apocinina, un inhibidor especifico de la NADPH oxidasa de los fagocitos,
sobre la liberacion de IL-1B (140, 141). Al preincubar a los neutrdfilos provenientes de
dadores sanos con esta droga, la liberacién de IL-1B fue inhibida significativamente
(figura 15). Cabe aclarar que la viabilidad celular evaluada por citometria de flujo con el
colorante 7-AAD no resulté afectada por el tratamiento con apocinina (datos no

mostrados).
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Figura 15 - La apocinina, un inhibidor especifico de la NADPH oxidasa, inhibe la liberacion de IL-18
por neutréfilos humanos. Los neutréfilos fueron pretratados con apocinina 0,1 mM durante 30 min,
cultivados en ausencia o presencia de LPS por 2 h y luego estimulados o no con ATP por 16 h.
Posteriormente la concentracion de IL-1B en los sobrenadantes de cultivo fue determinada por ELISA. Las
barras representan la media + ES de 8 experimentos.

Dado que estos experimentos fueron realizados cultivando a los neutréfilos 2 h en
presencia de LPS y luego estimulados con ATP, y teniendo en cuenta que el LPS es capaz
per se de inducir la secrecidn de IL-1[3, nosotros razonamos que los IRO requeridos para la
liberacién de IL-13 deberian estar siendo inducidos por el LPS. Para corroborar esta
presuncién, determinamos la produccién de IRO en respuesta a LPS, empleando DHR-123
y citometria de flujo. Como puede observarse en la figura 16, el LPS estimulé en forma

leve pero consistente la produccion de IRO por neutrdfilos.

61



Resultados

basal LPS PMA

500 4
400 |
300 4 1

4% f 9% _ 84%

200 1 Fl i

Numero de células

100 41 | = =

0 adid e Ak ey T T et ey : TR e

0 1

DHR

v

Figura 16. El LPS estimula la produccion de IRO en los neutrdfilos. Los neutréfilos fueron cargados con
DHR-123 y luego estimulados con LPS durante 30 min. Posteriormente se determind por citometria de flujo
la fluorescencia emitida por la rodamina generada tras la oxidacion de la DHR-123 por los IRO. Como control
positivo se determin6 en paralelo la respuesta inducida por una alta concentracién de PMA (100 ng/ml), el
agonista mas potente conocido de la produccién de IRO por neutrdfilos. La figura muestra un experimento
representativo de 5 realizados.

Con el fin de confirmar los hallazgos realizados con los neutréfilos de pacientes
ECG-X que indicaron que los IRO son requeridos para la liberacién de IL-1B, realizamos
experimentos adicionales empleando neutréfilos diferenciados de la linea PLB-985,
neutrdfilos diferenciados a partir de una linea PLB-985 en la cual el gen de la subunidad
gp91°"°* de la NADPH oxidasa ha sido eliminado (PLB knockout; PLB-KO) y neutrdfilos
diferenciados a partir de una linea PLB-985 knockout recuperada con una copia funcional
del gen de la gp91°"™* (PLB-91). En acuerdo con los resultados obtenidos con los
neutrdéfilos de pacientes ECG-X, al ser estimulados con LPS en combinacion con ATP los
neutrofilos PLB-KO liberaron niveles marcadamente menores de IL-B que los neutréfilos
PLB-985 (figura 17). Los neutréfilos PLB-91, por el contrario, secretaron niveles de IL-1f3

similares a los neutrdfilos PLB-985 al ser estimulados con LPS+ATP.
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Figura 17 - Liberacion de IL-1f por neutréfilos diferenciados de las lineas PLB-985, PLB-KO y PLB-91.
Las distintas lineas fueron diferenciadas a neutréfilos por cultivo durante 5 dias en presencia de DMF. Luego
fueron incubadas con LPS por 2 h y estimuladas 16 h adicionales con ATP. Posteriormente, los
sobrenadantes fueron colectados y la concentracion de IL-1p fue determinada por ELISA. Las barras
representan la media + ES de 4 experimentos, *p<0,05 vs igual estimulo en neutréfilos PLB-985.

Los resultados obtenidos indicaron que tanto los neutrofilos de los pacientes con
EGC-X como los neutréfilos PLB-KO liberaron cantidades muy reducidas de IL-1B en
respuesta a LPS y LPS+ATP respecto de sus contrapartes con una NADPH oxidasa
funcional (figuras 14 y 17). Dada la compleja regulacién de la secrecién de IL-1B
pormenorizada en la Introduccidn, esta menor capacidad de secretar IL-1B podria
deberse a una menor sintesis del precursor, a una menor capacidad de procesamiento de

la prolL-1f3 o a un defecto en la secrecién de la IL-13 madura.

Para dilucidar este aspecto, evaluamos la expresién intracitoplasmatica de IL-1B
en neutrofilos PLB-985 y PLB-KO. Como puede observarse, el contenido
intracitoplasmatico de IL-18 en los neutréfilos PLB-KO estimulados con todos los
agonistas fue mayor que el detectado en neutréfilos PLB-985 (figura 18). Estos resultados
indicaron que la deficiencia en la NADPH oxidasa no afecta la capacidad de las células de
sintetizar la prolL-1p y son consistentes con la hipdtesis de que las células incapaces de

producir IRO presentan un defecto en el procesamiento y/o la secrecion de IL-1p.
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Figura 18 - Los neutrofilos PLB-KO estimulados poseen un mayor contenido de IL-1B
intracitoplasmatico que los neutréfilos PLB-985. Los neutréfilos PLB-985 y PLB-KO fueron tratados 2 hs
con LPS y estimulados con ATP por 4 h adicionales. Luego fueron fijados y la IL-1p intracitoplasmatica fue
detectada por inmunomarcacién y citometria de flujo. Los gréficos corresponden a dot plots de granularidad
(SSC-H) vs expresién de IL-1B. Los cuadrantes fueron definidos en funcion al control de isotipo. Los
porcentajes indicados pertenecen al cuadrante superior derecho de cada dot plot. Se muestra un
experimento representativo de 3 realizados.

Como ya hemos mencionado, la literatura refiere que el procesamiento de la
prolL-1B se encuentra acoplado a su secrecion (98), por lo tanto nosotros razonamos que
la IL-1B intracitoplasmdtica detectada corresponderia a la proforma de la citoquina y
pensamos que los IRO deberian ser requeridos para activar al inflamasoma y en
consecuencia para activar el procesamiento de la proll-1B via caspasa-1. Estudios
recientes realizados en macroéfagos murinos indicaron que los IRO producidos por el
priming con LPS son indispensables para inducir la expresion de NALP3 vy
consecuentemente para la activaciéon de la caspasa-1 y secrecidon de IL-1 en dichas
células (142). Los autores sefialaron que en macroéfagos la activacién del inflamasoma
requiere de los IRO porque NALP3 es expresado a niveles limitantes. Nosotros
hipotetizamos que los IRO producidos por la NADPH oxidasa serian requeridos para la
secrecion de IL-1p por neutrdfilos porque serian necesarios para inducir/incrementar la

expresion de NALP3 en neutréfilos (142, 143). Para testear esta hipdtesis, determinamos
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la expresion de NALP3 por inmunomarcacion intracitoplasmatica y citometria de flujo en
neutrdfilos estimulados o no con LPS. Aun cuando la estimulacion con LPS indujo un sutil
incremento en la expresion de NALP3 (figura 19), las leves diferencias en el nivel de
expresion de esta molécula por accidon del LPS sugieren que la estimulacién de la
secrecion de IL-1 por accion de los IRO no se debe a un efecto inductor de la expresion
de NALP3. Esta conclusidon es sustentada ademas por la observacion indicando que los
neutrofilos PLB-KO expresaron niveles basales de NALP3 mayores a los exhibidos por
neutrofilos PLB-985 y casi un orden de magnitud superiores a los de los neutréfilos
primarios y a pesar de ello, exhibieron una secreciéon de IL-1B defectuosa al ser

