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Resumen

El papel de resistina en la modulacion de células inmunolégicas y su relacion con las
Enfermedades del Higado Graso No Alcohdlico

La progresion de las Enfermedades del Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA) se caracteriza por
el desarrollo de estrés oxidativo e inflamacién. Los pacientes con EHGNA presentan altos niveles
plasmaticos y hepaticos de resistina. La resistina, producida y secretada por células
inmunolégicas, se ha asociado con la inflamacién y el estrés oxidativo. Sin embargo, el efecto
que ejerce resistina sobre células inmunoldgicas aun es controversial. Hipotetizamos que
resistina ejerce una acciéon moduladora sobre la funcionalidad de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) y hepaticas, que se encuentra alterada en el contexto de las EHGNA y
contribuye con el estado inflamatorio. El objetivo fue evaluar el efecto regulatorio de resistina
sobre la funcionalidad y la homeostasis redox de CMSP y células inmunoldgicas hepaticas
provenientes de pacientes con EHGNA vy de individuos control metabdlicamente
sanos. Demostramos que las células periféricas y hepaticas de pacientes con EHGNA presentan
una expresion elevada del receptor de resistina, CAP-1. En linfocitos T (LT) de controles, la
resistina indujo la produccion de AMPc y previno la activacién y proliferacién celular. En
monocitos de controles, la resistina previno la activaciéon celular y la produccién de IL-6, e indujo
un aumento de la endocitosis. Estos efectos de resistina sobre la funcionalidad celular no se
observaron en células de pacientes con EHGNA. Las CMSP de estos pacientes presentaron un
alto contenido de oxidantes, un bajo contenido de glutation reducido y un perfil alterado de la
actividad de enzimas antioxidantes. La resistina indujo una disminucion del contenido de
oxidantes, previno el estallido respiratorio inducido por acido palmitico, y modulé la actividad
de enzimas antioxidantes en CMSP de controles, pero no en CMSP de EHGNA. Concluimos que
la resistina posee un papel importante en la regulacién de la respuesta inflamatoria, y que la
disminucién de la respuesta a resistina presente en las células inmunoldgicas de pacientes con
EHGNA les provee un caracter inflamatorio y contribuye con la pérdida de la homeostasis redox.
En consecuencia, la alteracion en la capacidad de las células inmunolégicas de responder a

resistina contribuiria con la inmunopatogénesis de las EHGNA.

Palabras clave: EHGNA, linfocitos T, monocitos, células inmunoldgicas hepaticas, CAP-1, estrés
oxidativo



Abstract

The role of resistin in the modulation of immune cells and its relationship with Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease

Non-Alcoholic Fatty Liver disease (NAFLD) progression is characterized by the development
of oxidative stress and inflammation. NAFLD patients show high plasmatic and hepatic
levels of resistin. Resistin, which is produced and secreted by immune cells, is associated
with inflammation and oxidative stress. However, resistin influence on immune cells is still
controversial. We hypothesized that resistin exerts a modulatory action on peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and hepatic cells, which is altered in cells from NAFLD patients
and contributes to inflammation. The aim was to evaluate the regulatory effect of resistin
on the functionality and redox homeostasis of PBMC and hepatic immune cells from NAFLD
patients and from metabolic healthy control individuals. We demonstrated that peripheral
and hepatic mononuclear cells from NAFLD patients show increased expression of resistin
receptor, CAP-1. Resistin induced an increase in cAMP production and prevented cell
activation and proliferation in T cells from controls. Resistin prevented cell activation and
IL-6 production, and increased endocytosis in monocytes from controls. These resistin-
induced functional effects were not observed in cells from patients with NAFLD. PBMC from
NAFLD patients showed high oxidants content, low reduced glutathione content, and an
altered profile of antioxidant enzyme activities. Resistin induced a decrease in oxidants
levels, prevented palmitic acid-induced respiratory burst, and modulated antioxidant
enzyme activities in PBMC from controls but not from NAFLD patients. We concluded that
resistin plays an important role in regulating inflammatory response, and that the
decreased response to resistin in immune cells from patients with NAFLD provides them an
inflammatory profile and contributes to redox homeostasis impairment. Consequently, an
impaired response to resistin in immune cells might contribute to the immunopathogenesis

of NAFLD.

Key words: NAFLD, T cells, monocytes, hepatic immune cells, CAP-1, oxidative stress
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Introduccién

1. Elsistema inmunoldgico

La supervivencia de los organismos multicelulares requiere mecanismos de defensa
frente a las infecciones, asi como la eliminacién de células dafiadas o muertas. El sistema
inmunoldgico trabaja de una manera coordinada para responder a las numerosas amenazas
presentes en el ambiente, y asi prevenir y erradicar infecciones. Las células inmunoldgicas
patrullan constantemente el cuerpo para detectar y responder ante agentes exdgenos y
enddégenos dafiinos. Sin embargo, la defensa del organismo es sélo una de las
manifestaciones del sistema inmunolégico en el mantenimiento de su homeostasis e
integridad. El sistema inmunolégico también estd involucrado en procesos fisioldgicos
fundamentales tales como la reparacién y cicatrizacion de tejidos dafiados, y se comunica
activamente con otros sistemas del organismo como el sistema nervioso central,
metabdlico y cardiovascular!. Segun la mirada clasica, el sistema inmunolégico puede

dividirse en inmunidad innata y adaptativa.

1.1. Inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del organismo y provee proteccion
inmediata contra patégenos. Comprende barreras fisicas y quimicas, tales como epitelios y
mucosas, y las sustancias con actividad antimicrobiana presentes en su superficie; proteinas
plasmaticas de reconocimiento como las que componen el sistema complemento; y las
células efectoras?P3), El componente celular consiste en células fagociticas (neutréfilos,
monocitos (Mo), macrofagos (MF), células presentadoras de antigenos (células dendriticas),
y células de origen linfoide con funcién citotdxica (células natural killer (NK)).

Las células de la inmunidad innata reconocen la presencia de patégenos mediante los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés pattern recognition
receptor). Estos receptores, como su nombre lo indica, reconocen patrones estructurales
compartidos por un conjunto de microorganismos y ausentes en el hospedador,
denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés

pathogen-associated molecular patterns). La ubicacion estratégica de los PRR en diferentes
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Introduccién

compartimientos celulares permite reconocer distintos tipos de PAMPs y activar cascadas
especificas de sefializacion3.

Los PRR también reconocen los llamados patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs, por sus siglas en inglés damage-associated molecular patterns), mediadores
endogenos liberados ante una lesidn tisular o muerte celular que actian como sefiales de
dafo. Los DAMPs comprenden ADN mitocondrial y nuclear, histonas, ARN, ATP, entre
otros*°. Luego de su activacién, los PRR inducen tres tipos de respuestas: fagocitosis,
inflamacién y maduracién de células presentadoras de antigenos. Mo y MF, pertenecientes
al sistema de células mononucleares con capacidad fagocitica, responden al dafio tisular
mediante la secrecidn de citoquinas y quimioquinas, la fagocitosis de células necréticas, la
secrecion de proteinas proteoliticas y remodeladoras de la matriz extracelular, y la
produccién de factores de crecimiento en los tejidos®.

Los Mo constituyen aproximadamente el 10% de los leucocitos presentes en sangre
periférica. En ausencia de estimulos inflamatorios, los Mo circulan en sangre durante un
periodo corto de tiempo y posteriormente mueren por apoptosis. Durante el curso de una
infeccion o un proceso inflamatorio, los Mo infiltran al tejido inflamado, donde se induce su
supervivencia y diferenciacién a MF, contribuyendo asi al mantenimiento de la respuesta
inflamatoria’.

Los MF son células altamente especializadas, con caracteristicas funcionales
especificas para el tejido en el que se encuentran, y en el cual poseen un papel importante
en el mantenimiento de la homeostasis y la remodelacidn tisular. La polarizacion de los MF
depende del tipo de estimulo y determina su funcién y su fenotipo. De acuerdo a su estado
de polarizacién, los MF pueden clasificarse como activados cldasicamente o M1, o activados
alternativamente o M2. Los MF de tipo M1 son activados a través de los PRR y poseen un
perfil inflamatorio caracterizado por la produccion de citoquinas como TNF-a,, IL-6, I1L-12,
IL-18, quimioquinas, éxido nitrico, y una mayor capacidad presentadora de antigenos. En
contraposicién, los MF de tipo M2 poseen un perfil antiinflamatorio caracterizado por la
produccion de IL-10, TGF-B y el antagonista del receptor de IL-1%9, y participan en la

remodelacion tisular.
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Introduccién

Otro tipo celular que pertenece a lainmunidad innata son las células NK. Son de origen
linfoide y constituyen aproximadamente el 10% de la poblacién linfocitaria en periferia. Su
estado de activacién es el resultado de la integracidén de sefiales activadoras e inhibitorias
que recibe a través de sus receptores. Dentro de la poblacién de células NK se distinguen
dos subpoblaciones en funcién de su expresion del marcador CD56. La subpoblacién cuya
expresion de CD56 es baja (CD56'°%) corresponde al 90% de la poblacién de células NK y
posee fuertes propiedades citotdxicas, mientras que la subpoblacidn con una expresion alta

de este marcador (CD56"8") se caracteriza por sus propiedades inmunorreguladoras™®.

1.2. Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa se desarrolla mas lentamente que la inmunidad innata, pero
provee una defensa mas especializada contra las infecciones. Comprende a la inmunidad
celular mediada principalmente por los linfocitos T (LT), y la humoral mediada por linfocitos
B (LB).

Los LT reconocen fragmentos de péptidos procesados y presentados por las células
presentadoras de antigenos mediante los denominados receptores de células T (TCR, por
sus siglas en inglés T cell receptors). Los LB, en cambio, reconocen moléculas intactas
mediante los receptores de células B (BCR, por sus siglas en inglés B cell receptors) y como
resultado se diferencian a células plasmaticas productoras de anticuerpos. Los TCR y los BCR
pueden reconocer un nimero casi ilimitado de antigenos gracias a un complejo proceso de
rearreglos génicos que permiten la generacién de un extenso repertorio de receptores
antigénicos a partir de un grupo de genes'?.

Los LT se originan a partir de células precursoras que migran de la médula ésea al
timo, donde finalizan su maduracidon para luego ser exportados a la periferia. Los LT
maduros expresan un unico tipo de TCR y un Unico correceptor, CD4 o CDS8. Los LT
periféricos comprenden células virgenes, que nunca se han encontrado a su antigeno
especifico; células de memoria, originadas como resultado del reconocimiento antigénico y
la activacién celular; y células regulatorias, encargadas de la regulacion de la respuesta

inflamatoria. Cuando una célula virgen reconoce el antigeno presentado por las células
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dendriticas, se activa y se induce la produccién de IL-2, la proliferacion celular y la
diferenciacién a células efectoras y de memoria. Las células efectoras, de corta vida media,
migrardn a los sitios inflamados para asistir en el proceso inflamatorio, mientras que las
células de memoria mantendran la inmunidad a largo plazo®?.

Segun el perfil de citoquinas presente en el ambiente en el que se produce la
activacion, los LT CD4* se diferenciardn a uno de entre varios tipos de efectores productores
de citoquinas, denominados en su conjunto como LT colaboradores (Th, por sus siglas en
inglés T helpers). Las células Th se clasifican segun el perfil de citoquinas que producen y
cada subtipo ejerce proteccién ante distintos patégenos. Algunos de los perfiles Th mas
descriptos son Thl, Th2, Th17 caracterizados por la produccién de IFN-y, IL-4 e IL-17,
respectivamente?!3,

La activacion de los LT CD8* genera células efectoras citotdxicas, que reconocen el
antigeno en células blanco y las destruye. Los LT citotdxicos se caracterizan por la expresion
de granzimas y perforinas, y por la produccién de citoquinas inflamatorias como IFN-y*4,

Las células NKT son una subpoblacién de LT que llevan a cabo funciones del tipo
innatas, ya que pueden producir grandes cantidades de citoquinas y quimioquinas tras su
activacion sin necesidad de reconocimiento antigénico. Esta subpoblacion de LT expresa un
repertorio acotado de TCR caracterizado por reconocer antigenos lipidicos. A diferencia de
los LT convencionales que en su estado de reposo circulan a través de los nodos linfaticos,
sélo una pequeiia proporcién de células NKT circulan en periferia, mientras que la mayoria

se encuentra en érganos como el higado, pulmones, bazo y médula 6sea'>?®,

2. Homeostasis redox

Los procesos aerdbicos fisioldgicos dan lugar a la formacion de agentes oxidantes que
pueden reaccionar con moléculas organicas como ADN, proteinas y lipidos, generandoles
danos estructurales que alteran su funcionalidad. Sin embargo, los sistemas bioldgicos
poseen sistemas antioxidantes que neutralizan a los oxidantes producidos e impiden el

dano de macromoléculas. El estrés oxidativo se define como el desbalance entre agentes
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oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros, llevando a una alteracion de la
sefializacién redox y, como consecuencia, de las funciones fisioldgicas'’.

El estudio de los oxidantes toma cada vez mayor relevancia debido a su caracteristica
dual. Por un lado, cumplen un papel central como moléculas de sefalizacién en procesos
fisioldgicos, regulando tanto procesos celulares como procesos sistémicos asociados a la
regulacion de la presidn arterial, funciones cognitivas e inmunoldgicas. Por otro lado, son
factores causales implicados en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, diabetes,
cancer, entre otras'®. Por lo tanto, el rol de estas moléculas en el mantenimiento de la salud
estd relacionada a su tasa de produccién, su concentracion, y a la habilidad de los sistemas

antioxidantes celulares para regular su actividad.

2.1. Fuentes de oxidantes

Las especies que contienen oxigeno y son altamente reactivas son referidas como
especies reactivas del oxigeno (ERO). Estas especies incluyen radicales del oxigeno y
perdxidos como el anién superdxido (02*), radical hidroxilo (HO*) y el peréxido de
hidréogeno (H203); radicales del nitrégeno tales como el éxido nitrico (NO) y el didxido de
nitrégeno (NO2*); y otras especies como el peroxinitrito (ONOO") y el hipoclorito (ClO"). A
las especies que contienen nitrégeno se las suele tratar de manera independiente bajo el
nombre de especies reactivas del nitrégeno (ERN)®°. Las ERO y ERN tienen su origen de
fuentes enddgenas y exdgenas. Las fuentes exdgenas incluyen polucién, tabaco, alcohol,
metales pesados, pesticidas, radiaciones, entre otras. Los oxidantes de origen enddgeno se
generan como resultado del metabolismo celular en mitocondrias, peroxisomas y reticulo
endoplasmatico, asi como por la accién de enzimas citosdlicas?®.