estimulados con los agonistas (figura 19).
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Figura 19 - El efecto promotor de la liberacién de IL-1B de los IRO no seria ejercido a través de la
induccion de NALP3. (A) Los neutréfilos primarios estimulados o no durante 4 h con LPS (grafico superior)
y los neutréfilos PLB-985 y PLB-KO sin estimular (gréfico inferior), fueron fijados y la expresion de NALP3 fue
determinada por inmunomarcacion intracitoplasmatica y citometria de flujo. Los graficos son representativos
de 3 experimentos realizados. (B) Los neutrdfilos primarios fueron estimulados o no durante 4 h con LPS'y
luego se obtuvieron lisados celulares totales. Se analizé por Western blot la presencia de NALP3. Se
muestra un experimento representativo de 2 realizados.
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Con el fin de determinar si los IRO son requeridos para disparar la activacién del
inflamasoma, evaluamos la activacion de caspasa-1 en los neutréfilos PLB-KO.
Sorprendentemente, estas células no sélo fueron capaces de activar a la caspasa-1 sino
gue ademas, exhibieron mayores niveles de activacién que las PLB-985 (figura 20). Estos
resultados indicaron que células incapaces de producir IRO por la NADPH oxidasa son
todavia capaces de inducir la activacion de caspasa-1. En acuerdo con estos hallazgos,
observamos en ensayos de Western blot de lisados celulares totales, que los neutrofilos
PLB-KO al igual que los PLB-985, contuvieron principalmente la isoforma activa de la IL-13
(Figura 19B). Estos resultados indicaron que la deficiencia en la NADPH oxidasa no afecta
al procesamiento de la prolL-13. En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que en
neutrdfilos los IRO no son necesarios para inducir la activacién del inflamasoma pero son
requeridos para activar un mecanismo involucrado en la liberacién de la citoquina

madura de la célula.
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Figura 20. En neutréfilos deficientes en la NADPH oxidasa la caspasa-1 es funcional y el
procesamiento de la IL-1p no se encuentra afectado. Los neutréfilos PLB-985 y PLB-KO fueron
incubados por 2 h con LPS y luego estimulados o no con ATP en presencia de Flica (en el caso de
A). Luego de 4 h se determiné el porcentaje de células con caspasa-1 activa por citometria de flujo
(A) o se obtuvieron extractos proteicos totales que fueron analizados por Western blot para detectar
la presencia de IL-1B (B). Se muestran experimentos representativos de 3 realizados.

Dado que luego de la estimulacion de los neutréfilos PLB-KO con LPS y LPS+ATP,

estas células exhibieron IL-13 madura en su interior (figura 18), nosotros razonamos que
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el agregado exogeno de IRO luego de la estimulacidn con los agonistas podria activar el
mecanismo de liberaciéon regulado por IRO, contribuyendo a secretar la IL-13 activa. Con
el fin de evaluar esta posibilidad, realizamos experimentos adicionales en los que luego
de estimular a los neutréfilos PLB-KO durante 6 h con los agonistas se incorporo al cultivo
el sistema generador de O, compuesto por la enzima xantina oxidasa y su sustrato, la
xantina (X/X0). Tal como esperabamos, el agregado de anién superdxido incremento
marcadamente la secrecidn de IL-13 por estas células (figura 21). Obtuvimos resultados
similares con neutréfilos PLB-985 (datos no mostrados). En conjunto nuestros hallazgos
evidencian la existencia de un paso regulado positivamente por IRO nunca antes

descripto, involucrado en la secrecién de la IL-1f activa.
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Figura 21 - El agregado de O a los neutrdfilos deficientes en la NADPH oxidasa luego de su
estimulacion aumenta su capacidad de liberar IL-1p. Los neutrofilos PLB-KO fueron estimulados
ono 2 hconLPSyluego 4 h con ATP. Luego se les agregd el sistema generador de Oy xantina 0,75
mM y xantina oxidasa 1 U/ul (X/XO ten). Las células se cultivaron por 12 horas adicionales y finalmente
se recuperaron los sobrenadantes y se determiné la presencia de IL-1B por ELISA. Las barras
representan la media + ES de 4 experimentos.

Los IRO también ejercen un rol regulatorio negativo sobre la liberacion

de IL-1B por neutrdfilos

En los experimentos descritos arriba, el agregado de X/XO luego de 6 h de
estimulacion con LPS o LPS+ATP nos permitié desacoplar el procesamiento de la prolL-1f3
del paso de secrecion de la forma madura regulable por IRO. Estudios previos realizados

en monocitos y macréfagos demostraron que la actividad de la caspasa-1 es regulada
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negativamente por oxidacién en cisteina (80). Teniendo en cuenta que el procesamiento
de la prolL-1 por la caspasa-1 es un evento previo al de liberacién de la forma madura
regulable positivamente por IRO, decidimos evaluar el impacto del agregado exdgeno de
anion superoéxido previo a la estimulacién de los neutréfilos. Como se observa en la figura
22A, el agregado de O; inhibid la secrecion de IL-1B por los neutrdfilos. Esta disminucion
en la liberacion de IL-1B no se debidé a una pérdida de la viabilidad celular, dado que la
incubacion con X/XO no modificé significativamente el porcentaje de células que
incorporaron 7-AAD (figura 22B). En acuerdo con la posibilidad de que los IRO ejercieran
un rol inhibitorio de la caspasa-1, el agregado de X/XO previo a la estimulacién de
neutréfilos EGC-X no modificé los niveles de IL-13 liberados a los sobrenadantes (figura

220).
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Figura 22 - El aporte exdégeno de Oy previo a la estimulacion inhibe la secrecion de IL-1f8 por
neutréfilos humanos. Los neutrdfilos de donantes sanos (A y B) o de pacientes EGC-X (C) fueron
preincubados 0 no con X/XO durante 30 min. Luego fueron incubados o no con LPS por 2 h y estimulados
con vehiculo o ATP por 16 h adicionales. Se determin6 la concentracion de IL-1B en los sobrenadantes de
cultivo por ELISA (A'y C) y la muerte celular por la incorporacion del colorante 7-AAD y citometria de flujo.
Las barras representan la media £ ES de 8, 3 y 5 experimentos para A, B y C, respectivamente.
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En concordancia con los resultados obtenidos en neutréfilos primarios, el
superodxido adicionado previo a la estimulacion con LPS o LPS+ATP, también redujo la

liberacidn de IL-1P3 por neutrdéfilos PLB-985 y PLB-KO (figura 23 Ay B).
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Figura 23 - El aporte exégeno de Oy previo a la estimulacién inhibe la secreciéon de IL-1f por
neutréfilos diferenciados de las lineas PLB-985 y PLB-KO. Los neutréfilos PLB-985 (A) o PLB-KO (B)
fueron preincubados con X/XO 1 U/ul durante 30 min. Luego fueron incubados con LPS por 2 h y
estimulados con vehiculo o ATP por 16 h adicionales. Posteriormente la concentraciéon de IL-1B en los
sobrenadantes de cultivo fue determinada por ELISA. Las barras representan la media + ES de 4
experimentos.