La mitocondria es la principal fuente endégena de ERO debido a que alli tiene lugar el
proceso de fosforilacidon oxidativa para la sintesis de ATP, en el cual el oxigeno molecular es
reducido a agua. Los principales sitios de generacidon de radicales superdxido son los
complejos | (NADH deshidrogenasa) y Il (ubiquinona-citocromo c reductasa) de la cadena
de transporte de electrones, en los que los electrones pueden difundir y ser capturados por

el oxigeno?!. En los peroxisomas, el proceso metabdlico mas relevante en la generacién de
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perdxido de hidréogeno es la B-oxidacion de los acidos grasos, aunque también se llevan a
cabo otros procesos metabdlicos que dan lugar a la produccién de anidn superdxido y dxido
nitrico??. El reticulo endoplasmatico también es una fuente de oxidantes, principalmente
por accidn de los citocromos P450 y b5, responsables de la oxidacién de acidos grasos
insaturados y de xenobidticos mediante la reduccién del oxigeno molecular y la formacién
de anidn superdxido y perdxido de hidrégeno?3.

Otra fuente importante de ERO es la familia de enzimas NADPH oxidasas (NOX). Las
proteinas que integran esta familia enzimatica, transportan electrones a través de
membranas bioldgicas para reducir el oxigeno a anidn superéxido?*. La primera isoforma
caracterizada, NOX2, comprende seis subunidades, dos de las cuales son proteinas
integrales de membrana, tres subunidades regulatorias, y la restante es una proteina de
unién a GTP (Rac). En ausencia de estimulo, las subunidades regulatorias permanecen en el
citosol formando un complejo multiproteico. Luego de la estimulacién, el complejo
regulatorio transloca a la membrana y se asocia con las subunidades transmembrana para
dar lugar a la forma activa®>. La NOX2 es particularmente importante en la respuesta
inmunoldgica, participando en la eliminacidén de microorganismos y en la activacion de vias

de sefializacidn necesarias para orquestar una adecuada respuesta inflamatoria.

2.2. Defensas antioxidantes

El sistema antioxidante regula los niveles de oxidantes, manteniendo la homeostasis
redox y protegiendo a los sistemas bioldgicos de su toxicidad. Este sistema incluye
moléculas antioxidantes exdgenas y enddgenas. Las primeras son moléculas suplementadas
en la dieta e incluyen vitaminas C y E, antioxidantes fendlicos, selenio, zinc, y drogas como
acetilcisteina®®. Las defensas antioxidantes enddgenas son sintetizadas por las células y
pueden ser de tipo no enzimaticas o enzimaticas. Los antioxidantes no enzimaticos son
moléculas que interactldan con los oxidantes truncando su cadena de reacciones. Dentro de
este grupo se encuentran el glutatién, el acido Urico, y la taurina, entre otros.

El glutatién es la molécula antioxidante de bajo peso molecular mds importante en la

célula. Se trata de un tripéptido (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) que se sintetiza gracias al
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agregado secuencial de cisteina al aminoacido glutamato seguido por la adicién de glicina.
La unidn atipica de la cisteina al glutamato a través del grupo y-carboxilo le confiere
proteccion ante la degradacidn intracelular, ya que este enlace sélo puede ser hidrolizado
por la enzima y-glutamiltranspeptidasa, presente Unicamente en la superficie externa de
algunos tipos celulares?’. En condiciones normales, aproximadamente el 98% del glutation
intracelular se encuentra en su forma reducida (GSH). La mayor parte del GSH (80-85%) se
encuentra en el citosol, mientras que el contenido restante puede encontrarse en las
mitocondrias y, en menor medida, en el reticulo endoplasmatico y el nucleo. El GSH
participa en el mantenimiento de la homeostasis gracias a su capacidad de eliminar ERO
tanto de manera directa como indirecta a través de reacciones enzimaticas. Esta
involucrado en la eliminacién de xenobidticos y metabolitos fisioldgicos a través de
reacciones de conjugacién con estos compuestos. También participa en la regulacion de
procesos fisiolégicos, como el ciclo celular y la apoptosis?. Los grupos sulfhidrilo (-SH) de la
cisteina actuan como donantes de electrones y son los responsables de las reacciones de
Oxido-reduccidn y conjugacion que lleva a cabo el GSH. En condiciones oxidantes, los grupos
sulfhidrilo de dos moléculas de GSH donan un electréon cada uno al agente oxidante,
neutralizdndolo y convirtiéndose en glutatién disulfuro (GSSG)?°. Los niveles intracelulares
de GSH son regulados a través del control de sus tasas de sintesis y exportacion fuera de la
célula. Sin embargo, el contenido intracelular de GSH también esta influenciado por agentes
gue alteren el estado redox, que lleven a la formacidon de conjugados, o que alteren la
distribucién del GSH entre los distintos compartimientos intracelulares. La deficiencia en el
contenido de GSH se manifiesta principalmente en la susceptibilidad al desarrollo de estrés
oxidativo y al dafo oxidativo resultante, paso clave para la progresion de muchas
patologias3°.

Dentro de las defensas antioxidantes enzimaticas, las principales enzimas son las
superoxido dismutasas (SOD), catalasa (CAT), glutatiéon peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GRd).

Como se menciond anteriormente, el anion superdxido es la principal especie

radicalaria generada como consecuencia del metabolismo aerdbico. La principal defensa
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celular contra el anién superoxido es el grupo de enzimas SOD. Este grupo de enzimas
catalizan la dismutacién del anidn superéxido en perdxido de hidrégeno. El mecanismo de
dismutacidn catalizado por estas enzimas involucra la reduccion y reoxidacién de un metal
de transicidon presente en el sitio activo. En mamiferos existen tres isoformas: cobre-zinc
SOD (Cu/ZnSOD/SOD1), manganeso SOD (MnSOD/SOD2) y SOD extracelular (ecSOD),
codificadas por distintos genes, con distintos cofactores metalicos y con distintas
localizaciones subcelulares3!. Las isoformas Cu/ZnSOD y ecSOD utilizan el ion cobre como
cofactor y el zinc ayuda a mantener la estabilidad de la enzima. La isoforma Cu/ZnSOD se
localiza en citoplasma, nucleo y membrana mitocondrial, mientras que la ecSOD se
encuentra en la membrana plasmatica y en fluidos extracelulares. La MnSOD utiliza al ién
manganeso como cofactor y se localiza en la matriz mitocondrial32. Si bien el perdxido de
hidrégeno es potencialmente menos tdxico que el anién superdxido, en presencia de Fe?*
puede ser reducido a radical hidroxilo, el cual es altamente reactivo. Por lo tanto, el
perdoxido de hidrégeno generado por accién de SOD debe ser eliminado. Las enzimas
responsables de su eliminacién son la CAT y la GPx.

La CAT cataliza la descomposicidon de perdxido de hidrégeno en oxigeno y agua. Se
localiza en los peroxisomas y en el citosol*3. Esta enzima contiene un grupo hemo como
grupo prostético y utiliza NADPH como cofactor. Durante la reaccidon de detoxificacién, el
hierro presente en el grupo hemo es oxidado por una molécula de perdxido de hidrégeno
dando lugar a un radical intermediario, el cual reacciona rapidamente con una segunda
molécula de perdxido de hidrégeno para formar agua y oxigeno33.

La familia GPx incluye isoenzimas que catalizan la reduccidén de peréxidos de
hidrégeno y de hidroperdxidos organicos a agua o alcoholes, utilizando GSH como dador de
electrones. Dentro de la célula, la GPx se localiza principalmente en el citosol, nicleo y
mitocondrias3*. Cuando el residuo de seleniocisteina o cisteina presente en el sitio activo
de la GPx es oxidado por una molécula de perdxido de hidrégeno, una molécula de GSH
reduce dicho residuo dando lugar a un intermediario. Una segunda molécula de GSH reduce
este intermediario, resultando en la restauracién del sitio activo de la GPx y la formacién de

GSSG3°. El GSSG es reciclado a su forma reducida por la enzima GRd.
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La enzima GRd es una oxidorreductasa que cataliza la reduccion del GSSG para
generar dos moléculas de GSH, utilizando NADPH como cofactor. Es una enzima altamente
conservada en la naturaleza, con un alto grado de similitud desde E. coli hasta el hombre.
Se localiza principalmente en citoplasma, nucleo y mitocondrias, aunque también se ha
detectado actividad oxidorreductasa en reticulo endoplasmatico y en lisosomas3®. La GRd
ayuda a mantener la homeostasis redox manteniendo los niveles de GSH altos y los de GSSG
bajos. El mecanismo de accién de esta enzima incluye dos pasos: primero, el NADPH reduce
a la GRd y luego los electrones son transferidos a la molécula de GSSG, reduciéndola y

regenerando la enzima?’.

2.3.  Homeostasis redox y estrés oxidativo. Implicancias en la respuesta inmunolégica

En condiciones fisioldgicas, los radicales libres y las especies reactivas no radicalarias
permanecen en las células y tejidos a bajas concentraciones. En estas condiciones, cumplen
un importante rol como mediadores regulatorios en la sefalizacién redox, induciendo
respuestas protectoras contra el dafo oxidativo y restableciendo la homeostasis redox
luego de una exposicidon temporaria a oxidantes.

La concentracién de oxidantes esta determinada por el balance entre su tasa de
produccién y su tasa de eliminacién por las defensas antioxidantes. La sefalizacidon redox
requiere la ruptura de dicho balance, ya sea por un aumento en la produccién de oxidantes
o por la disminucion de uno o varios de los sistemas antioxidantes. Estos eventos oxidativos
pueden ser inducidos de manera regulada por la activacién de los sistemas productores de
oxidantes como parte de los mecanismos celulares fisioldgicos. Sin embargo, respuestas
similares pueden ser inducidas por condiciones de estrés generadas por factores
ambientales. Si el aumento inicial de ERO es relativamente pequefio, las defensas
antioxidantes suelen ser suficientes para compensarlo y restaurar la homeostasis redox. En
cambio, cuando el aumento de oxidantes es mayor o persistente, las respuestas
antioxidantes no son suficientes para restaurar la homeostasis redox. En estos casos, el
sistema puede llegar a un equilibrio que, si bien es estable, resulta en un estado asociado a

altas concentraciones de ERO y patrones de expresién génica alterados como consecuencia
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de la activacién de vias de sefializacion inducibles por el estado redox. En casos extremos,
el gran desbalance entre agentes oxidantes y antioxidantes se manifiesta en un estado
patoldgico, el estrés oxidativo, que involucra un cambio crdnico hacia un estado mas
oxidativo y dafios a macromoléculas inducidos por las ERO que resultan en la alteracion de
las funciones celulares38.

En células inmunolégicas, la activacidn celular induce una reprogramacion metabdlica
que lleva a la produccion de ERO citosdlicos y mitocondriales®. La activacion, proliferacion
y diferenciacion celular requieren una produccion moderada de ERO*. Ademas, las ERO
participan en la respuesta inmunoldgica a través de la activacion de vias inflamatorias y de
la induccién de la presentacion antigénica por las células dendriticas*!. La produccién de
ERO a través de la activacion de la NOX, proceso denominado estallido respiratorio, es la
principal respuesta antimicrobiana de células fagociticas. Sin embargo, niveles excesivos de
ERO inhiben la actividad inmunoldgica e inducen apoptosis®?. Asi, alteraciones en la
produccién o eliminacién de ERO repercutiran en la seializacién redox y, por ende, en la

respuesta inmunoldgica.

3. Obesidad: el papel del tejido adiposo blanco y las alteraciones metabdlicas
3.1. Eltejido adiposo

El tejido adiposo es un érgano esencial en la regulacion de la homeostasis energética
del organismo que actia como reservorio calérico. En condiciones de exceso de nutrientes,
el tejido adiposo almacena el excedente de nutrientes en forma de lipidos neutros, los
triglicéridos, mientras que en condiciones de déficit nutricional, provee de nutrientes a
otros tejidos a través de la lipdlisis de los triglicéridos almacenados®?. El tejido adiposo estd
conformado por adipocitos, pre-adipocitos, células endoteliales, células inmunoldgicas,
fibroblastos y células madre. Los adipocitos cargados de lipidos conforman sélo el 20-40%

del contenido celular del tejido adiposo, aunque corresponde a mas del 90% de su volumen.
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El 60-80% restante corresponde a células de la fraccién vascular estromal, de las cuales mas
de la mitad son leucocitos*.

Existen dos tipos principales de tejido adiposo, el pardo y el blanco. El tejido adiposo
pardo es abundante en recién nacidos y se localiza en las regiones intraescapulares e
intraclaviculares, a lo largo del sistema vascular, y rodeando érganos criticos como rifiones,
corazdn, higado y pancreas*. Su principal funcién es el mantenimiento de la temperatura
corporal a través del gasto energético por termogénesis®. El tejido adiposo blanco se
especializa en el almacenamiento y liberacién de lipidos. El balance entre ambos procesos
es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis energética, ya que el excesivo
almacenamiento de lipidos o la disminucién de su eliminacién lleva a la obesidad y a sus
comorbilidades asociadas®®. Segun su localizacién en el cuerpo, el tejido adiposo blanco se
clasifica en subcutaneo o visceral. El tejido adiposo visceral incluye depdsitos abdominales,
perirrenales y pericardicos. El tejido adiposo abdominal es el de mayor relevancia clinica
debido a que su acumulacién se correlaciona con el desarrollo de alteraciones
metabdlicas?’.

Si bien histéricamente el tejido adiposo fue considerado Unicamente como reservorio
energético, actualmente es reconocido como un érgano enddcrino involucrado en Ia
regulacién de diversas funciones bioldgicas tales como el apetito, el metabolismo de
glucosay lipidos, peso corporal, inmunidad, angiogénesis, reproduccién, coagulacion, entre
otras®®. Los adipocitos maduros expresan y secretan una variedad de proteinas, conocidas
como adipoquinas, que actuan tanto a nivel local como sistémico. Las adipoquinas mas
estudiadas son la leptina y la adiponectina.