En conjunto, estos hallazgos podrian ser explicados si los IRO ejercieran, tal como
se postuldé previamente, un rol inhibitorio de los IRO sobre la actividad de la caspasa-1.
Para evaluar esta posibilidad, determinamos el impacto del aporte exédgeno de O, sobre
la actividad de dicha enzima monitoreada por Flica. Como se observa en la figura 24, el
porcentaje de células presentando caspasa-1 activa disminuyé cuando los neutréfilos
fueron preincubados con X/XO y luego cultivados con LPS y estimulados o no con ATP.
Estos hallazgos, en conjunto con las observaciones registradas en la figura 20 indicando
que los neutrdfilos PLB-KO incapaces de producir IRO, exhibieron un mayor porcentaje de
células con caspasa-1 activa que los PLB-985, sugieren que los IRO regulan negativamente

la actividad de la caspasa-1.
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Figura 24 - Efecto del agregado de Oy en la activacion de caspasa-1 en neutrdfilos estimulados. Los
neutréfilos fueron preincubados con X/XO durante 30 min y luego estimulados con LPS durante 2 h.
Posteriormente fueron cultivados en presencia o ausencia de ATP y el reactivo Flica por 4 h adicionales, tras
las cuales se determiné el porcentaje de células con caspasa-1 activa por citometria de flujo. (A) Las barras
representan las medias + ES de 6 experimentos, (B) se muestra un experimento representativo * p< 0,05.

La X/XO constituye un sistema generador de O,. Como mencionamos en la
Introduccion, el anidn superéxido puede ser dismutado a perdxido de hidréogeno (H,0,;)
por accién de la SOD. Con el fin de profundizar el conocimiento de la especie derivada del
oxigeno responsable de la regulacidén de la caspasa-1, evaluamos el impacto del agregado
exdgeno de H,0, a neutréfilos cultivados con LPS y estimulados o no con ATP, sobre la
secrecion de IL-1B3. Como puede observarse, el H,0, no modificé significativamente los
niveles de IL-1pB liberada en respuesta a los agonistas mencionados (figura 25). Tampoco
lo hicieron concentraciones 10 veces mayores y diez veces menores a las empleadas en
dichos experimentos (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que el H,O, no
estaria directamente involucrado en la regulaciéon de la secrecion de IL-1f3, y sustentan un

rol para el anién superdxido en este mecanismo.
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Figura 25 - El agregado de H,0. no afecta la liberacién de IL-18 por los neutréfilos. Los neutrdfilos
fueron preincubados con H.0, 10 uM durante 30 min y luego tratados con LPS por 2h. Posteriormente fueron
estimulados con medio o ATP por 16 h, tras las cuales se determind la concentracion de IL-18 en los
sobrenadantes de cultivo por ELISA. Las barras representan las medias de cada tratamiento + ES de 3
experimentos.

Nosotros especulamos que el incremento en el contenido de anién superoxido
actuaria como un mecanismo de retroalimentacién negativo, controlando la liberacion IL-
1B. Si nuestra especulacion fuese correcta, agentes capaces de modular el balance rédox

intracelular deberian ser capaces de modular la secrecidn de IL-1f3.

Usualmente, las células se encuentran protegidas del efecto deletéreo de los IRO
por la accién de enzimas antioxidantes y por moléculas pequefias que actuan como
scavengers de IRO. Estos scavengers se encuentran en altas concentraciones
intracelulares, por lo que la probabilidad de que los IRO reaccionen con ellos es mucho
mayor que aquélla de que reaccionen con blancos celulares. El glutation es un tripéptido
gue se encuentra presente en altas concentraciones dentro de las células y constituye
uno de los sistemas antioxidantes mas relevantes. En el contexto de nuestros resultados
previos, nosotros razonamos que si los IRO ejercieran un efecto regulador negativo en la
liberacion de IL-1B actuando sobre la caspasa-1, el pretratamiento de neutréfilos con
butioninsulfoximina (BSO), un inhibidor de la sintesis de glutation que disminuye su
disponibilidad e incrementa el tenor de IRO intracelular, deberia reducir la liberacion de

IL-1B.
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Figura 26 - La liberacion de IL-18 es parcialmente inhibida en un estado rédox oxidativo. Los
neutrdfilos fueron preincubados con BSO 200 uM durante 30 min. Luego fueron cultivados en presencia o
ausencia de LPS por 2 h y finalmente estimulados con ATP por 16 h adicionales. Posteriormente los
sobrenadantes fueron recuperados y la concentracion de IL-1p fue determinada por ELISA. Las barras
representan las medias de cada tratamiento + ES de 4 experimentos, *p<0,05.

En acuerdo con lo esperado, la BSO inhibié parcialmente la secrecién de IL-1[3
inducida por los agonistas ensayados (figura 26). Es importante aclarar que hubiese sido
conveniente preincubar a los neutrdfilos con la BSO en forma prolongada para lograr
modificar marcadamente el contenido de glutatidn intracelular. Sin embargo, debido a la
corta vida media de los neutréfilos no es posible realizar este tipo de experimentos, por
lo que la modificacidn del estado rédox celular hacia la oxidacién seguramente sdélo fue
parcial y ese debio ser el motivo por el cual los niveles de IL-13 fueron sélo levemente

afectados por la BSO.

En conjunto, nuestros resultados sustentan un modelo segun el cual los IRO
ejercen un rol dual sobre la secrecion de IL-1B, siendo requeridos para activar la
liberacién de su forma madura, pero controlando el procesamiento de la prollL-1B merced

a su capacidad de inhibir la actividad de la caspasa-1.
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Efecto de la IL-1B liberada por los neutrofilos sobre la propia

secrecion de IL-113

Como mencionamos en la Introduccion, IL-1Ra es una citoquina que inhibe la
accion proinflamatoria de IL-1 al unirse a los receptores de IL-1. Estudios previos
realizados en monocitos indicaron que IL-1Ra es capaz de inhibir la secrecidon de IL-1B
estimulada por LPS o MSU (79). Dado que nuestros resultados y los de la literatura
sugieren que regulacion de la secrecidn de IL-1 difiere entre monocitos, macréfagos y
neutrdfilos, decidimos determinar si la IL-1 liberada por los neutrofilos en respuesta a LPS
solo o en combinacion con ATP es capaz modular su propia liberacion. Para ello,
realizamos experimentos adicionales estimulando a los neutréfilos en presencia IL-1Ra.
Como puede observarse en la figura 27, la adicién del dicho antagonista no afectd
significativamente la liberacién de IL-1B estimulada por los agonistas, por lo cual la IL-13
secretada por los neutréfilos no ejerceria un efecto modulatorio relevante sobre su

propia liberacién.
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Figura 27 - La IL-1B liberada por los neutréfilos no modularia su propia secrecion. Los neutréfilos
fueron pretratados con el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra, 100 ng/ml) por 30 min. Luego fueron
incubados con LPS por 2 h y cultivados en presencia o ausencia de ATP por 16 h adicionales.
Posteriormente la IL-1B fue cuantificada en los sobrenadantes por ELISA. Las barras representan las medias
+ ES de 8 experimentos.
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Rol de los cambios en las concentraciones de potasio intracelular en

el mecanismo que conduce a la liberacion de IL-13

Estudios iniciales demostraron que el ATP y el iondforo de potasio nigericina
inducen un descenso en los niveles de K intracelular que son necesarios para la
maduracién y liberacion de IL-1B (144). Estudios posteriores demostraron que el
descenso en el K* intracelular es un requerimiento para la activacion de los inflamasomas
NALP3 y NALP1, y en consecuencia para la activacién de la caspasa-1 por los mismos,
pero no para aquélla mediada por el inflamasoma IPAF (77). Dado que en acuerdo con
trabajos previos nosotros determinamos que los neutrofilos expresan NALP3 (105, 145), y
gue el ATP es un agonista conocido del inflamasoma NALP3 en otros tipos celulares,
nuestro siguiente objetivo consistié en determinar si su capacidad de estimular la
liberacion de IL-1B en neutrdfilos involucra un descenso en los niveles de K* intracelular.
Para ello, cultivamos a los neutréfilos en un buffer Hanks modificado conteniendo 130
mM de K* (buffer alto potasio) y evaluamos la liberacién de IL-1B estimulada por LPS sélo
0 en combinacion con ATP. Como puede observarse en la figura 28, la liberacién de IL-18
estimulada tanto por LPS como por LPS+ATP se encontré marcadamente inhibida en
buffer alto potasio. Estos resultados sugieren que la salida de K del citoplasma es
requerida para la secrecién de IL-1B inducida por estos agonistas. Cabe aclarar que
inhibicion de la secrecién de IL-1p observada en presencia de buffer alto potasio no es
consecuencia de una pérdida de viabilidad celular, ya que la misma no resulté afectada
cuando fue evaluada por tincidn con naranja de acridina-bromuro de etidio (resultados

no mostrados).
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Figura 28 - La liberacion de IL-1f es inhibida por altas concentraciones de K* extracelular. Los
neutréfilos fueron resuspendidos en buffer Hanks (Na* HSSB) o en buffer Hanks donde el sodio fue
reemplazado por 130 mM de K+ (K* HSSB), preincubados 2 h con LPS y luego estimulados por 16 h con
ATP. Luego los sobrenadantes fueron recuperados y la concentracién de IL-1B fue determinada por ELISA.
Las barras representan las medias * ES de 4 experimentos, * p<0,05.