La leptina es un péptido sintetizado principalmente por el tejido adiposo blanco y cuya
expresion y secrecion es regulada por diversos factores, como citoquinas proinflamatorias,
glucocorticoides e insulina®®. Los niveles circulantes de leptina son directamente
proporcionales a la cantidad de grasa corporal y fluctian de acuerdo a los cambios en el
consumo caldrico®. A nivel central, el papel de la leptina es transmitir el estado de saciedad
al hipotalamo®!. La leptina hipotaldmica regula el gasto energético mediante la estimulacion

neuroenddcrina de la tiroides y las génadas, y la supresion de la actividad adrenal®2. En los
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tejidos periféricos, especialmente en higado, pancreas, musculo esquelético y tejido
adiposo, la leptina favorece el transporte de glucosa, la glucdlisis, la sensibilidad a la
insulina, y también modula enzimas clave del metabolismo de lipidos®?.

La adiponectina es una adipoquina con efectos antiinflamatorios, antidiabéticos,
antiaterogénicos y cardioprotectivos, y esta implicada en un amplio espectro de actividades
tejido especificas®. En el pancreas, la adiponectina favorece el consumo de glucosa. En el
higado, activa el transporte de glucosa y la oxidacidn de dacidos grasos, e inhibe la
gluconeogénesis*. La accion antiinflamatoria de la adiponectina se debe a la supresién de
la via inflamatoria mediada por NFkB y de la produccién de ERO, asi como también a la

estimulacion de la produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10°°.

3.2.  Sindrome metabdlico y resistencia a la insulina

Segun la Federacion Internacional de Diabetes, el sindrome metabdlico se define
como la presencia de obesidad central, determinada por la circunferencia de cintura,
sumado al menos a dos de las siguientes caracteristicas: niveles de triglicéridos séricos
elevados, niveles de colesterol HDL reducidos, hipertension arterial, hiperglucemia en
ayunas o diabetes tipo 2°°. Tradicionalmente, la clinica ha evaluado de manera individual
cada uno de los factores de riesgo que contribuyen al sindrome metabdlico. Sin embargo,
las evidencias sugieren que los factores de riesgo son mas que aditivos®’.

El sindrome metabdlico representa un factor de riesgo para el desarrollo de varias
patologias. Pacientes con sindrome metabdlico presentan entre dos y cinco veces mayor
riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes de tipo 2 en los primeros
cinco a diez afios de evolucién®®. Uno de los principales factores de riesgo que contribuye
al desarrollo de este sindrome es la resistencia a la insulina®’.

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células 3 de los islotes
pancreaticos de Langerhans en respuesta a la disponibilidad de nutrientes. Su principal
funcién es el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, aunque también esta
involucrada en procesos anabdlicos como el crecimiento y desarrollo tisular®. Si bien el

receptor de insulina se expresa en varios tipos celulares, el efecto principal de la insulina en
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la homeostasis de la glucosa es el resultado de su efecto directo sobre el higado y el tejido
adiposo blanco. En el higado, la insulina activa la sintesis de glucégeno, induce la expresion
de genes lipogénicos y modula negativamente la expresion de genes gluconeogénicos. En
el tejido adiposo blanco, la insulina suprime la lipdlisis, incrementa el transporte de la
glucosa e induce la lipogénesis®°.

La resistencia a la insulina sistémica se evidencia cuando los niveles plasmaticos
normales de insulina son insuficientes para lograr que los tejidos blanco articulen una
respuesta coordinada que baje los niveles de glucosa en sangre. En etapas tempranas de
insulinorresistencia, el pancreas compensa la falta de respuesta a la insulina en los tejidos
periféricos aumentando su secrecidn al torrente sanguineo. En ayunas, esta compensacion
es suficiente para mantener la glucemia en el rango adecuado. Sin embargo, luego de una
comida donde la glucosa es rapidamente absorbida, esta compensaciéon no es suficiente y
se genera un estado de hiperglucemia. Esta incapacidad de regular adecuadamente la
concentracién de glucosa luego de una comida se conoce como intolerancia a la glucosa®.
En estas condiciones, el esfuerzo de las células 3 para producir y liberar mas insulina genera
estrés celular y un deterioro en su funcionalidad, causando eventualmente su apoptosis.
Como consecuencia de la disfuncidn de las células f3, los niveles de insulina disminuyen. El
descenso de los niveles de insulina junto con la resistencia a la insulina a nivel sistémico,
determinan la incidencia y severidad de la diabetes tipo 26°.

A nivel molecular, la resistencia a la insulina ocurre debido a la inhibicién de la via de
sefializacion de la insulina. En condiciones normales, la unién de la insulina a su receptor
resulta en su autofosforilacion en varios residuos tirosina. Estos residuos fosforilados
actuan como sitios de union de los sustratos del receptor de insulina (IRS, por sus siglas en
inglés insulin receptor substrate). La fosforilacion de los IRS por el receptor de insulina
permite la activacién de las vias mediadas por la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y
las quinasas activadas por mitdgenos (MAPK)®162, La resistencia a la insulina se desarrolla
como consecuencia de diversos procesos de estrés celular. Las citoquinas proinflamatorias,
derivados de acidos grasos, y las ERO activan serina/treonina quinasas que actian como

reguladores negativos de la sefializacién intracelular inducida por la insulina. En la obesidad,
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la fosforilacion de residuos serina de los IRS es un mecanismo por el cual el estrés

metabdlico e inflamatorio promueve la resistencia a la insulina en tejido adiposo e higado®3.

3.3. Obesidad

La obesidad es una enfermedad multifactorial caracterizada por la acumulacion
excesiva de grasa corporal. El grado de obesidad se determina utilizando el indice de masa
corporal (IMC), definido como el cociente entre el peso en kg y la altura en metros
cuadrados®. Segun su IMC, los individuos se clasifican en cinco categorias: con normopeso
(18,5-24,9 kg/m?), con sobrepeso (25,0-29,9 kg/m?), con obesidad clase | (30,0-34,9 kg/m?),
con obesidad clase 11 (35,0-39,9 kg/m?) y con obesidad clase Il (mayor o igual a 40,0 kg/m?).
Se considera obesidad madrbida a la obesidad clase I, o la obesidad clase Il cuando existen
comorbilidades asociadas®. Si bien el IMC es un indice de adiposidad, su limitacién radica
en la imposibilidad de obtener informacién precisa sobre la composicién corporal, y por en
ende, de diferenciar entre la adiposidad abdominal y la adiposidad menos dafiina presente
en otras dareas del cuerpo. Sin embargo, es el método aceptado internacionalmente para
clasificar la obesidad®. La circunferencia de cintura se ha propuesto como otro pardmetro
relevante para clasificar la obesidad, ya que mide especificamente la adiposidad
abdominal®®.

En las ultimas décadas, el aumento en la prevalencia de la obesidad se convirtié en
una de las principales problematicas de salud a nivel mundial, ya que el exceso de peso
aumenta el riesgo de desarrollar diversas patologias como enfermedades
cardiovasculares®’, diabetes®®, cancer®®, enfermedades del higado graso no alcohdlico’®,
entre otras. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la prevalencia de la obesidad se
triplicé entre los afios 1975 y 2016. En el afio 2016, el 39% de la poblacién mundial adulta
presentaba sobrepeso, mientras que el 13% presentaba obesidad’!. En Argentina, el 36%
de la poblacion adulta presenta sobrepeso y el 25% obesidad’2.

La causa mas comun de obesidad es el exceso de consumo caldrico en relacién al gasto
calérico. En la actualidad, el aumento del consumo caldrico es promovido por la produccidn

de alimentos procesados que suelen tener alto contenido de azucares, grasas y sodio,
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sumado al aumento en el tamano de la porcidon de los alimentos comerciales y a su
accesibilidad econdémica. A su vez, la actividad fisica ha bajado dramaticamente en las
ultimas décadas, disminuyendo significativamente el gasto energético’3. Sin embargo, la
etiologia de la obesidad es compleja y dindmica, e incluye factores genéticos, fisioldgicos,
ambientales, econdmicos y sociales que interactdan entre si promoviendo el desarrollo de

la obesidad®®.

3.4. Patogénesis de la obesidad

La disfuncién del tejido adiposo es una de las primeras anormalidades que ocurre
durante el desarrollo de la obesidad y sucede bajo condiciones de continuo desbalance
energético positivo’®. En una primera instancia, el exceso caldrico positivo lleva al
agrandamiento de los adipocitos maduros, dando como resultado la hipertrofia celular y el
almacenamiento de mayor cantidad de lipidos. Si el desbalance calérico continua, las células
hipertrofiadas secretan factores que favorecen el reclutamiento y maduraciéon de pre-
adipocitos, resultando en el aumento del numero de células residentes en el tejido adiposo,
condicién denominada hiperplasia’®. Asi, la disponibilidad excesiva y crénica de nutrientes
lleva al agrandamiento de gotas lipidicas, con la consecuente hipertrofia de los adipocitos e
hiperplasia tisular, que culmina eventualmente en el aumento de los depdsitos de grasa y
la ganancia de peso corporal®®,

El factor critico en el desarrollo de la alteracion metabdlica del tejido adiposo es su
capacidad de desarrollar hipertrofia e hiperplasia’®. La habilidad del tejido adiposo de
aumentar dramaticamente su tamafio en respuesta a la demanda nutricional requiere una
capacidad de remodelacion unica y una flexibilidad de la matriz extracelular suficiente para
permitir la expansién del tejido adiposo. Los adipocitos expresan una gran variedad de
proteinas de matriz extracelular y las enzimas necesarias para su remodelacién, cuya
expresion génica es modulada por la disponibilidad nutricional’”’. Cuando la matriz
extracelular se vuelve rigida, como ocurre en la obesidad, la capacidad de los adipocitos de
almacenar el exceso de nutrientes se ve limitada y, como consecuencia, tienen lugar

procesos inflamatorios, la activacion de vias asociadas con la respuesta al estrés, y la
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acumulacion de lipidos en otros tejidos’®. Si bien el proceso de remodelacidn exige el
aumento de la vascularizacion, el tejido adiposo de pacientes obesos sufre hipoxia debido
a que el gran tamafio de los adipocitos limita su disponibilidad de oxigeno. La hipoxia induce
resistencia a lainsulina, un aumento del metabolismo celular anaerdbico, y un estado tisular
inflamatorio como resultado de la regulacidon negativa de adiponectina y positiva de leptina
y citoquinas inflamatorias’®.

Como se menciond anteriormente, el tejido adiposo funciona como un depésito de
energia que puede ser liberada en momentos de necesidad. Los triglicéridos almacenados
en el tejido adiposo son transportados a los sitios que lo requieran en forma de acidos
grasos no esterificados (AGNE). Asi, el tejido adiposo es el Unico tejido que libera cantidades
significativas de AGNE a plasma®. Este mecanismo es regulado por la insulina. La elevacién
de los niveles plasmaticos de insulina suprime la lipdlisis en el adipocito, disminuyendo los
niveles de AGNE en plasma. La resistencia a la insulina desarrollada como respuesta al
desbalance caldrico continuo, disminuye el efecto inhibitorio que tiene la insulina sobre la
lipdlisis, resultando en una lipdlisis descontrolada y en el incremento de los niveles de AGNE
en plasma?®!. La tasa de liberacidon de AGNE a la circulacién aumenta de manera proporcional
con el incremento de la masa de tejido adiposo®, fenémeno que posiblemente se deba
tanto a la alteracion metabdlica en el tejido adiposo como al desafio de su capacidad de
almacenaje. El incremento de AGNE en plasma favorece su captacion por otros érganos,

principalmente el higado, contribuyendo a la alteracion metabdlica multiorganica.

4. Elhigado

El higado, reconocido como el érgano metabdlico por excelencia, es el érgano sélido
mas grande del cuerpo humano. Con un peso aproximado de 1,5 kg, corresponde al 2-5%
del peso corporal de un adulto®. Las funciones esenciales del higado comprenden el
metabolismo de macronutrientes, sintesis proteica, control homeostatico de lipidos y

colesterol, regulacién de la glucemia y del volumen sanguineo, control enddcrino de vias de
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sefializacion relacionadas con el crecimiento, funciones inmunoldgicas, y descomposicion
de xenobidticos®.

Gracias a la localizacion estratégica y a su irrigacion particular, el higado lleva a cabo
la degradacion de toxinas y de productos de desecho®3, maximiza las interacciones entre las
células inmunoldgicas y los patdgenos® y es responsable de la remocién de patdgenos y
antigenos exdgenos de la circulacién sistémica®. El higado es el Unico érgano abastecido
tanto por la sangre arterial como venosa, y cuya organizacién anatomica permite que
ambos suministros accedan simultdneamente a las distintas estructuras hepaticas. Debido
a que el 70% de la sangre es suministrada al higado desde el intestino a través de la vena
porta, el higado se encuentra expuesto a bacterias y moléculas derivadas de patégenos
como el LPS®8. Por lo tanto, es necesario desarrollar mecanismos de tolerancia inmunoldgica
para evitar la sobreactivacién de los componentes del sistema inmunoldgico vy, a su vez, ser
capaz de llevar a cabo respuestas efectivas frente a patégenos®’.

El higado esta compuesto por una fraccidn parenquimatica y una no parenquimatica.
Las células de la fraccidn parenquimatica, los hepatocitos, ocupan el 78-80% del tejido
hepatico. Las células no parenquimaticas ocupan el 5-6% del tejido hepdtico, mientras que
el 14-17% restante corresponde a espacios extracelulares (conductos biliares, lumen
sinusoidal y espacio de Disse)®’. Las células no parenquimaticas incluyen a las células
estrelladas hepaticas, células endoteliales sinusoidales hepaticas, células dendriticas,
células de Kupffer y linfocitos residentes.