Estudios previos demostraron que el ATP, actuando sobre el receptor purinérgico
P2X; (P2X;R), produce un descenso en los niveles de potasio intracelular que culmina en
la activacion del inflamasoma NALP3 (146). De hecho, el agregado de ATP estimula en
macréfagos al P2X;R provocando la salida de K* seguida de la formacién de un poro
formado por el hemicanal de panexina-1. Esta proteina es requerida para la activacion de
caspasa-1 y liberacién de IL-1B por macréfagos estimulados no sélo con ATP, sino
también con toxinas como la mitoxina y nigericina. Un estudio reciente demostrd que los
neutréfilos humanos no expresan P2X; (147), por lo que la liberacién de IL-1B no
dependeria de este receptor en este tipo celular. En acuerdo con esta posibilidad, el
pretratamiento de neutrdfilos con carbenoxolona, un inhibidor del canal de panexina-1,
no modificd la liberacién de IL-1B estimulada por LPS sélo o en combinacion con ATP

(figura 29).
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Figura 29 - El canal de panexina-1 no se encuentra involucrado en la liberacion de IL-1B estimulada
por ATP o MSU en neutrdfilos. Los neutréfilos fueron preincubados con carbenoxolona (CBX) durante 30
min y luego con LPS durante 2 h. Posteriormente fueron estimulados con medio o ATP por 16 hy la IL-18
secretada a los sobrenadantes de cultivo fue determinada por ELISA. Las barras representan la media + ES
de 4 experimentos.
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Los neutrofilos expresan el receptor purinérgico P2Y;; (P2Y11R), el cual se
encuentra involucrado en la inhibicion de la apoptosis por ATP (139). Con el fin de
determinar si la secrecion de IL-1 inducida por el LPS y el LPS+ATP involucra al receptor
P2Y11R, evaluamos el impacto de un inhibidor especifico de este receptor, el NF-157. Sin
embargo, el pretratamiento de neutréfilos con NF-157, no afectd la liberacidén de IL-1B
inducida por todos los agonistas (figura 30), sugiriendo que P2Y;;R no se encuentra

involucrado en la regulacidn de la secrecion de IL-1p en neutrofilos.
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Figura 30 - El receptor P2Y11 no se encuentra involucrado en la liberacion de IL-1B por los neutrdfilos. Los
neutréfilos fueron preincubados con el inhibidor del receptor purinérgico P2Y+s, NF-157 durante 30 min.
Luego fueron incubados 0 no con LPS y 2 h mas tarde estimulados con ATP por 16 h. Posteriormente la
concentracion de IL-1B en los sobrenadantes de cultivo fue determinada por ELISA. Las barras representan
las medias + ES de 6 experimentos.

Los resultados obtenidos al cultivar a los neutrdfilos en buffer alto potasio
pusieron en evidencia que el LPS y el ATP median sus efectos a través de inducir un
descenso en los niveles intracelulares de potasio. Por ello, con el fin de determinar los
posibles canales de potasio involucrados en dicho descenso y profundizar en el
conocimiento de los mecanismos requeridos para la liberacion de IL-1B, ensayamos el
impacto de inhibidores especificos de estos canales. Revisiones recientes demuestran la
existencia de 78 canales de potasio diferentes que pueden ser clasificados en (1) canales
rectificadores del potasio intracelular (Kir), canales de potasio de dos poros (K2p), canales
de potasio activados por calcio (KCa) y canales de potasio activados por voltaje (Kv) (148).

A pesar de una gran controversia durante afios, los neutréfilos humanos no expresarian
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los KCa de alta conductancia (canales BK sensibles al inhibidor iberiotoxina) (149). Por el
contrario, los KCa de baja conductancia (SK), sensibles al inhibidor apamina, parecen
estimular la produccidon de IRO a través de un mecanismo independiente de la NADPH
oxidasa (150). Sin embargo, la expresién de otros canales de potasio en neutréfilos no ha

sido investigada.

Los resultados obtenidos empleando inhibidores especificos indicaron, como era
esperado, que la iberiotoxina (inhibidor de los canales BK) no modificé significativamente
los niveles de IL-1B liberados en respuesta a todos los agonistas empleados (Figura 31A).
Tampoco la apamina (inhibidor de los canales SK) ni la glibenclamida (inhibidor de los
canales rectificadores del K' intracelular sensibles al ATP), lograron inhibir
significativamente la secrecion de IL-1B estimulada por el LPS o por el LPS+ATP (figuras 31

By C, respectivamente).
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Figura 31 - Efecto de inhibidores de canales BK, SK y Kir sobre la liberacion de IL-1f. Los neutréfilos
fueron preincubados con iberiotoxina (IBTx) 100 nM, apamina 200 nM o glibenclamida 50 uM, durante 30
min. Luego fueron tratados con LPS por 2 h y estimulados con ATP por 16 h. adicionales. Posteriormente se
determiné la concentracion de IL-1B en los sobrenadantes de cultivo por ELISA. Las barras representan las
medias £ ES de 4 experimentos.

Es conocido que algunos canales de potasio carecen de bloqueantes selectivos
(148) y sélo un inhibidor general es capaz de revelar su participacion en un mecanismo
determinado. Por tal motivo, decidimos evaluar el impacto de la 3,4-diaminopiridina (3,4-
DAP), un inhibidor mds general de canales de potasio. Como puede observarse en la

figura 32, la 3,4-DAP redujo marcadamente la liberacion de IL-1 estimulada por LPS sélo
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y en combinacidon con ATP. Cabe aclarar que esta droga no afectd marcadamente la
viabilidad celular (datos no mostrados). La 3,4-DAP es empleada en el tratamiento de la
esclerosis multiple y se ha sugerido que sus blancos potenciales de accidn podrian ser
miembros de la familia de canales de potasio activados por voltaje (Kv)(148). Es posible
especular que la liberacion de IL-1B en neutréfilos involucre la participacion de alguno de

estos canales.
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Figura 32 - La liberacion de IL-1B es inhibida por 3,4-DAP. Los neutrdfilos fueron preincubados con 3,4-
DAP 2 pM durante 30 min. Luego fueron cultivados en presencia o ausencia de LPS por 2 h y estimulados o
no con ATP por 16 h. Posteriormente, la concentraciéon de IL-1B en los sobrenadantes de cultivo fue
determinada por ELISA. Las barras representan las medias £ES de 4 experimentos, * p<0,05.