Las células estrelladas hepaticas (HSC, del inglés hepatic stellate cells) comprenden el
1% de las células no parenquimaticas®® y se localizan en el espacio de Disse®, espacio
comprendido entre las células endoteliales sinusoidales y las células epiteliales. En un
higado sano, las HSC se encuentran en estado quiescente y almacenan vitamina A dentro
de las gotas lipidicas presentes en el citoplasma, constituyendo el mayor reservorio de esta
vitamina en el cuerpo®. Cuando el higado sufre algun tipo de lesién, las HSC se activan y se
diferencian dando lugar a miofibroblastos. Las HSC activadas producen componentes de la

matriz extracelular, generando una cicatriz en el sitio lesionado para proteger al higado de
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lesiones posteriores. Asimismo, estas células activadas secretan citoquinas y factores de
crecimiento que promueven la regeneracién del epitelio hepatico®°,

Las células presentadoras de antigenos residentes en el higado comprenden a las
células de Kupffer, células endoteliales sinusoidales y células dendriticas. Estas células
capturan antigenos que pasan a través del higado o que son liberados por hepatocitos
infectados al morir, y son cruciales para el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica en
condiciones no inflamatorias®.

Las células endoteliales sinusoidales hepaticas comprenden el 50% de las células no
parenquimaticas®. Estas células forman la pared fenestrada del sinusoide hepdtico, que
regula y supervisa el trafico de células y moléculas entre el parénquima hepatico y la
sangre’?,

Las células de Kupffer son los macréfagos residentes del higado y constituyen el 25%
de las células hepaticas no parenquimaticas®®, siendo la mayor poblacion de MF tisulares
residentes en el cuerpo. La principal funcién de las células de Kupffer es fagocitar patégenos
o productos derivados de éstos que llegan desde la circulacién portal, constituyendo una
barrera que previene el pasaje de estos productos a la circulacidn periférica. Estas células
también se encargan de fagocitar debris celulares y de presentar antigenos in situ a los LT
citotdxicos y regulatorios®3.

Los linfocitos residentes hepaticos constituyen el 20% de las células no
parenquimaticas®® y comprenden a las células NK, NKT, linfoides innatas, LTyS, LT y LB. La
composicion linfocitaria del higado difiere de la presente en otros érganos y en sangre
periférica®®. La funcidn principal de estas células es el mantenimiento de la homeostasis
inmunoldgica hepatica y la resistencia a infecciones virales, tumores y enfermedades

autoinmunes®®.
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5. Enfermedades del Higado Graso No Alcohdlico

Las Enfermedades del Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA) se definen por la
acumulacién de grasa, denominada esteatosis, en al menos un 5% de los hepatocitos en
ausencia de otras causas de enfermedad hepatica®. Se trata de un amplio espectro de
hepatopatias que abarcan desde la esteatosis simple hasta la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA), siendo esta ultima la condicién de mayor severidad. La incidencia de las EHGNA ha
aumentado significativamente en los Ultimos afos como resultado de cambios en los
habitos alimentarios y el aumento del sedentarismo, convirtiéndose en la enfermedad
hepatica mas frecuente en el mundo®. La prevalencia global de las EHGNA es del 25%,
mientras que la de EHNA se estima entre 1,5% y 6,45%°’. En Sudamérica, la prevalencia de
las EHGNA es de 31%°7, y de 6-18% para la EHNA®, siendo la regién con mayor prevalencia
reportada.

Las EHGNA tienen tasas de progreso muy variadas entre los individuos que la padecen
debido al impacto de factores ambientales, metabélicos, microbioma, comorbilidades vy
factores de riesgo genético. Los factores de riesgo para el progreso a la EHNA incluyen la
obesidad, edad, diabetes tipo 2, hipertension, sindrome metabdlico, hiperlipidemia,
consumo de dieta alta en fructosa, raza blanca, y variantes del gen PNPLA3®°,

Si bien la esteatosis simple es reversible, estudios longitudinales realizados en los
ultimos afios han cambiado la creencia de que la esteatosis simple tiene un curso benigno.
En base al diagndstico histoldgico, se ha descripto que la esteatosis simple progresa a EHNA

en el 23% de los casos en un periodo de tres afios'®

,y que desarrolla algun grado de fibrosis
en el 37% de los casos, llegando a ser severa en el 22% de los casos??,

La EHNA se asocia con un aumento en la tasa de mortalidad y se cree que sera la
principal causa de trasplante hepatico. Se estima que el 20% de los pacientes con EHNA

desarrollan cirrosis9?

, aunque la EHNA puede progresar a carcinoma hepatocelular incluso
en ausencia de cirrosis!®,

Las manifestaciones clinicas de las EHGNA no estadn limitadas Unicamente a las
enfermedades hepadticas, sino que involucran multiples érganos como consecuencia de las

alteraciones metabodlicas multiorganicas. Los pacientes con EHGNA poseen mayor riesgo de
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padecer enfermedad renal crénical®, enfermedades cardiovasculares®, y diabetes tipo
2196 Nueva evidencia indica una asociacién entre las EHGNA y otras enfermedades que no
se relacionan intuitivamente con los desérdenes metabdlicos presentes en estos pacientes,
como osteoporosis, psoriasis, urolitiasis, sindrome de ovario poliquistico, periodontitis,

entre otras!?’.

5.1. Caracteristicas clinicas, diagndstico y tratamiento

La mayoria de los pacientes con EHGNA son clinicamente asintomaticos, aunque
algunos pueden presentar sintomas inespecificos como fatiga, dispepsia, y
hepatoesplenomegalial®®. Debido a la escasa sintomatologia, muchos pacientes son
diagnosticados en etapas avanzadas, cuando los tratamientos actuales ya no son eficientes,
motivo por el cual resulta importante el uso de métodos no invasivos para el diagndstico
temprano.

Las EHGNA son diagnosticadas en base a la historia clinica, el laboratorio, y estudios
por imagenes, pudiendo ser confirmadas histolégicamente. El diagndstico de las EHGNA
requiere la exclusién clinica de otras causas de esteatosis, tales como hepatitis virales, dafio
hepatico inducido por drogas, enfermedades autoinmunes, enfermedad de Wilson,
deficiencia de al-antitripsina. Asimismo, requiere la exclusién de ingesta de alcohol diaria
mayor o igual a 30 g en hombres 0 20 g en mujeres, ya que el consumo sobre estos limites
indicaria enfermedad hepatica alcohdlical®.

Los biomarcadores utilizados para el diagndstico de las EHGNA incluyen los niveles de
las enzimas hepaticas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT), y
componentes del sindrome metabdlico. Si bien las EHGNA son la principal causa de

109 alrededor del 80% de los pacientes con

elevacion inesperada de enzimas hepaticas
EHGNA presentan niveles normales de estas enzimas!*C. Se desarrollaron diversos modelos
predictivos para el diagndstico de las EHGNA y el grado de fibrosis. Estos modelos incluyen
edad y sexo, datos antropométricos como el IMC o la circunferencia de cintura, y datos
bioquimicos como los niveles de AST y ALT, triglicéridos, colesterol, glucosa, insulina, entre

otros. Sin embargo, los modelos predictivos actuales tienen una utilidad clinica moderada
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y ninguno de ellos permite diferenciar entre esteatosis simple y EHNA con alta sensibilidad
y especificidad!!!,

El diagndéstico por imagenes se utiliza para detectar la presencia de esteatosis e
incluye el ultrasonido abdominal, tomografia computada y resonancia magnética. Entre
ellos, el ultrasonido abdominal es el mas utilizado por tratarse de un método no invasivo,
ampliamente disponible y con menor costo, aunque posee baja sensibilidad en pacientes
con menos del 30% de esteatosis®.

Debido a que la distincién entre esteatosis simple y EHNA no puede hacerse por
métodos por imdgenes ni por marcadores seroldgicos, el andlisis histoldgico de biopsia
hepatica es hasta el momento la Unica herramienta disponible para diferenciar ambos
estadios, detectar la severidad de la enfermedad hepatica y clasificar correctamente casos
en los que hay mas de un diagndstico posible!!?,

A nivel histoldgico, los pacientes con EHGNA presentan frecuentemente esteatosis de
tipo macrovesicular, con una gran gota de grasa que desplaza al nucleo celular o varias gotas
que lo rodean dejandolo en el centro (Figura 1A). Una de las caracteristicas diagndsticas de
la EHNA es la presencia de focos inflamatorios compuestos principalmente por LT y MF
(Figura 1B). La otra caracteristica diagndstica que define a la EHNA es el dafio hepatocelular
que se muestra en forma de balonamiento celular con o sin cuerpos de Mallory-Denk
(Figura 1C-D)*2,

La fibrosis comienza en la regién hepdatica pericentral, y se vuelve mas compleja en
los espacios perisinusoidales (Figura 2A-B). Eventualmente, la fibrosis puede progresar al
denominado puente de fibrosis, en el que los hepatocitos quedan atrapados alrededor del
area portal y el colageno se extiende al parénquima circundante (Figura 2C). Finalmente,
los puentes de fibrosis pueden progresar formando una Unica banda entre el area portal y
las venas centrales, dando lugar a la cirrosis (Figura 2D)*2.

En la actualidad no existe un tratamiento farmacolégico establecido y aprobado para
tratar las EHGNA, por lo que las indicaciones médicas se basan en reducir los factores de
riesgo, revertir las manifestaciones clinicas, mejorar las comorbilidades asociadas, y

prevenir la progresién a cirrosis o hepatocarcinoma y la mortalidad asociada a EHNA'®. La
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principal indicacién para pacientes con EHGNA es la modificacidon del estilo de vida,
principalmente aumento de actividad fisica y cambios alimentarios!!*. En pacientes con
sobrepeso u obesidad, el principal objetivo es la pérdida de un 7-10% del peso corporal
mediante la modificacion del estilo de vida, ya que se ha demostrado que dicho descenso

mejora los niveles de las enzimas hepdticas y las alteraciones histoldgicas!®.

Figura 1. Histologia de las EHGNA. Se muestran cortes de tejido hepatico tefiidos con Hematoxilina y
Eosina. A. Hepatocitos cargados con gotas lipidicas (estrellas). Se observa infiltrado linfocitario (flecha),
(600X). B. Foco inflamatorio portal (400X). C. Balonamiento de hepatocitos (flechas) (400X). D.
Inclusiones citoplasmaticas de cuerpos de Mallory-Denk (flecha) (600X). Imadgenes extraidas del trabajo
de Kleiner y Makhlouf!12,
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Figura 2. Fibrosis en las EHGNA. Se muestran cortes de tejido hepatico tefiidos con Tricrémico de Masson.
A. Fibrosis perisinusoidal temprana (600X). B. Fibrosis perisinusoidal avanzada (200X). C. Puente de fibrosis
(100X). D. Cirrosis (40X). Imagenes extraidas del trabajo de Kleiner y Makhlouf!!?,

5.2. Patogénesis de las EHGNA: de la homeostasis hepatica a la hepatopatia

Durante muchos afios, la patogénesis de las EHGNA se explicd mediante la hipétesis
de los “dos hits”. Esta hipotesis sugiere que la acumulacién de triglicéridos en el higado es
el “primer hit”, que aumenta la susceptibilidad del higado a sufrir dafio mediado por el
“segundo hit” y lleva al desarrollo de EHNA. Este segundo hit incluye citoquinas
inflamatorias, estrés oxidativo, y disfuncién mitocondrial*>.

El avance del conocimiento permitié descubrir que son muchas las vias moleculares
gue contribuyen al desarrollo de la EHGNA y que los disparadores no son los mismos en
todos los pacientes, dejando obsoleta la hipétesis de los dos hits''®. Como resultado, se
desarrolld la hipotesis de “multiples hits”. Esta nueva hipdtesis considera que multiples
insultos actdan en conjunto en sujetos predispuestos genéticamente para inducir el
desarrollo de EHGNA. Estos “hits” incluyen resistencia a la insulina, adipoquinas, factores

nutricionales, microbiota intestinal, y factores genéticos y epigenéticos*'’.
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5.2.1. Desarrollo de esteatosis hepatica

El higado juega un rol crucial en el metabolismo lipidico mediante la sintesis,
almacenamiento, secrecién y oxidacién de acidos grasos. Los acidos grasos utilizados para
la formacion de triglicéridos hepaticos provienen de tres fuentes: (1) la dieta; (1) los AGNE
derivados del tejido adiposo; y (lIl) la lipogénesis de novo'!®. Por otro lado, la eliminacién
hepdtica de lipidos se lleva a cabo mediante dos mecanismos: () la B-oxidacion de acidos
grasos; y (I1) la exportacién de lipidos*®.

La esteatosis hepdtica surge como consecuencia del desbalance entre la
incorporacion y la eliminacion de los acidos grasos a favor de la primera. Por lo tanto, la
esteatosis se desarrollara si (I) aumenta el flujo de AGNE al higado; (ll) aumenta la
lipogénesis de novo; (Ill) disminuye la oxidacidén de acidos grasos; y/o (IV) disminuye la
exportacién de lipidos*?? (Figura 3).

Los acidos grasos provenientes de la dieta son absorbidos en el intestino delgado,
ensamblados en triglicéridos, incorporados en quilomicrones, y secretados a la circulacién
sistémica. El 70% de los triglicéridos presentes en los quilomicrones es hidrolizado y
almacenado en el tejido adiposo, mientras que el 30% restante es captado por el higado®*°.
Como se menciond anteriormente, en situaciones de exceso calérico crénico el desafio de
la capacidad de almacenamiento de los adipocitos sumado al desarrollo de resistencia a la
insulina en el tejido adiposo, provoca la liberacidn descontrolada de AGNE a la circulacion.
Simultdneamente, el exceso de acidos grasos adquiridos con la dieta contribuye al flujo de
AGNE a través de los quilomicrones remanentes®?!. Asi, la elevada concentracion plasmatica
de AGNE promueve su ingreso al higado!?2. Debido a que los AGNE son hepatotdxicos, son
utilizados por los hepatocitos para la sintesis de triglicéridos como mecanismo protector de
su efecto pro-apoptéticol?.

En la lipogénesis de novo, la glucosa es convertida a acidos grasos monoinsaturados
gue son utilizados para formar triglicéridos. Las enzimas involucradas en este proceso son
inducidas a nivel transcripcional por la glucosa y la insulina como respuesta a la
disponibilidad de nutrientes'?*. En condiciones normales, la lipogénesis de novo es escasa.

Sin embargo, en el contexto patoldgico de las EHGNA se evidencia un aumento de este

34



Introduccién

mecanismo gracias a la denominada resistencia a la insulina selectiva. Se esperaria que la
resistencia a la insulina hepatica genere un aumento de la gluconeogénesis y una
disminucion de la lipogénesis de novo. Sin embargo, la lipogénesis de novo se mantiene
intacta mientras aumenta la gluconeogénesis'®®. Mdas aun, la hiperinsulinemia y la
hiperglucemia derivadas de la falta de sensibilidad a la insulina determinan el aumento de
la lipogénesis de novo hepatica.

Donelly y col. demostraron que el 59% de los triglicéridos hepaticos se originan a
partir de los AGNE liberados por el tejido adiposo, el 26% de la lipogénesis de novo, y el 15%
de la dieta. Esta evidencia confirma que la desregulacion metabdlica a nivel del tejido
adiposo es un factor critico en el desarrollo de la esteatosis hepatica'?®.

La oxidacién de acidos grasos ocurre en la mitocondria cuando los niveles de glucosa
son bajos, y provee la energia necesaria en forma de ATP!?’. En condiciones de
disponibilidad nutricional, la oxidacién de acidos grasos es inhibida debido a la disminucién
del flujo de AGNE como consecuencia de la accion de la insulina sobre la lipdlisis en el tejido
adiposo, y a la accion directa de la glucosa y la insulina sobre la tasa de ingreso de los acidos
grasos a la mitocondria'®®. Los pacientes con EHGNA presentan un aumento en la tasa de
oxidacion hepatica de acidos grasos como respuesta adaptativa a la sobrecarga lipidica y a
la lipotoxicidad!?®. Sin embargo, este aumento en la oxidacién de acidos grasos no sélo no
es suficiente para depurar al higado del exceso de lipidos, sino que el resultado es negativo
debido a la excesiva generacién de ERO'?°. Como consecuencia de la sobreproduccion de
ERO, se genera dafio oxidativo en el ADN mitocondrial, lo cual disminuye su funcion. La
oxidacién de acidos grasos en mitocondrias disfuncionales produce un exceso de ERO auln
mayor, y genera una respuesta compensatoria mediante la utilizaciéon de vias de oxidacion
alternativas, principalmente en peroxisomas y citocromos, que generan aiin mas ERO?8,
estableciéndose asi un circulo vicioso que exacerba la disfuncion mitocondrial y el estrés
oxidativo®3°,

El higado secreta triglicéridos en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL,
del inglés very low density lipoprotein), cuyo ensamblaje tiene lugar en el reticulo

endoplasmatico y el aparato de Golgi'3l. Ante una baja disponibilidad de triglicéridos
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hepaticos o en respuesta a la accion de la insulina, la tasa de secrecion de VLDL disminuye
gracias a la degradacién de la apolipoproteina B (apoB), una proteina necesaria para su
ensamblaje’32. En las EHGNA, se ha observado un incremento en el ensamblaje y secrecién
de VLDL, posiblemente como resultado de la pérdida de respuesta a la insulina y del
aumento en el contenido de triglicéridos hepaticos'?!. Esta observacién sugiere que la
hipertrigliceridemia presente en muchos pacientes con EHGNA es atribuible, al menos en
parte, al aumento en la produccién de VLDL!33, Lamentablemente, el esfuerzo del higado

por exportar los triglicéridos no logra contrarrestar su acumulacién.
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Figura 3. Desarrollo de esteatosis en EHGNA. Los acidos grasos llegan al higado a través de la dieta
transportados por quilomicrones (CM) y del pool de acidos grasos no esterificados (NEFA) derivados del tejido
adiposo. En el higado, la glucosa es utilizada en la lipogénesis de novo (DNL) para la produccién de acidos
grasos. Una vez en el higado, los acidos grasos son oxidados, ensamblados en VLDL y secretados al plasma, o
almacenados en forma de triglicéridos. En el contexto de obesidad, y debido a la resistencia a la insulina en
el tejido adiposo, la falta de inhibicién de la lipasa sensible a hormona (HSL) genera un aumento de la lipélisis
y del flujo de NEFA hacia el higado y el musculo. En el higado, la insulina y la glucosa modulan positivamente
la lipogénesis de novo a través de la induccidn de los factores de transcripcion lipogénicos SREBP-1cy ChREBP,
respectivamente. Los altos niveles de insulina y de glucosa que resultan de la resistencia a la insulina,
determinan un aumento de la lipogénesis de novo. El exceso de acidos grasos que recibe el higado no logra
ser compensado por los mecanismos de oxidacidn y secrecion, resultando en la acumulacién de triglicéridos
en gotas lipidicas. Imagen extraida del trabajo de Liu y col.1?2,
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En conclusidn, el higado posee la capacidad de almacenar acidos grasos, altamente
energéticos pero citotoxicos, estabilizados en forma de lipidos neutros, los triglicéridos. Sin
embargo, cuando el contenido hepatico de triglicéridos supera el 5% y excede la capacidad
maxima de los hepatocitos de acumular lipidos, la célula sufre lipotoxicidad que, a su vez,
impactara negativamente en la sefalizacién de la insulina, causara dafio oxidativo, y

promovera la inflamacion y la fibrosis, dando como resultado la progresién a la EHNA®34,

5.2.2. Progresion de las EHGNA: estrés oxidativo e inflamacién crénica

Como en la mayoria de los érganos, la inflamacidn hepatica tiene lugar para proteger
a los hepatocitos del dafio celular, favorecer la reparacion del tejido dafiado, y promover el
restablecimiento de la homeostasis. Sin embargo, las respuestas inflamatorias
extremadamente fuertes o que no se resuelven adecuadamente llevan a la pérdida masiva
de hepatocitos, causando dafios irreversibles al parénquima hepatico y al organismo.

Como se describidé anteriormente, las ERO median importantes funciones celulares,
motivo por el cual su produccién se encuentra estrictamente regulada. En el contexto de
las EHGNA, la produccion excesiva de ERO en los hepatocitos supera la capacidad
compensatoria de las defensas antioxidantes, comprometiendo la sefalizacién redox y
provocando dafio celular. Mas aun, los lipidos acumulados en los hepatocitos sirven de
sustrato para las ERO, formando sustancias lipotdxicas que generan estrés metabdlico y
promueven la liberacién de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, y su muerte
celular®3®®, Las células de Kupffer son las primeras en responder a las sefiales de dafio
liberadas por los hepatocitos, produciendo TNF-a e IL-6, y secretando quimioquinas que
inducirdn el reclutamiento de monocitos, aumentando asi el pool de MF!3¢ (Figura 4).
Sumado a las sefiales de dafio que liberan los hepatocitos al volverse disfuncionales y morir,
los acidos grasos por si mismos son reconocidos como seiiales de dano por los receptores
de tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés toll-like receptor) presentes en las células de
Kupffer'3>, Adicionalmente, algunos acidos grasos inducen la producciéon de ERO en MF
hepaticos a través de la activacion de NOX2%3’, contribuyendo al estrés oxidativo y al dafio

hepatico.
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Ademas de las DAMPs, las células de Kupffer también reciben sefiales de PAMPs a
través de sus TLR. La microbiota intestinal tiene un papel relevante en la salud del individuo
al cumplir importantes funciones en el metabolismo de nutrientes, metabolismo de drogas
y xenobiodticos, proteccién antimicrobiana, inmunomodulacién e integridad de la barrera
intestinal®®. La composicion de la microbiota intestinal es dindmica, siendo influenciada por
factores externos como la dieta, el uso de antibidticos, y la higiene ambiental'3. La
disbiosis, definida como la modificacidn cuantitativa y cualitativa de la microbiota intestinal
normal, estd involucrada en el desarrollo y progresion de las EHGNA®, La disbiosis
compromete laintegridad de la barrera intestinal, permitiendo la translocacion de bacterias
y productos bacterianos a la circulacién portal, que son reconocidos por los TLR presentes
en MF, hepatocitos y adipocitos, activando vias inflamatorias!*®. Simultdneamente, los
adipocitos disfuncionales liberan grandes cantidades de leptina, TNF-o. e IL-6 a la
circulacidn, que impactan en el higado. La leptina aumenta la respuesta inflamatoria de
hepatocitos y células de Kupffer frente a bajas dosis de LPS y promueve la liberacién de TGF-
B por estas ultimas. Por otro lado, la produccién de adiponectina disminuye en presencia
de estos mediadores inflamatorios, contribuyendo al estado inflamatorio general4*.

Como respuesta a todos estos estimulos, se genera una gran produccion de TNF-a
gue impacta sobre la viabilidad de los hepatocitos, induciendo su muerte celular y
generando la liberacién masiva de sefiales de dafio. En este contexto, tendra lugar un
reclutamiento masivo de células inmunoldgicas (Mo, LT, NK, LB, neutrdfilos) y la secreciéon
de un panel de citoquinas inflamatorias y quimioquinas que aumentard aun mas la
inflamacidén, dando lugar a un circulo vicioso en el que la inflamacién y la muerte celular
llevard a efectos hepatotdxicos severos'#?,

La principal caracteristica histoldgica de las EHNA es el infiltrado linfocitario del
parénquima hepatico. En el 60% de los pacientes, los LB y LT forman agregados focales cuyo
tamafio y prevalencia correlaciona positivamente con el grado de inflamacién lobular y de
fibrosis'#3. Al reclutamiento de LT CD4" al higado le sigue la polarizacién a perfiles Thly
Th17, caracterizados por la produccidn de IFN-y y TNF-a en el primer caso y por IL-17 en el

segundo!®. La secrecién de IFN-y y TNF-a polariza a los MF hacia un perfil inflamatorio,
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mientras que la secrecion de IL-17 induce la activacidon de neutrodfilos y la expresion de
genes pro-fibrogénicos en HSC'#°. La progresion a EHNA también es acompafiada por el
aumento en la prevalencia de LT CD8* citotéxicos, reclutados al higado principalmente
como respuesta a sefiales mediadas por IFN-a'#¢. De esta forma, las citoquinas generadas
por los LT proveen un estimulo de activacion y polarizacién potente hacia perfiles
inflamatorios para los MF hepdticos y éstos, a su vez, contribuyen con la activacién y
reclutamiento de los LT mediante la liberacién de IL-12, IL-23, y quimioquinasi**. Esta
situacién es exacerbada por la pérdida de células T regulatorias como consecuencia del
aumento de LT efectores, y también gracias a su mayor susceptibilidad a la muerte celular

por dafio oxidativo#°.

r W e

Figura 4. Progresion de las EHGNA. La sobrecarga de lipidos en los hepatocitos induce lipotoxicidad y libera
sefiales de dafio celular (DAMPs) que activan a las células de Kupffer (KC) y a las células estrelladas hepaticas
(SHC), promoviendo la inflamacidén y la fibrosis, respectivamente. Las KC activadas producen citoquinas
proinflamatorias que contribuyen al dafio celular y muerte de los hepatocitos. La secrecién de TGF-3 por
parte de las KC también promueve la fibrosis mediante la activacion de las HSC. Los productos derivados de
bacterias que se filtran desde el intestino y llegan al higado a través de la circulacién portal también activan
alas KC. La secrecidn de quimioquinas promueve el infiltrado de Mo, LT, LB, NKT y neutrdfilos, que amplifican
la inflamacion mediante la liberacion de mediadores proinflamatorios. La alteracidn en el tejido adiposo
promueve la secrecién de leptina, TNF-a e IL-6, que impactan directamente en el higado y contribuyen, junto
con la reduccién de adiponectina, con la inflamacién hepatica. Imagen extraida de Arrese y col.®3.
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Las ERO y las citoquinas pro-fibrogénicas como TGF-3, TNF-q,, IL-6 e IL-17 promueven
la activacion y proliferacion de las HSC'#’. Asimismo, los PAMPs que se filtran desde el
intestino como resultado de la disbiosis son reconocidos por las HSC a través de sus TLR y
contribuyen con su activacion'®®. En el contexto de las EHNA, donde los disparadores pro-
fibrogénicos son persistentes, las HSC permanecen en constante activacién, dando lugar a
una acumulacién excesiva de coldgeno que altera la arquitectura hepatica, reduce su

elasticidad, e incrementa el riesgo de falla hepética y carcinogénesis'°.

6. Resistina

La resistina (Res) es un polipéptido perteneciente a la familia RELM (del inglés,
resistin-like molecules), una familia de pequefias proteinas secretadas ricas en cisteinas y
con actividad hormonal®*°, Fue descubierta en el afio 2001 en un screening de genes
modulados negativamente por la droga antidiabética tiazolidinediona en adipocitos
murinos'®!. Las primeras observaciones en modelos murinos mostraron que la Res
disminuia la tolerancia a la glucosa e inducia el desarrollo de resistencia a la insulina>%1°3,
lo que dio origen a su nombre. En roedores, Res es una proteina de 11 kDa codificada por
el cromosoma 8A1 y producida casi exclusivamente por los adipocitos®*. La expresion de la
Res murina es regulada negativamente por la insulina®>*® y por citoquinas
proinflamatorias como TNF-a'>’, mientras que los altos niveles de glucosa inducen su
expresion'>. Su secrecion esta influenciada por la dieta y por el contenido de grasa visceral,
por lo que sus niveles plasmaticos son elevados en modelos murinos de obesidad®®®. Estos
hallazgos llevaron a pensar que Res podria ser el nexo entre la obesidad y la resistencia a la
insulina.

A pesar de que las evidencias indican una asociacidon entre la Res murina y la
resistencia a la insulina, esta asociacién no pudo ser demostrada en humanos>®-%61, Mas
aun, se encontraron grandes diferencias entre la Res humana y su contraparte murina,
evidenciando las limitaciones que presenta el modelo murino en el estudio del metabolismo

humano y, en particular, en el estudio de Res.
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En humanos, la Res es un polipéptido de 12,5kDa codificado por el gen RETN,
localizado en el cromosoma 19. La Res humana y murina comparten sélo un 46,7% de
similitud a nivel de ADN, un 64,4% de homologia de secuencia a nivel de ARN, y un 59% de
identidad a nivel de aminoacidos'®?.