En conjunto, estos resultados sugieren que la liberacién de IL-13 en neutréfilos
involucra la apertura de canales de potasio, probablemente canales activados por voltaje,
que median un descenso en el nivel de potasio intracelular, sefial que dispararia la

activacion del inflamasoma, tal como fuera descrito previamente.
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Los neutrdéfilos constituyen la primera linea de defensa frente a infecciones de
naturaleza bacteriana y flngica. Ellos exhiben un amplio arreglo de receptores de
reconocimiento de patrones y receptores para opsoninas que les permiten detectar la
presencia de los microorganismos y montar una respuesta inflamatoria que involucra la
participacion de agentes antimicrobianos como enzimas degradativas, defensinas e
intermediarios reactivos del oxigeno, y la liberacion de citoquinas y quimiocinas.
Tradicionalmente los neutréfilos han sido considerados células terminalmente
diferenciadas e incapaces de sintetizar proteinas. Sin embargo numerosos estudios han
demostrado lo contrario, y en consecuencia esa visidon es obsoleta (36). Estos granulocitos
no soélo sintetizan numerosas proteinas que participan en forma directa en sus funciones
efectoras, sino que secretan citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento, tanto in
vitro como in vivo, por lo que no sélo juegan un rol relevante induciendo y sosteniendo la
inflamacién, sino también modelando la respuesta adaptativa subsecuente (36). De
hecho, los neutrofilos contribuyen al reclutamiento, activacidén y programacion de células
dendriticas mediante la generacion de sefales quimiotacticas y la liberacién de citoquinas
como el TNF-a (151). Aun cuando a nivel individual los neutréfilos sintetizan citoquinas
en niveles mas reducidos que los macréfagos o los linfocitos, estos granulocitos suelen
superan en uno o dos ordenes de magnitud el numero de leucocitos mononucleares
presentes en sitios inflamatorios. Por esta razdn resultan una fuente relevante de
citoquinas como el TNF-a o la IL-1 en la coyuntura crucial donde se define la puesta en
marcha de una respuesta inmune adaptativa (152-155). Evidencias recientes también
sugieren que los neutroéfilos pueden producir citoquinas antiinflamatorias como la IL-10.
Al menos en modelos tumorales en ratén, el microambiente tumoral parece condicionar
a los neutrofilos a adquirir un fenotipo “antiinflamatorio o N2” similar a lo observado en

macrofagos (156).

En 1986 Tiku y colaboradores documentaron que los neutréfilos humanos
producen una actividad similar a la de IL-1 después de 4-5 h de estimulacion con agentes
solubles y particulados como el PMA y el zymosan (157). Estudios posteriores
demostraron que los neutréfilos también producen una actividad similar a la de IL-13 en

respuesta a GM-CSF (123). También Lord y colaboradores demostraron que los
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neutrdfilos transcriben y traducen el gen para IL-1p en respuesta a la estimulacidn con
LPS (158), y Popa-Nita y colaboradores demostraron la liberacion de IL-1B en respuesta a
cristales de MSU (159). Sin embargo es importante destacar que la mayoria de estos
estudios fueron realizados con concentraciones de agonistas muy superiores a las que se
emplean en la actualidad (ej. LPS 10 a 30 ug/ml frente a 100-500 ng/ml o 3 mg/ml de
MSU frente a 200 ug/ml) y en algunos casos la especificidad y/o sensibilidad de las
técnicas empleadas para su deteccidn distan de las disponibles actualmente. Ademas, en
algunos estudios no es posible descartar que parte de las respuestas observadas
correspondieran a monocitos contaminantes de las muestras. Estos antecedentes, en
conjunto con el conocimiento que emergidé en los ultimos afios respecto del rol del
inflamasoma en el mecanismo que conduce a la secrecién de IL-13, nos motivaron a
confirmar que utilizando concentraciones de agonistas similares a las empleadas
actualmente para estimular a otras células mieloides, los neutréfilos humanos liberan IL-
1B en respuesta a LPS y a agonistas inflamatorios estériles, y a estudiar cuales son los
mecanismos involucrados en dicha liberacién.

Los resultados obtenidos indicaron que los neutréfilos humanos purificados
practicamente a homogeneidad (menos del 0,5% de monocitos contaminantes) secretan
IL-1f en respuesta a LPS, MSU y la combinacién LPS+ATP y LPS+MSU (figuras 6 y 7). Tanto
el andlisis por citometria de flujo, indicando la presencia de IL-1f intracelular dentro de la
poblacién celular con FSC y SSC compatibles con los de granulocitos neutréfilos, como la
microscopia confocal confirmaron inequivocamente que son los neutréfilos las células
responsables de dicha produccién (figura 8). Esta conclusidn es sustentada ademas por
nuestros hallazgos indicando la presencia de IL-1f intracitoplasmatica y su secrecién por

neutroéfilos diferenciados a partir de la linea PLB-985 (figura 9).

Como mencionamos en la Introduccién, la prolL-1B carece de péptido sefal de
translocacion a RE para su secrecién por la via candnica RE-aparato de Golgi. Aun cuando
al dia de hoy la via de secrecidén de IL-1B no se encuentra claramente establecida, es
conocido que los inhibidores de la via candnica RE-aparato de Golgi, como la brefeldina A
y la monensina, son incapaces de inhibir la liberacién de IL-1f, sustentando que esta

citoquina es secretada por una via alternativa. En acuerdo con este mecanismo, nosotros
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confirmamos que la preincubacion con brefeldina A no afecta la cantidad de IL-1B
detectada en el interior de los neutréfilos (resultados no mostrados). A pesar de ello,
nosotros pudimos detectar sensiblemente a IL-1B en el citoplasma de los neutréfilos

tanto por citometria de flujo como por MLC.

Trabajos previos demostraron que los neutroéfilos humanos y los murinos expresan
caspasa-1 (101, 160). A la vez, tanto los neutrdéfilos humanos como los murinos expresan
NLR como NALP3 (103, 161). Nosotros detectamos la activacion de caspasa-1 en
neutrdéfilos estimulados y ademds observamos que el inhibidor especifico de la caspasa-1
Ac-YVAD-CMK redujo marcadamente los niveles de IL-1p liberados a los sobrenadantes
de cultivo (figura 10). En conjunto, estos hallazgos involucran a la caspasa-1 del neutréfilo
en el mecanismo que conduce a la generacién de la forma activa de la IL-13. Sin embargo,
estos resultados no descartaban la posibilidad de que otros mecanismos independientes
de caspasa-1 también se encontraran involucrados. Las revisiones de la literatura sobre
los mecanismos que conducen a produccién de IL-13 madura suelen mayoritariamente
adjudicar a los neutrdfilos la capacidad de procesar a la prolL-1f merced a su habilidad
para secretar proteasas como PR3, elastasa y catepsina G, las que extracelularmente
serian responsables de cortar a la proforma generando la IL-1B activa (59, 93-96). Este
mecanismo podria tener lugar en los focos inflamatorios donde coexisten monocitos y
neutroéfilos, ya que se ha demostrado que los monocitos pueden liberar prolL-13 (98) y
los neutréfilos al degranular liberan las proteasas antes mencionadas. Sin embargo, un
analisis detallado de la literatura disponible muestra que no resulta correcto asumir que
el mecanismo de procesamiento de proll-1B por neutréfilos es exclusivamente
dependiente de proteasas extracelulares, pues tales generalizaciones se basan en
modelos particulares de inflamacidn y porque algunos de los estudios que las sustentan
no descartan un rol de un mecanismo dependiente de caspasa-1, sino que establecen la
existencia de mecanismos redundantes dependientes de otras proteasas que sostienen la
inflamacién mediada por la IL-1B (91, 92). En este sentido, resulta relevante sefialar que
en modelos de inflamacidon cuyo desarrollo involucra indispensablemente a la IL-1, la
relevancia del mecanismo dependiente de caspasa-1 para la generacién de IL-1p activa

fue diferente dependiendo del agente empleado para inducir la inflamacién y del modelo
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particular utilizado (91, 92). Asi, por ejemplo, en un modelo de artritis inducida por
transferencia de suero artritogénico K/BxN, la deficiencia genética en caspasa-1 no
modificé el curso de la inflamacién; sin embargo, en un modelo de peritonitis inducida
por MSU, la redujo parcialmente (91). Por el contrario, estudios realizados por Greten y
colaboradores mostraron que neutroéfilos inflamatorios obtenidos por estimulacion
intraperitoneal con tioglicolato de ratones deficientes en caspasa-1 no exhibieron una
secrecion reducida de IL-1P luego de la estimulacién con LPS. Segun los autores, la PR3
intracelular seria responsable del procesamiento de IL-1B, puesto que un inhibidor de
serinproteasas no permeable a la membrana plasmatica como la a-1-antitripsina fue
incapaz de reducir la liberaciéon de IL-1, mientras que un inhibidor permeable de la PR3
la redujo sustancialmente (96). Sin embargo, en ese mismo sistema, un inhibidor de
caspasa-1 también inhibid la liberacién de IL-1P in vivo. Mas alld de los posibles efectos
no especificos del uso de inhibidores, la razéon por la que los neutréfilos de ratones
deficientes es caspasa-1 no mostraron una menor secrecion de IL-1B en respuesta a LPS
podria ser que el mecanismo mediado por proteasas compensara la ausencia de la
caspasa-1 (162). Nuestros hallazgos con el inhibidor de elastasa y PR3 Elafin (figura 12),
también sustentan un rol para la proteinasa 3 intracelular en el procesamiento de la IL-
1B. Sin embargo, aun desconocemos si la proteinasa 3 y/o la elastasa contribuyen activar
el mecanismo dependiente de caspasa-1 o constituyen per se un mecanismo de

procesamiento de IL-1f alternativo.

La estimulacién de neutréfilos con agonistas proinflamatorios conduce a la
activacion de la NADPH oxidasa y la consecuente produccién de IRO. En estudios previos
realizados en otros tipos celulares, los IRO generados en proximidad espacial y temporal a
NALP3 fueron propuestos como elementos centrales que llevan a su activacién (74). Se
ha demostrado que el ATP, un activador de NALP3, estimula la generacidon de IRO en
macréfagos (75). Por otro lado, los activadores de NALP3 de naturaleza particulada, como
los cristales de MSU, aluminio, asbesto o silice, son fagocitados induciendo la activacion
de la NADPH oxidasa y la generaciéon de IRO (76). Estos antecedentes nos llevaron a
pensar que los IRO podrian constituir un efector comun capaz de inducir la activacion del

inflamasoma y consecuentemente el procesamiento de la prolL-1p en los neutrdfilos en
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respuesta a agonistas infecciosos y estériles. Nuestros resultados mostraron que los
neutrdéfilos de pacientes con EGC-X y aquéllos diferenciados de la linea PLB-KO, ambos
deficientes completos en la produccién de IRO derivados de la NADPH oxidasa,
exhibieron una capacidad marcadamente disminuida de secretar IL-1f (figuras 14 y 17).
Ademas la apocinina, un inhibidor especifico de la NADPH oxidasa, también redujo
significativamente la secrecion de IL-1f3 (figura 15). Estos resultados indicaron que los IRO
producidos por la NADPH oxidasa son necesarios para la liberacion de IL-1p. Nuestros
hallazgos sefalaron también que los IRO son prescindibles para la sintesis de la prolL-1f3,
dado que los neutréfilos PLB-KO exhibieron un alto contenido de IL-1f intracelular al ser

estimulados con LPS y LPS+ATP (figura 18).

Aun cuando diversos estudios adjudicaron a los IRO un rol relevante en la
activacion del inflamasoma y la consecuente liberacién de IL-1f3, otros estudios arribaron
a conclusiones contrapuestas. A favor de un requerimiento de IRO en la activacion del
inflamasoma, se determind que el tratamiento de macréfagos peritoneales con N-
acetilcisteina, un precursor de la sintesis de glutation que actua ademas como scavenger
de IRO, seguido de la estimulacion con cristales de MSU o asbesto, inhibié el
procesamiento de la prolL-1B, mientras que el knockdown de p22'°h°x (un componente de
las NADPH oxidasas) inhibié la secrecidn de IL-13 dependiente de NALP3 (76). La
generacion de IRO fue implicada en la liberacion de IL-1B inducida por cristales de
hemozoina en células dendriticas de ratén en base a la capacidad del inhibidor de NADPH
oxidasa DPI de reducir la secrecién de IL-1B y al hecho que células con niveles de p22'°h°x
reducidos por knockdown presentaran incapacidad de procesar proll-13 (163). En el
mismo sentido, se demostré que la molécula TRIM30 regula negativamente la activacion
del inflamasoma NALP3 al modular negativamente la produccion de IRO, dado que el
knockdown de TRIM30 incrementd la produccién de IRO, la activacion caspasa-1y la
liberacion de IL-13 (164). Por el contrario, monocitos de pacientes deficientes en p47'°h°x
(otra subunidad de la NADPH oxidasa) no exhibieron diferencias respecto de monocitos
de donantes sanos en la secrecion de IL-1f inducida por LPS o LPS en combinacién con
ATP vy liberaron mayores cantidades en respuesta a MSU (78). De modo similar, los

fagocitos mononucleares de pacientes EGC deficientes en las subunidades de la NADPH

84



Discusidn

oxidasa p22°"%, p47°"** 0 gp91°"* secretaron IL-1B en respuesta a sefiales de dafio como
también habia sido observado en macréfagos de ratdn deficientes en gp91ph°x (79, 80). En
conjunto estos antecedentes ponen de manifiesto que el papel de los IRO en la secrecidon
de IL-1B no ha sido aun completamente esclarecido. Es importante destacar también la
ausencia de estudios del rol de los IRO en la secrecién de IL-1p por neutrdfilos, células en
las cuales la actividad NADPH oxidasa es prominente en respuesta a agonistas

proinflamatorios.

Distintos grupos de investigacidon han intentado determinar el mecanismo por el
cual los IRO mediarian la activacion del inflamasoma NALP3. En este sentido, se ha
demostrado que NALP3 es capaz de interactuar con la proteina TXNIP (de thioredoxin-
interacting protein, proteina que interactia con la tiorredoxina, TXN) (165). Los autores
observaron que al tratar a macrdéfagos con activadores de NALP3 como los cristales de
MSU, TXNIP deja de interactuar con TXN y se asocia a NALP3 en una forma dependiente
de IRO, permitiendo la activacién del NLR (165). De hecho, la deficiencia en TXNIP impidid
la activacion de NALP3 y la liberacién de IL-1B (165). Estos resultados proveen un
mecanismo por el cual los IRO podrian mediar la activacion de NALP3 y en consecuencia
de caspasa-1. Por otra parte, estudios recientes sostienen que los IRO son requeridos
para la liberacion de IL-13 pues son responsables de inducir la expresion de novo de
NALP3 (142), un evento que estudios previos demostraron esencial para la activacién de
la caspasa-1 vy la secrecion de IL-1p en respuesta a agonistas como el ATP o la nigericina
(143, 166). Basados en el empleo de DPI (un inhibidor de flavoenzimas, entre ellas las
NADPH oxidasas), los estudios de Bauernfeind y colaboradores sostienen que los mismos
agonistas responsables de la induccién de la prolL-1 (por ejemplo, el LPS), estimularian
la produccién de IRO que aumentarian la expresién de NALP3 permitiendo su activacion
(142). En contraste con estos hallazgos, aun cuando en el presente trabajo determinamos
que el LPS induce la produccion de IRO, nosotros no detectamos luego de 4 h de
estimulacion de neutréfilos con LPS incrementos significativos de NALP3 sobre la
expresion basal que pudieran justificar que los IRO fuesen requeridos para mediar la
induccion de la expresidon de este NLR y consecuentemente para la secrecion de IL-1[3

(figura 19). Reforzando esta conclusion, observamos que aun cuando los neutréfilos PLB-
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KO exhiben una deficiente secreciéon de IL-1 en respuesta a LPS o LPS+ATP, expresan
mayores niveles de NALP3 que los neutréfilos PLB-985, y éstos a su vez, mayores tenores
qgue los detectados en neutréfilos primarios (figura 19). Estos hallazgos en neutroéfilos
contrastan con los reportados por Bauernfeind y colaboradores, quienes demostraron
que la expresion constitutiva de NALP3 en macrdéfagos transfectados es suficiente para

mediar la activacién del inflamasoma (142).