A diferencia de la Res murina, la Res humana es producida por células inmunolégicas,
principalmente Mo'®3, MF%4 y neutréfilos'®®, y en menor medida por LT%3165, L3 Res se ha
detectado en médula dsea, bazo, ganglios linfaticos, asi como en el espacio extracelular de
la mayoria de los tejidos!®®. La expresion génica y proteica de Res humana es inducida por
estimulos inflamatorios como LPS, IL-6 y TNF-a'3167, Esta evidencia, sumada a la pobre
correspondencia entre el efecto de Res y la resistencia a la insulina, llevaron a hipotetizar
gue Res podria estar involucrada en eventos inflamatorios.

Actualmente se cree que el principal rol de Res es modular la respuesta
inmunoldgica’® y se la ha relacionado con diversos procesos patoldgicos, tales como
disfuncion endotelial'®®, enfermedad renal crénica'®®, arterosclerosis'’®, enfermedades
cardiovasculares'’?, cancer!’?, y obesidad'’3. En este sentido, se ha propuesto que Res
actuaria como una citoquina proinflamatoria, activando y promoviendo la secrecién de
citoquinas inflamatorias en MF"# y neutrdéfilos!’>. En contraposicién, se ha observado que
Res inhibe la produccidn de citoquinas inflamatorias inducidas por LPS en MF7¢ y por 4cido
lipoteicoico en células dendriticas!’’. Otros estudios demuestran que Res es capaz de
regular negativamente la respuesta inflamatoria en neutrdéfilos'’®17°, Estas observaciones
indican que Res posee un importante rol en la regulacién de la respuesta inflamatoria y que,
posiblemente, dicha regulacion sea dependiente del contexto. Si bien son poco conocidos
los mecanismos por los cuales la Res induciria una respuesta inflamatoria o antiinflamatoria,
se cree que podria actuar de ambas formas segun el ambiente en el que se encuentre:
favoreciendo la inflamacién para controlar una infeccién o responder ante estimulos
inflamatorios, pero también modulando la inflamacién para prevenir el dafio ocasionado

por un proceso inflamatorio excesivo!®,
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6.1. Receptores de Resistina

Hasta hoy, varias moléculas han sido propuestas como posibles receptores de Res,
ellos son TLR4'%%, |a proteina asociada a adenilato ciclasa 1 (CAP-1, de sus siglas en inglés

adenylate cyclase-associated protein 1)'82, una isoforma de decorina®?

, Yy el receptor
huérfano del tipo de receptor tirosina quinasas 1 (ROR1, de sus siglas en inglés receptor
tyrosine kinase-like orphan receptor 1)'8*. Sin embargo, ningin estudio pudo probar la
existencia de un receptor especifico para Res. Entre estos receptores propuestos, TLR4 y
CAP-1 son los mas estudiados in vivo y los Unicos estudiados en células humanas,
convirtiéndolos en los mas aceptados actualmente.

CAP-1 fue descubierto como un componente del complejo asociado a la enzima
adenilato ciclasa en Saccharomyces cerevisiae'®, involucrado en la via Ras-AMPc y en la
regulacién de la dindmica de actina. Estudios posteriores demostraron que los homélogos
de CAP se encuentran estructural y funcionalmente conservados en todos los organismos
procariotas y eucariotas'®®,

CAP-1 es una proteina de uniéon a actina que juega un importante rol en la
organizacién del citoesqueleto. Se une a los mondmeros de actina por su dominio central y
C-terminal inhibiendo la polimerizacién espontanea, mientras que por su dominio N-
terminal se une a cofilina, una proteina de unién a actina involucrada en la
despolimerizacion de los filamentos de actina®®’. CAP-1 actUa acelerando la remodelacion
de los filamentos de actina mediante el intercambio de la actina monomérica con cofilinae®,
Por lo tanto, es de esperar que CAP-1 tenga un papel esencial en mecanismos dependientes
de la dinamica de actina. Se ha demostrado que la ausencia de CAP-1 en células de
mamifero genera una acumulacién de agregados de cofilina y una disminucidon de la tasa de
despolimerizacidn de los filamentos de actina, lo que resulta en la pérdida de la polarizacion
del lamelopodio y la disminuciéon de la endocitosis mediada por receptor!®. Estas
evidencias demuestran que el mantenimiento de la polaridad celular, esencial para la

migracion celular y la endocitosis, requiere de la regulacién de la dindmica de la actina

promovida por CAP-1.
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Por algunos afios se creyd que la funcion de CAP-1 asociada a la enzima adenilato
ciclasa se habia perdido en células de mamifero, quedando sélo la funciéon sobre el
citoesqueleto. Sin embargo, trabajos recientes han probado que CAP-1 se une y activa a

adenilato ciclasa, modulando la concentracion de AMPc1821%0,

6.2. Resistina en las EHGNA

Si bien el papel de Res en la patogénesis de las EHGNA aun no es claro, diversos
estudios demostraron que los pacientes con EHGNA presentan altos niveles plasmaticos de
Res, en asociacién con el grado de esteatosis'®!, inflamacion'®? y severidad de la
enfermedad®¥1%3, Asimismo, los niveles plasmaticos de Res correlacionan positivamente
con el grado de fibrosis en pacientes con EHNA, siendo mayores en pacientes con fibrosis
avanzadal®41%,

Estudios en higado evidenciaron una elevada expresién de Res en pacientes con
EHGNAPL96197 Shen y col. demostraron que la expresidon proteica de Res en higado
correlaciona con el grado de inflamacion lobular, de balonamento de los hepatocitos, y de
fibrosis'®!. Por otra parte, se demostrd la presencia de acimulos de Res en dareas fibrdticas,
sugiriendo que la matriz extracelular actuaria como reservorio de Res en el parénquima
hepatico?’.

Estos hallazgos llevaron a hipotetizar que Res juega un papel en la patogénesis de las
EHGNA. Teniendo en cuenta que Res es secretada por células inmunoldgicas en respuesta
a estimulos inflamatorios, resulta légico que los niveles de Res aumenten a medida que las
EHGNA progresan. Sin embargo, el mecanismo por el cual Res podria contribuir en estas
enfermedades es desconocido. Si bien se asocia a Res con una respuesta inflamatoria, la
evidencia mas reciente indica que la accion de Res es dependiente del contexto, motivo por
el cual es indispensable estudiar el rol de Res en cada contexto patoldgico.

La asociacion de Res con las EHGNA se basa principalmente en las concentraciones
plasmdticas y hepaticas andmalas observadas, pero su accidn sobre las células
inmunolégicas que derivan de pacientes con EHGNA es desconocida. La Res actia de

manera enddcrina, y también localmente de forma paracrina y autdcrina sobre las células
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inmunoldgicas. Debido a que los MF y neutrdfilos son los principales productores de Res,
estas células fueron el foco de la mayor parte de los estudios destinados a evaluar los
efectos de Res sobre células inmunoldgicas, siendo escasa la informacion acerca del efecto

que ejerce Res sobre los LT.
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Obijetivos

En funcion de la evidencia existente, hipotetizamos que Res ejerce una accién

moduladora sobre la funcionalidad de células inmunoldgicas mononucleares periféricas y

hepaticas, la cual se encuentra alterada en el contexto de las EHGNA y contribuye con el

estado inflamatorio.

El objetivo general del presente trabajo fue evaluar el efecto regulatorio de Res sobre

caracteristicas funcionales y la homeostasis redox de células inmunolégicas mononucleares

periféricas y hepaticas de individuos control y de pacientes con EHGNA, haciendo hincapié

en los posibles efectos regulatorios diferenciales en funcidn del contexto del cual estas

células provengan.

Como objetivos especificos nos propusimos:

1.

Evaluar el papel de Res en la regulacion funcional de células inmunolégicas

mononucleares

Estudiar la expresion del receptor de Res, CAP-1, en las distintas poblaciones de células
mononucleares periféricas y hepaticas y su relacion con diversos pardmetros de

relevancia clinica.
Estudiar la expresion génica de Res en LT y su regulacion por la Res proteica.
Evaluar la capacidad de Res de modular la activacidn, proliferacion y migracion en LT.

Evaluar la capacidad de Res de modular la activacién, la producciéon de citoquinas y la

endocitosis en Mo.

Evaluar la capacidad de Res de modular la activacién de LT y MF hepaticos, y compararla

con su capacidad moduladora en el contexto periférico.

Evaluar el papel de Res en la regulacion de la homeostasis redox de células

inmunoldgicas mononucleares
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Estudiar el estado redox de Mo y LT de pacientes con EHGNA a través del estudio del

contenido de oxidantes y de GSH, y de la actividad de enzimas antioxidantes.

Evaluar la capacidad de Res de modular el contenido de oxidantes y el estallido

respiratorio inducido por PMA y 4cidos grasos en Mo y LT.

Evaluar la capacidad de Res de modular las defensas antioxidantes enzimaticas y no

enzimaticas en células mononucleares de sangre periférica.

Evaluar la capacidad de Res de modular el contenido de oxidantes en LT y MF hepaticos,

y compararla con su capacidad moduladora en el contexto periférico.
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1. Pacientes con EHGNA e individuos control

Se incluyeron 94 pacientes adultos con EHGNA provenientes de los Servicios de
Hepatologia del Hospital Britdanico de Buenos Aires, del Hospital General de Agudos “José
Maria Ramos Mejia”, del Sanatorio Municipal “Dr. Julio Méndez”, y del Hospital
Universitario “Fundacion Favaloro”. Se obtuvieron muestras de sangre entera v,
adicionalmente, se incluyeron biopsias hepaticas concomitantes con las muestras de sangre
de 42 pacientes provenientes de los primeros dos centros de salud.

La inclusién de pacientes se basé en el diagnéstico clinico de EHGNA sumado a la
presencia de hiperecogenicidad hepatica por imagen ecografica. Como criterios de inclusion
para este estudio, los pacientes debian presentar un IMC mayor o equivalente a 25 kg/m? e
ingesta diaria de alcohol menor a 20 g. Se descartaron causas primarias no metabdlicas de
obesidad y sobrepeso tales como enfermedades endocrinoldgicas, lesiones hipotaldmicas y
sindromes genéticos, asi como otras causas de dafio hepatico como hepatitis autoinmune,
hepatitis B o C, dafio hepatico por tratamiento con corticoides u otras drogas hepatotdxicas,
enfermedad de Wilson, déficit de a-1 anti-tripsina, enfermedad por depdsito de lipidos,
alteracion de la oxidacién de los acidos grasos o enfermedad celiaca. La ausencia de
sindrome metabdlico no fue excluyente para la inclusidn de pacientes que cumplian los
criterios anteriormente mencionados.

El sindrome metabdlico fue definido por la presencia de tres o mas de los siguientes
factores: circunferencia de cintura mayor a 94 cm en el hombre u 80 cm en la mujer, niveles
séricos de triglicéridos mayores a 150 mg/dl o en tratamiento, colesterol HDL sérico menor
a 40 mg/dl en hombres o 50 mg/dl en mujeres o en tratamiento, presencia de hipertension
arterial (sistélica mayor a 130 mmHg o diastdlica mayor a 85 mmHg) o en tratamiento, y
glucemia en ayunas mayor a 100 mg/dl o en tratamiento farmacoldgico para diabetes,
hiperglucemia o insulinorresistencia.

La biopsia hepatica fue en todos los casos indicada en pacientes con sospecha de
esteatohepatitis y/o fibrosis por la suma de factores de riesgo (edad, sindrome metabdlico,
indices de fibrosis persistentemente elevados), o en pacientes con diagndstico clinico de

esteatosis que debieron ser sometidos a cirugia abdominal.
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La evaluacion histopatoldgica fue realizada en cortes fijados y tenidos con
Hematoxilina y Eosina y su clasificacidon se llevd a cabo utilizando el NAS (del inglés NAFLD
activity score)'®®, un sistema de clasificacion basado en criterios histopatoldgicos
internacionalmente aceptados. El NAS indica el grado de actividad histoldgica y consiste en
una escala de 9 puntos (0-8) que resulta de la suma de tres factores: esteatosis, inflamacién
lobular y balonamiento hepatocelular. El grado de esteatosis fue determinado segun el
porcentaje de hepatocitos afectados (0: menos del 5%; 1: 5-33%; 2: 33-66%; y 3: mas del
66%). La inflamacion lobular se determiné segun la cantidad de focos inflamatorios en el
campo de analisis (0: ausencia; 1: 1 foco; 2: 2-4 focos; 3: mas de 4 focos). El grado de
balonamiento hepatocelular fue determinado segun la cantidad relativa de hepatocitos
afectados en el campo de andlisis (0: ninguno; 1: escasos; 2: abundantes). Aquellos
pacientes que presentaron las tres caracteristicas histoldgicas o cuyo valor de NAS fue
mayor o igual a 5 fueron considerados como EHNA. La deteccidn de fibras colagenas en
cortes de tejido hepatico se llevd a cabo mediante la tincién Tricrémico de Masson. El grado
de fibrosis se evalud segun el algoritmo Metavir'®, que consta de una escala de 5 puntos
segun la localizacién de los depdsitos de coldgeno (FO: ausencia; F1: fibrosis perisinusoidal
o periportal; F2: fibrosis perisinusoidal y portal/periportal; F3: fibrosis en puente
(conexiones entre espacios portales y/o centrilobulares); F4: cirrosis). Pacientes con cirrosis
fueron excluidos del estudio.

Para predecir el grado de fibrosis hepatica presente en los pacientes, se utilizaron los
siguientes tres indices:

° BARD: es una escala de 5 puntos (0-4) que se basa en la relacion AST/ALT, el IMCy
la presencia de diabetes. Una relacién AST/ALT mayor o igual a 0,8 otorga 2 puntos, un IMC
mayor o igual a 28 kg/m? otorga 1 punto y la presencia de diabetes otorga 1 punto. Valores
de BARD de cero o 1 poseen un alto valor predictivo negativo para fibrosis avanzada?®°,

° FIB-4: es una escala basada en la edad, los niveles de AST y ALT, y el recuento de

plaguetas (Plq), segun la siguiente férmula:

Edad x AST

FIB4 = ——————
Plg x VALT
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Valores de FIB-4 menores a 1,45 poseen un valor predictivo negativo del 90% para fibrosis
avanzada, mientras que valores de FIB-4 mayores a 3,45 poseen un valor predictivo positivo
del 65% para fibrosis avanzada, y una especificidad del 97%2°*.