Nuestros resultados indicaron que las células PLB-KO, incapaces de producir IRO a
través de la NADPH oxidasa, indujeron la activacion de la caspasa-1y procesaron la prolL-
1 (figura 20). De hecho, en las células PLB-KO al igual que en las PLB-985, toda la IL-1f
detectada por Western blot correspondié a la forma madura de esta citoquina. Estos
hallazgos evidenciaron que los IRO producidos por la NADPH oxidasa no son necesarios
para la activacion de la caspasa-1y en consecuencia para la activacién del inflamasoma y
el procesamiento de la prolL-1f3 en neutrdfilos, pero si regulan un paso involucrado en la
liberacion de la célula de la IL-1 activa. Esta conclusidn es sustentada ademas por la
capacidad del superdxido adicionado exdégenamente (a través del sistema X/XO) de
estimular la secrecién de la IL-13 acumulada en el interior de neutréfilos PLB-KO luego de

seis horas de estimulacion con LPS o LPS+ATP (figura 21).

En contraposicion con trabajos que adjudicaron un rol activador del inflamasoma
a los IRO (76, 77, 167-169), los estudios de Meissner y colaboradores no encontraron
diferencias ni en la activacion de la caspasa-1 ni en la liberacién de IL-1 en macréfagos
provenientes de ratones deficientes en el citocromo b558 (molécula integrada por el
homélogo murino de la subunidad gp91ph°x, mutada en los pacientes ECG-X) (80). En otro
trabajo el mismo grupo reporté que los fagocitos mononucleares de pacientes deficientes
en distintas subunidades de la NADPH oxidasa (p22°", p47°"* o gp91°"™) activaron
caspasa-1 y liberaron IL-1B activa en respuesta a sefiales de dafio (79). Otros estudios
conducidos por van de Veerdonk y colaboradores realizados con monocitos de pacientes
EGC deficientes en p47'°h°x no mostraron diferencias respecto de los monocitos de
donantes sanos en su capacidad de liberar IL-1B en respuesta a LPS y LPS+ATP (78). Los

autores concluyeron que los IRO no son requeridos para la activacion del inflamasoma,
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contrariamente a lo que planteaban otros trabajos que hemos discutido previamente. Por
otra parte, estos investigadores también encontraron una activacion prominente de la

caspasa-1 en los monocitos deficientes en p47'°hox

y determinaron que éstos, a diferencia
de los monocitos de donantes sanos, eran capaces de liberar IL-1p en respuesta a MSU
solo, resultados que los llevaron a adjudicar a los IRO un rol regulatorio negativo sobre la
actividad de la caspasa-1 (78). Este mismo rol regulatorio negativo fue sustentado por los
estudios de Meissner y colaboradores, los cuales mostraron que la activacién de caspasa-
1y la secrecién de IL-1P fue elevada en monocitos de pacientes con EGC deficientes en
p47'°h°X no estimulados y en respuesta a LPS y MSU (79). Otros estudios realizados en
monocitos y macréfagos, demostraron que la actividad de la caspasa-1 puede ser
regulada negativamente por oxidacién en cisteina (80). En nuestras manos, los efectos
contrapuestos de la adicién de superdxido exdgeno previo a la estimulacion y luego de
seis horas de transcurrida la misma (figuras 21, 22 y 23), nos permitieron evidenciar que
en neutrdfilos los IRO también regulan negativamente la secrecién de IL-1f porque
ejercen un efecto inhibitorio sobre la actividad de caspasa-1. Dado que el procesamiento
de la prolL-1p por la caspasa-1 es un evento previo al de liberacidn regulable por IRO de
la forma madura de esta citoquina, el tratamiento de neutrdfilos con X/XO antes de la
estimulacion con LPS o LPS+ATP, inhibié a la caspasa-1 (figura 24), reduciendo la
generacion de IL-1 madura y en consecuencia la secreciéon de la misma, un hecho
evidenciado por la disminucién de los niveles de IL-13 en los sobrenadantes de cultivo
(figuras 22 y 23). Por el contrario, en ausencia de X/XO, luego de seis horas de
estimulacion de los neutréfilos PLB-KO, suficiente cantidad de IL-13 madura se acumuld
en el interior de estas células y la adicién posterior de superdxido contribuyé a su
liberacion (figura 21). Por otra parte, al igual que en los trabajos previamente detallados,
observamos que los neutrofilos PLB-KO exhibieron un mayor nivel de activacion de
caspasa-1 que los PLB-985, confirmando que los ROS ejercen un efecto regulador
negativo sobre la actividad de la caspasa-1 (figura 20). En este sentido, estudios previos
han demostrado que modificaciones en el estado rédox celular pueden regular la
actividad de enzimas (19). En particular, Meissner y colaboradores demostraron que en
los macréfagos peritoneales de ratones deficientes en superdxido dismutasa, los cuales

presentan un mayor contenido de IRO, no se activa la caspasa-1y en consecuencia no se
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produce secrecion de IL-13 (80). En concordancia con estos antecedentes, nosotros
comprobamos que el tratamiento de neutrdéfilos con BSO, un inhibidor de la sintesis de
glutatién que desplaza el balance rédox hacia la oxidacién, disminuyd la secrecion de IL-
1B (figura 26). No obstante, el efecto fue sélo parcial probablemente porque la
incubacién con BSO, debido a la corta vida media del neutréfilo, no pudo ser lo
suficientemente prolongada como para modificar sustancialmente el estado rédox

celular.

Nuestros resultados indicando que los neutrdfilos ECG-X y los neutréfilos PLB-KO
exhiben una deficiencia marcada en la secrecidn de IL-1B, evidenciaron un rol
estimulatorio de la secrecién de IL-18 que no habia sido observado en los estudios
previamente mencionados reportados por van de Veerdonk y Meissner y colaboradores
(78, 79). Las razones de estas diferencias podrian ser consecuencia de los distintos tipos
celulares empleados, ya que tanto los mecanismos involucrados en la liberaciéon de IL-1f3
asi como la susceptibilidad a distintos estimulos podria ser diferente (78). En sustento
parcial a esta posibilidad, estudios realizados por Netea y colaboradores demostraron
diferencias entre monocitos y macréfagos en los requerimientos para activar a la
caspasa-1 y consecuentemente para procesar a la IL-1p (70). En monocitos, la caspasa-1
se encuentra constitutivamente activada, por lo que estimulos como el LPS que inducen
la transcripcion del gen de la prolL-1f3, también disparan su traduccidn, maduracién y
secrecidn, mientras que en macréfagos se requieren de dos estimulos, uno que induzca la
transcripcioén y traduccion, y otro para activar a la caspasa-1y en consecuencia estimular
su procesamiento y secrecion. Nosotros detectamos niveles muy bajos de caspasa-1
activada en neutroéfilos no estimulados y observamos un incremento en su activacion por
accion del LPS (figura 11), indicando que, a diferencia de otras células mieloides, en
neutrdfilos, el LPS no sélo estimula la sintesis de la prolL-1 sino también induce su
procesamiento y dispara la secreciéon de la IL-1B3. Al igual que observaron Netea y
colaboradores en monocitos, la adicion de ATP o MSU a neutréfilos pretratados con LPS
increment? la liberacién de IL-1B. Sin embargo, nosotros detectamos niveles mayores de
caspasa-1 activa con LPS+ATP, a diferencia de lo que ocurre en monocitos, en los cuales

los niveles de caspasa-1 activada no parecen incrementarse luego de la estimulacion (70).
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Aunque los PMAPs son considerados generalmente como la primera sefal
requerida para la liberacion de IL-1B al estimular la sintesis de prollL-1B, estudios
realizados en macréfagos han demostrado que algunos PMAPs pueden también generar
la segunda sefial necesaria para activar al inflamasoma (170). Asi por ejemplo, el MDP es
capaz de inducir la activacion de NALP1 y NALP3 (171, 172), mientras que la flagelina
introducida en el citosol por transfeccion, activa a caspasa-1y la secrecion de IL-18 via el
inflamasoma IPAF (173, 174). Por su parte, la introduccion de LPS en el citosol por accidn
de la estreptolisina O, una molécula capaz de formar poros en la membrana, induce la
activacion de caspasa-1 a través del inflamasoma NALP3 (175). Como ya mencionamos,
nuestros estudios demostraron que el LPS es capaz per se de inducir la activacién de
caspasa-1 y la secrecion de IL-1B en neutrdfilos, sin embargo, dado que en nuestro
sistema no incorporamos un canal de ingreso del LPS a las células, ¢Como podria el LPS
ejercer un efecto activador de caspasa-1? Diversas evidencias previas nos permiten
plantear una posible explicacion. Estudios realizados en monocitos humanos
demostraron que PMAPs extracelulares son capaces de activar al inflamasoma (146).
Piccini y colaboradores demostraron que el LPS, el MDP, el zimosan y la flagelina no sélo
inducen la produccion de prolL-1p sino que estimulan la liberacion de ATP enddgeno que
activa al receptor P,X7, llevando a la activacién de caspasa-1 y liberacién de IL-1f por la
via ATP-P,X7. Ademas, Netea y colaboradores observaron que los monocitos liberan ATP
endogeno en respuesta a LPS, y sostienen que éste constituye el estimulo para la
secrecion de IL-1 (70). Por el contrario, estudios recientes en neutréfilos demostraron
que estas células liberan ATP en forma constitutiva y que el LPS no modifica los niveles
secretados (176). Sin embargo, como los neutréfilos no producen basalmente IL-1B, la
secrecidn constitutiva de ATP no dispara la liberacion de IL-1B. Cuando los mismos son
estimulados con LPS, se induce la sintesis de la prolL-1B, y la secrecidn constitutiva de
ATP podria mediar la activacion del inflamasoma y la secrecion de la IL-1B sintetizada.

¢Cual es el mecanismo a través del cual el ATP activaria a la caspasa-1? Este
interrogante continda siendo materia de debate en la literatura. Algunos investigadores
postularon que el ATP estimula al receptor purinérgico y canal iénico P2X;R, provocando
la activacion del hemicanal panexina-1, a través del cual podrian ingresar PMAPs como el
LPS, el cual podria conducir intracelularmente y por mecanismos aun desconocidos a la

activacion de NALP3 (175). Este mecanismo estaria en sintonia con nuestros hallazgos
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indicando que se necesita preestimulacidn con LPS para que el ATP medie la activacion de
la caspasa-1. Sin embargo, nuestros resultados mostrando que la carbenoxolona, un
inhibidor de pannexina-1, no afectd la liberacién de IL-13 inducida por todos los agonistas
empleados (figura 27), sugieren que este canal no estaria involucrado en el mecanismo
que conduce a la activacién del inflamasoma en neutréfilos. Otra posibilidad seria que el
ATP indujera un descenso en el nivel de potasio intracelular que conduciria a la activacién
del inflamasoma. En sustento de esta posibilidad observamos que el cultivo de
neutréfilos en un medio con alto potasio (que impide la salida del mismo cuando el
neutrdfilo es estimulado) redujo la secrecién de IL-1 inducida por LPS y LPS+ATP (figura
26) y también demostramos que el bloqueo de canales de potasio con 3,4-DAP la inhibid

en respuesta a ambos agonistas (figura 32).

El antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra) es una citoquina que inhibe la acciéon
proinflamatoria de IL-1 al unirse a los receptores de IL-1. Estudios previos realizados en
monocitos indicaron que IL-1Ra es capaz de inhibir la secrecién de IL-1p estimulada por
LPS o MSU (79). Nuestros resultados indicaron que a diferencia de lo observado en
monocitos, IL-Ra no modificd significativamente la secrecién de IL-1f, sugiriendo que la
IL-13 liberada por los neutréfilos no regula su propia liberacidn. Sin embargo, esta
conclusion merece cierta consideracion ya que estudios previos demostraron que los
neutréfilos estimulados con LPS también liberan IL-1Ra (177) el cual podria estar
controlando la capacidad de la IL-13 secretada por los neutrdfilos de regular
autocrinamente su liberacion, y en consecuencia el aporte exégeno de IL-1Ra podria no
evidenciar efectos. En condiciones patoldgicas, la accién autécrina de la IL-13 sobre su

propia secrecién podria depender del balance entre IL-13/IL-1Ra secretados.
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En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten delinear un
modelo como el propuesto en la figura 33A, indicando que la estimulacion de neutréfilos
con LPS o MSU, LPS+ATP y LPS+MSU, induce la sintesis de prolL-13 y conduce a la
secrecion de IL-13 madura por un mecanismo dependiente de caspasa-1. A su vez, los
neutréfilos podrian liberar IL-13 mediante la actividad intracelular de proteinasa 3 y/o la
elastasa. Nuestros estudios también aportan evidencias indicando que los IRO ejercen un
rol dual sobre la secrecion de IL-1B en neutrdfilos: por un lado, estimulan un evento
involucrado en la liberacion de IL-1p madura al medio; por otro lado, controlan el
procesamiento de la prolL-1B regulando negativamente a la caspasa-1. Este rol dual de
los IRO podria ser explicado por una modulacién diferencial de la actividad de la caspasa-
1y la secrecién de acuerdo a los tenores de IRO en la célula: bajos tenores de IRO no
lograrian inhibir completamente a la caspasa-1 y promoverian la secrecion de IL-1B
madura generada, mientras que altos tenores de IRO inhibirian a la caspasa, impidiendo
el procesamiento de la prolL-1 y en consecuencia la secrecién de la citoquina (figura
33B). Resulta relevante destacar que aun cuando este ultimo mecanismo regulatorio
negativo de la caspasa-1 ha sido previamente descrito, el rol de los IRO en la regulacion

de la liberacién de la IL-1B madura de la célula no ha sido antes reportado.

A

B

-
e — > | Secrecion

..
@
o ®
IL-1B activa

inflamasoma

7O

Procesamiento

' J[K+] intracelul /
LPS+MSU intracelular’
_ \

“ prolL-1B
oD

Induccion

91



Discusidn

.. @
[=: te] ® o
| Inhibicién parcial : @ Promociénde 2
de Caspasa-1 ~—~ @ —> la secrecion —> | \
eo®
@) deIL-1B N ¢
o IL-1B activa L LS
?J en su mayoria Ya
g Liberacion de
.g IL-1 activa
e
=
(48]
(@)
Inhibicion total . No ha_v -_) No hay liberacién
de Caspasa-1 procesamiento @@» de IL-1B
oD @O
prolL-1B

Figura 33 - Modelos propuestos para la produccion de IL-1B activa (A) y para explicar el rol dual de
los IRO sobre la liberacion de IL-1f (B) en los neutréfilos humanos.

Teniendo en cuenta el reclutamiento masivo de neutréfilos a focos de infeccidn y
en respuesta a estimulos inflamatorios estériles, su capacidad de secretar IL-13 vy
nuestros resultados indicando que la apocinina es capaz de reducir la secrecién de IL-13
por estos granulocitos, consideramos que estos hallazgos abren nuevas posibilidades a la
investigacion del uso de inhibidores de la NADPH oxidasa para el tratamiento de

patologias inflamatorias en las que los neutrofilos cumplen un rol relevante.
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