° NFS (del inglés NAFLD Fibrosis Score): es una escala basada en la edad, el IMC, la
relacion AST/ALT, la presencia de diabetes o alteracion de niveles glucosa en ayunas (DBT),

el recuento de plaquetas (Plqg), y los niveles de albumina (Alb), segun la siguiente férmula:

AST
NFS = —1,675+ 0,037xEdad + 0,094xIMC + 1,13xDBT + 0,99x(m) —0,013xPlq — 0,66xAlb

donde la presencia de diabetes (nivel de glucosa en ayunas mayor o igual a 126 mg/dL) o
alteracion de niveles glucosa en ayunas (100-125 mg/dL) equivale a 1, mientras que su
ausencia equivale a cero.

Valores de NFS menores a -1,455 excluye fibrosis avanzada (comprende FO-F2), mientras
que valores mayores a 0,675 predice fibrosis avanzada (F3-F4). Aquellos valores

comprendidos entre -1,455 y 0,675 son considerados indeterminados?2.

El grupo control incluyé muestras de sangre de 120 individuos provistas por el Servicio
de Inmunogenética del Hospital de Clinicas “José de San Martin” y 13 muestras de tejido
hepatico control provenientes del Servicio de Hepatologia del Hospital Universitario
“Fundacioén Favaloro”. En el grupo control fueron incluidos individuos metabdlicamente
sanos, con IMC menor a 25 kg/m?, ingesta de alcohol menor a 20 g diarios, y ausencia de
consumo de medicamentos en un periodo de tres meses anterior a la extraccién de la
muestra. Las muestras hepaticas control fueron obtenidas de donantes cadavéricos o de
individuos sometidos a cirugia por padecer tumor hepatico, en cuyo caso las muestras se
tomaron del parénquima normal, a una distancia de al menos 3 cm del sitio lesionado.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de los respectivos centros de salud
siguiendo los estandares internacionales para la aplicacion de la Declaracion de Helsinki.
Todos los individuos incluidos en el estudio fueron informados acerca de las caracteristicas

generales del protocolo y firmaron el consentimiento informado.
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1.1.  Caracteristicas del grupo de pacientes con EHGNA reclutado

El grupo de pacientes con EHGNA incluyé 57 mujeres y 37 hombres. La tabla 1 relne
las caracteristicas antropométricas y bioquimicas relevantes de los pacientes reclutados. El
77% de los pacientes incluidos en el estudio presenté obesidad, mientras que el 23%
restante poseia sobrepeso. Todos los pacientes exhibieron valores de circunferencia de
cintura mayores a los valores de referencia. En relacién a los pardmetros metabdlicos, el
74% de los pacientes reclutados presentd sindrome metabdlico. El perfil lipidico se encontrd
alterado en el 53% de los pacientes, con niveles séricos de triglicéridos y colesterol total
elevados en el 48% y 46% de los casos, respectivamente. Asimismo, el 59% de los pacientes
presento hiperglucemia o diabetes. Se observaron alteraciones en los niveles séricos de las

enzimas hepaticas en el 68% de los pacientes estudiados.

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los pacientes con EHGNA.

Edad (afios) 55,0 (45,0 - 63,0)

IMC (Kg/m?) 32,9 (30,2 - 35,6)

100,0 (94,5 - 105,5) (mujeres)
Circunferencia de cintura (cm)
110,0 (102,0 - 120,0) (hombres)

Triglicéridos (mg/dL) 147,0 (104,5 - 185,8)
Colesterol Total (mg/dL) 196,0 (168,0 - 222,0)
Glucosa (mg/dL) 102,0(93,0-116,0)
Insulina (uU/mL) 16,2 (10,4 - 22,0)
HOMA 4,0(2,6-5,7)

AST (1U/L) 30,0 (21,0 - 44,0)
ALT (IU/L) 43,0 (25,5 - 62,5)
Relacién AST/ALT 0,8 (0,63 -0,98)

Se presenta la mediana y los rangos intercuartiles (n=94). Los valores de referencia son los siguientes: IMC:
25-29,9 Kg/m? (sobrepeso), 230 Kg/m? (obesidad); circunferencia de cintura: <84 cm (mujeres) y <94 cm
(hombres); triglicéridos: <150 mg/dL; colesterol total: 150-199 mg/dl; glucosa: <100 mg/dL; insulina: 2-20
pU/mL; HOMA: <2,5; AST: <48 IU/L; ALT: <32 IU/L. Relacién AST/ALT: <0,8. IMC: indice de masa corporal;
HOMA: Homeostasis Model Assessment; AST: aspartato aminotransferasas; ALT: alanina aminotransferasa.

52



Metodologia

El grupo de pacientes con indicacién de biopsia hepatica incluyé 18 pacientes con
esteatosis simple y 24 pacientes con EHNA. La tabla 2 relne las caracteristicas histolégicas
de los pacientes sometidos a biopsia hepatica. El 74% de los pacientes biopsiados presentd
fibrosis hepatica, de los cuales el 81% exhibié fibrosis leve o moderada, mientras que el
19% restante presentd fibrosis severa.

La tabla 3 muestra los indices predictivos de fibrosis de los pacientes reclutados sin
indicacion de biopsia hepdtica. Lamentablemente, en algunos casos no contamos con los

datos bioquimicos necesarios para calcular los indices de fibrosis.

Tabla 2. Caracteristicas histologicas de los pacientes con EHGNA sometidos a biopsia hepatica.

Parametro histoldgico Puntaje n

NAS

Esteatosis

Balonamiento

Inflamacidn

W INRFRPOINRPFPFOWNREROOONOOTULDA,WNEO

M T T
N = O
AN

N O

Fibrosis

-
w
[e)}

F4 0

Se presenta el numero de pacientes con EHGNA (n) que reunieron cada una de las caracteristicas
histoldgicas observadas en la biopsia hepatica (n=42).
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Tabla 3. indices predictivos de fibrosis de los pacientes con EHGNA.

indices predictivos de fibrosis Categoria n
0 1
1 10
BARD 2 3
3 6
4 3
<1,45 21
FIB4 1,45-3,25 8
> 3,25 0
<-1,455 0
NFS -1,455- 0,675 5
> 0,675 13

Se presenta el nimero de pacientes con EHGNA (n) sin indicacion de biopsia hepatica incluidos en cada
categoria para cada indice predictivo de fibrosis (n= 29).

2. Reactivos

El Ficoll-Hypaque fue adquirido en GE Healthcare Life Sciences (Chicago, Estados
Unidos). El medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, L-glutamina,
gentamicina, albimina sérica bovina (BSA), forbol 12-miristato 14-acetato (PMA),
ionomicina, lipopolisacdrido bacteriano de Escherichia Coli (LPS), acidos grasos (palmitico,
oleico y linoleico), metil-isobutilxantina (IBMX), AMPc, 2°-7"-diclorofluorescina diacetato
(DCFH-DA), monoclorobimano (MCB), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich (Merk KGaA, St. Louis, USA). El suero fetal bovino (SFB) fue
obtenido de Natocor (Cérdoba, Argentina). El compuesto radiactivo [*HJAMPc fue adquirido
en Perkin Elmer, Life Sciences (Boston, Estados Unidos). Los insertos transwells fueron
obtenidos en Corning (Nueva York, Estados Unidos).

Los kits BD Imag Human T Lymphocyte Enrichment Set, anexin V-FITC apoptosis kit y
el kit para inmunomarcacion citoplasmatica Fixation/Permeabilization Solution fueron
obtenidos de BD Biosciences (New Jersey, Estados Unidos). De esta empresa también se
adquirio el anticuerpo monoclonal anti-CD3 purificado para cultivo celular (clon UCHT1), y

los anticuerpos monoclonales anti-CD3 (FITC), anti-CD14 (PE), anti-TNFa. (PE-Cy7).
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La resistina recombinante humana (Res), el ligando de quimioquina C-C (CCL) 5
recombinante humana, brefeldina A, el anticuerpo monoclonal anti-CD28 purificado para
cultivo celular (clon CD28.2), y los anticuerpos monoclonales anti-CD69 (PE), anti-CD25 (PE),
anti-CD4 (PerCP y APC), anti-CD8 (Pacific Blue), anti-CD56 (Brilliant Violet 421), anti-CD14
(FITC), anti-CD11b (APC y PerCp-Cy5.5), anti-ki-67 (PE) fueron adquiridos de Biolegend
(California, Estados Unidos). El anticuerpo monoclonal anti-CAP1, su control de isotipo, y el
anticuerpo secundario anti-conejo (Alexa Fluor 647) fueron obtenidos de Abcam
(Cambridge, Reino Unido). Los anticuerpos monoclonales anti-CD8 (APC), anti-IL-6 (PE),
anti-CD3 (PE) fueron adquiridos en Immunotools (Friesoythe, Alemania). El kit para
inmunomarcaciones intranucleares FOXP3/Transcription Factor Fixation/Permeabilization
Concentrate and Diluent y los marcadores de viabilidad (eFluor 780 y eFluor 650) fueron
obtenidos de eBiosicences (California, Estados Unidos). Las particulas de latex para
endocitosis se adquirieron en Life Technologies (California, Estados Unidos).

El Trizol y las enzimas transcriptasa reversa MMLV SuperScript Il y RNAsa OUT fueron
provistos por Invitrogen (California, Estados Unidos). El kit para PCR cuantitativa FastStart
Universal SYBR Green Master (ROX) y el cocktail de inhibidores de proteasas fueron

adquiridos en Roche (Basilea, Suiza).

3. Procesamiento de las muestras

3.1. Obtencidn de sangre y biopsias hepaticas

Se obtuvieron muestras de 15 ml de sangre entera en presencia de heparina como
agente anticoagulante. Las muestras se conservaron a temperatura ambiente hasta su
procesamiento dentro de las 24 h desde su obtencion.

Las biopsias fueron obtenidas por puncidn intrahepatica percutanea o transyugular e

incluidas en solucidn fisioldgica para su inmediato procesamiento.
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3.2. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

Las CMSP fueron aisladas mediante una centrifugacidon en gradiente de densidad
Ficoll-Hypaque durante 20 min a 2000 rpm, a temperatura ambiente. Luego de dos lavados
con solucidn fisioldgica, las CMSP obtenidas fueron suspendidas en medio de cultivo RPMI
1640, buffer Imag, buffer de lisis en presencia de inhibidores de proteasas, o buffer fosfato
salino (PBS: cloruro de Sodio (NaCl) 137 mM, Cloruro de potasio (KCl) 2,7 mM, fosfato
disédico (Na;HPO4) 10 mM, y fosfato monopotasico (KH2PO4) 2 mM, pH 7,4) segun su

aplicacion posterior.

3.3. Purificacion de linfocitos T

La purificacion de LT se llevd a cabo por seleccion negativa utilizando el kit BD Imag
Human T Lymphocyte Enrichment Set. Las CMSP se resuspendieron en buffer Imag (PBS
suplementado con BSA 0,5%, acido etilendiaminotretraacético (EDTA) 2 mM, y azida sédica
0,1%) a concentracién de 10x10® CMSP/ml y se incubd con el cocktail comercial de
anticuerpos biotinilados (anti-CD11b, anti-CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-CD41a, anti-
CD56, anti-CD235a) durante 15 min a temperatura ambiente. Luego, las CMSP se lavaron
con buffer Imag y se resuspendieron en una solucién conteniendo particulas magnéticas
conjugadas a estreptavidina. Finalizada la incubacién de 30 min a temperatura ambiente,
las células se llevaron a una concentracién de 20x10%® CMSP/ml con buffer Imag y se
incubaron 6-8 min en el magneto. Pasado este tiempo, se recuperd la fraccidén negativa y la
fraccién positiva se resuspendié nuevamente en buffer Imag para ser incubada nuevamente
en el magneto. Se realizaron tres pasajes por el magneto. Para verificar la pureza de los LT,
las células se marcaron con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 y se evalué el porcentaje de
LT por citometria de flujo. Se obtuvo una pureza del 96%. Los LT purificados se
resuspendieron en RPMI 1640 para su cultivo o se resuspendieron en Trizol y se

almacenaron a -70°C.
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3.4. Obtencion de suspensiones celulares hepaticas

Las biopsias hepaticas fueron disgregadas mecanicamente mediante reiterados
pasajes a través de aguja y jeringa. La suspensién celular obtenida fue resuspendida en
RPMI 1640 para su cultivo o sometida ainmunomarcacién para su evaluacién por citometria

de flujo.

4. Cultivos celulares

El RPMI 1640 fue reconstituido en agua destilada con 2 g/L de carbonato de sodio y
se esterilizé por filtracidn (poro de 22 um de diametro). Una vez estéril, se suplementd con
SFB 10%, L-glutamina 2 mM, y 50 pg/ml de gentamicina.

Los cultivos celulares se realizaron en medio RPMI 1640 suplementado, a 37°C, y en

una atmodsfera conteniendo 5% de dioxido de carbono, salvo que se indique de otra manera.

4.1.  Cultivos celulares para determinaciones en LT

4.1.1. Modulacién de la expresién génica de Res

Se cultivaron 1x10° de LT purificados en RPMI a concentracién de 1x10° células/ml en
presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 19 h. Pasado dicho tiempo, se lavaron las

células, se resuspendieron en Trizol y se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.

4.1.2. Modulacién de la expresién proteica de CAP-1 por Res

Para estudiar si Res modula la expresion de su receptor, se cultivaron 5x10°> CMSP en
RPMI (1x10° células/ml) en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h.
Transcurrido el tiempo de cultivo, se lavaron las células con PBS y se resuspendieron en PBS

para su inmunomarcacion.
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4.1.3. Modulacién de los niveles de AMPc total por Res

Para evaluar si Res induce la produccion de AMPc, se cultivaron LT purificados en una
concentracién de 1x10° células/ml en RPMI 1640 sin rojo fenol y sin suplementar. Se realizd
una pre-incubacion por 3-5 min a 37°C con el inhibidor de fosfodiesterasas IBMX (1 mM),
luego de la cual las células fueron tratadas con Res (20 ng/ml) durante 1 h a 37°C. La
reaccion fue detenida por el agregado de 1 ml de etanol absoluto y las muestras fueron
almacenadas a -20°C hasta su procesamiento. Se utilizé isoproterenol (1 uM) como control

positivo de la produccién de AMPc.

4.1.4. Modulaciéon de marcadores de activacion por Res

Se sembraron 5x10° de CMSP o LT purificados suspendidos en RPMI (1x10° células/ml)
y se activaron con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido previamente a
una placa de 24 pocillos, en presencia o ausencia de Res (10-500 ng/ml) durante 24 h o0 72
h. Como control negativo se cultivaron las células Unicamente en medio de cultivo.

Se cuantificé la frecuencia de células que expresan el marcador de activacién y su nivel
de expresidn en la poblacidon celular blanco, dada esta ultima por la intensidad media de
fluorescencia (IMF). En este caso, para poder comparar la magnitud de la activacion en
presencia o ausencia de Res, se calculé el indice de activacidn segun:

Relacion IMF en LT activados * Res
Relacion IMF en control negativo

indice de activaciéon =

donde la relacion IMF corresponde al cociente entre el IMF obtenido para la poblaciéon

positiva y el IMF de la poblacién negativa para el marcador de activacién.

Para estudiar la activacion de LT hepaticos, se sembraron 200 pl de la suspension
celular hepatica resuspendida en RPMI. Los LT se activaron con el anticuerpo monoclonal
anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido previamente a una placa de 48 pocillos, en presencia o
ausencia de Res (10 ng/ml) durante 24 h. Transcurrido el tiempo de cultivo, se lavaron las

células con PBS y se resuspendieron en PBS para su inmunomarcacion.
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4.1.5. Modulacién de la proliferacion y la muerte celular por Res

Se activaron 2x10° LT purificados (1x10° células/ml en RPMI) con los anticuerpos
monoclonales anti-CD3 (0,5 pg/ml), adherido previamente a una placa de 48 pocillos, y anti-
CD28 soluble (1 ug/ml) en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h.
Transcurrido el tiempo de cultivo, se lavaron las células con PBS y se resuspendieron en PBS

para su inmunomarcacion.

4.1.6. Migracion celular

Se activaron 1x10° LT purificados con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 (1
ug/ml) adherido a la placa y anti-CD28 soluble (1 ug/ml) en presencia o ausencia de Res (10
ng/ml) durante 5 dias. Al finalizar el periodo de activacion, se realizo el ensayo de migracion.
Para ello se utilizaron cdmaras de Boyden, con insertos cuya membrana de policarbonato
poseia un grosor de 10 um y tamafo de poro de 5 um. En las cdmaras inferiores se
sembraron 0,6 ml de RPMI suplementado con BSA 0,5% en presencia o ausencia de Res (20
ng/ml) o de la quimioquina CCL5 (100 ng/ml). En la cdmara superior se sembraron 1x10° LT
activados en RPMI suplementado con BSA 0,5% en una concentracion de 1x10° células/ml.
La migracidn se llevd a cabo durante 3 h a 37°C. El recuento de las células que migraron a
través de la membrana y se encontraban en la cdmara inferior se realizd por citometria de

flujo.

4.2.  Cultivos celulares para determinaciones en Mo

4.2.1. Modulacién de la expresién proteica de CAP-1 por Res

Al igual que para la determinacidn en LT, se cultivaron 5x10> CMSP en RPMI (1x10°
células/ml) en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h. Transcurrido el tiempo
de cultivo, se lavaron las células con PBS y se resuspendieron en PBS para su

inmunomarcacion.
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4.2.2. Modulacién del marcador temprano de activacion CD69 por Res

Se sembraron 5x10°> CMSP (1x10°8 células/ml de RPMI) o 200 pl de la suspension de
células hepaticas en RPMI y se activaron con PMA (10 ng/ml) en presencia o ausencia de
Res (10 ng/ml) durante 24 h. Transcurrido el tiempo del cultivo, las células fueron
despegadas de la placa de cultivo con una solucién fria de PBS suplementada con EDTA
0,02%, centrifugadas, y suspendidas en PBS para su inmunomarcacion.

Se cuantificaron la frecuencia de células que expresan el marcador de activacién y su

expresion. El indice de activacién se calculé de igual forma a la descripta para LT.

4.2.3. Modulacion de la produccién de citoquinas por Res

Se indujo la produccidn de citoquinas en CMSP (1x10° células/ml) con LPS (20 ng/ml)
en presencia o ausencia de Res (10-50 ng/ml) durante 16 h. La producciéon de citoquinas
también fue inducida utilizando PMA (50 ng/ml) e ionomicina (1 pg/ml). Para lograr la
deteccion intracelular de citoquinas, los cultivos se realizaron en presencia de Brefeldina A
(5 pug/ml) como inhibidor del trafico proteico intracelular. Finalizado el tiempo del cultivo,
las células fueron despegadas de la placa de cultivo con una solucién fria de PBS
suplementada con EDTA 0,02%, centrifugadas, y suspendidas en PBS para su

inmunomarcacion.

4.2.4. Modulacién de la endocitosis por Res

Se sembraron 5x10°> CMSP en RPMI sin suplementar en una placa de cultivo de 24
pocillos y se favorecio su adhesién durante 30 min a 37°C. Una vez adheridas a la placa, se
cambid dicho medio por RPMI suplementado y se adicionaron las particulas de latex
fluorescentes (Ex: 580; Em: 605) de 100 nm de didmetro a una concentracién de 40 pg/ml.
La endocitosis se llevé a cabo en presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 1 h a 37°C.
El ensayo de endocitosis también se realizé en presencia de LPS (20 ng/ml) con o sin Res (20

ng/ml). Al finalizar el ensayo, las células fueron despegadas de la placa de cultivo con una
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solucién fria de PBS suplementada con EDTA 0,02% y marcadas para su deteccién por
citometria de flujo.

Se cuantificaron el porcentaje de endocitosis, dado por el porcentaje de Mo positivos
para las particulas de latex, y el indice de endocitosis, dado por la relacion de IMF entre las

subpoblaciones de Mo positiva y negativa para las particulas de latex.

4.3.  Cultivos celulares para el estudio de pardmetros asociados a la homeostasis redox

enMoyLT
4.3.1. Modulacién del contenido de oxidantes y de GSH por Res

Para evaluar el efecto de Res sobre el contenido de oxidantes y de GSH, se cultivaron
CMSP (1x10° células/ml) en presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 24 h.
Transcurrido el tiempo de cultivo, se lavaron las células y se resuspendieron en PBS para su

marcacion.

4.3.2. Modulacién del estallido respiratorio por Res

Se indujo el estallido respiratorio con PMA (100 ng/ml), acido palmitico (AP, 200 uM),
acido oleico (AO, 200 uM) o acido linoleico (AL, 100 uM) en presencia o ausencia de Res (20
ng/ml) durante 30 min (AL) o 60 min (PMA, AP, AO). El contenido de oxidantes en ausencia
de estimulo se utilizé como control negativo para relativizar el contenido de oxidantes

obtenido en los distintos tratamientos.

4.3.3. Modulacion de la actividad de enzimas antioxidantes por Res

Se cultivaron 5x10% CMSP (1x108 células/ml) en presencia o ausencia de Res (20
ng/ml) durante 24 h. Al finalizar el tiempo de cultivo, las células se resuspendieron en buffer
de lisis celular (Tris-HCI 0,5 M, pH 8,0; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Tritén X-100 0,5%) con
inhibidores de proteasas (aprotinina 1 pg/ml, leupeptina 2 pg/ml, PMSF 1 mM), se

sonicaron durante 10 min en bafio frio, y se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min a
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49C. El sobrenadante resultante conteniendo las proteinas se almacend a -70°C hasta su

utilizacion.

5. Extraccion de ARN, retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

El ARN total fue extraido a partir de muestras congeladas de LT purificados en Trizol,
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN copia (ADNc) se obtuvo por la
transcripcion reversa del ARN extraido, utilizando OligodT como primers (25 ug/ml) y la
transcriptasa reversa MMLV SuperScript Il, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la qPCR se utilizé la mix FastStart Universal SYBR Green Master (ROX). Las
secuencias de los primers utilizados para la amplificacion de gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH, 300 nM), Res (500 nM) y CAP-1 (300 nM) se detallan en la Tabla
4. Los primers fueron disefiados utilizando la herramienta primer-blast. El programa de
amplificacién utilizado consistié en un periodo inicial de 10 min a 95°C; 40 ciclos de 15 seg
a 95°C seguido por 30 seg a 63°C; y un periodo final de 1 min a 72°C. La curva de disociaciéon
se obtuvo de la siguiente forma: 15 seg a 95°C; 1 min barriendo de 60°C a 95°C, y 15 seg a
95°C. La amplificacién se llevd a cabo en el equipo de PCR en tiempo real OneStep (Applied
Biosystems). Se realizaron duplicados de cada medicién y se utilizé el promedio del ciclo
umbral (Ct, del inglés Cycle Threshold) para los cédlculos de expresion génica. Se utilizo
GAPDH como gen de referencia y la expresidon relativa de los genes de interés se obtuvo

mediante el método 2744t 203,

Tabla 4. Secuencias de los primers utilizados para amplificacion de los genes estudiados.

Gen Forward (5°-3") Reverse (5°-3")

GAPDH CGACCACTTTGTCAAGCTCA TTACTCCTTGGAGGCCATGT
Res GGATGAAAGCTCTCTGTCTCCT AGGCCAATGCTGCTTATTGC
CAP-1 TCAGGGGGAGAGCATTACAC GAGAATGGTTTGGGGCCACT
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6. Ensayo de union a la proteina quinasa A (PKA) para el dosaje de AMPc

El contenido de AMPc fue determinado mediante un ensayo de competencia del
[BH]JAMPc por la unién a PKA, utilizando una adaptacion?®* de la técnica original de unién a
proteina ligadora?®.

La PKA utilizada en este ensayo se obtuvo de tejido muscular bovino. Para su
obtencién, se homogenizé el tejido en PBS conteniendo EDTA (5 mM) en frio. Se centrifugd
a 27000 x g durante 20 min y el sobrenadante resultante se dejo sedimentar durante un dia
en heladera. Posteriormente, se precipitd con una solucién 32,4% m/v de (NH4)2SO4 y se
centrifugé a 16000 x g por 20 min. El precipitado obtenido se resuspendié en un volumen
de PBS equivalente al 6% del volumen inicial de homogenato. Finalmente, se dializé durante
dos dias a 4°C en PBS y se centrifugd a 27000 x g por 20 min. El sobrenadante obtenido se
utilizdé como fuente de proteina ligadora para el ensayo. El rendimiento fue de
aproximadamente 60 ml de una solucién cuya concentracion proteica fue de 30 mg/ml. La
concentracion éptima de proteina ligadora se determiné mediante curvas de unién maxima
en funcién de distintas diluciones de proteina (1/10 - 1/500) en presencia de 40000 dpm de
[BH]JAMPc. La proteina ligadora se utilizé en una dilucién capaz de unir entre el 35 y 50% del
[3H]AMPc.

Como trazador se utilizdé [2HJAMPc en buffer de incubacion (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4;
BSA 0,1%; EDTA 4 mM y azida sddica 0,1%), a una concentraciéon equivalente a 40000
dpm/tubo (3 nM). Para procesar las muestras, la fase etandlica conteniendo el AMPc se
evapord en bafio termostatizado a 70-80°C, y el residuo seco resultante se resuspendid en
buffer de incubacion. El ensayo se realizé incubando el [2H]JAMPc, la proteina ligadora y los
estandares o muestras a analizar durante 2 h a 4°C. Luego del periodo de incubacién, se
separd el AMPc unido a la proteina ligadora del AMPc libre mediante precipitacién con
carbon-dextran. Para ello, las muestras se incubaron con una suspension de carbén-dextran
durante 15 min a 4°C y luego fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min a igual
temperatura. Los sobrenadantes se transfirieron a viales con solucién centelladora y la
radioactividad se midié en un equipo de centelleo liquido de particulas beta. La unién

inespecifica del trazador a la proteina ligadora se determiné utilizando una concentracién
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alta de AMPc (1 mM). La curva estandar se construyo con 10 estandares de masa de AMPc
conocida (0,18 - 91 pmol). Las muestras de interés se diluyeron de forma tal que su
concentracion de AMPc se encontrara dentro del rango lineal de la curva estdndar. Todos

los ensayos se realizaron por duplicado.

7. Marcacion para cuantificaciones por citometria de flujo

7.1. Inmunomarcacion de superficie

Las suspensiones celulares fueron incubadas durante 20 minutos a 42C con
anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos. La identificacion de las distintas
poblaciones celulares se realizé utilizando los siguientes anticuerpos de identificacion: anti-
CD3 junto con anti-CD4 y anti-CD8 para la identificacién de LT helpers y LT citotodxicos,
respectivamente; anti-CD56 para la identificacion de células NK y NKT; anti-CD14 para la
identificacion de Mo; anti-CD14 y anti-CD11b para la identificacion de MF. Para la
inmunomarcaciéon de moléculas de superficie de interés se utilizaron los anticuerpos
monoclonales anti-CD69 y anti-CD25.

Para el estudio de muerte celular se utilizé un kit comercial para la deteccién de
apoptosis. Luego de la marcacion de superficie con los anticuerpos de identificacidn, las
células se resuspendieron en el buffer de unién (buffer 10X: HEPES 0,1 M, pH 7,4; NaCl 1,4
M, CaCl; 25 mM) y se marcaron con ioduro de propidio y anexina V (FITC) durante 15 min a
temperatura ambiente.

La viabilidad celular en las muestras hepaticas se comprobd utilizando un marcador
de viabilidad que resiste el proceso de fijacion luego de su marcacién. Este marcador sdlo
puede ingresar y tefiir células no viables, ya que no puede atravesar una membrana celular

intacta.
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7.2. Marcacién con sondas fluorescentes

Para la deteccion de oxidantes se utilizd la molécula no fluorescente 2°,7'-
diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). El principio del ensayo consiste en introducir en las
células una molécula capaz de ser oxidada. DCFH-DA es una molécula lipofilica y, como tal,
puede cruzar la membrana celular. Dentro de la célula, las enzimas esterasas desacetilan el
compuesto transformdndolo en un compuesto oxidable no fluorescente, 2’,7’-
dichlorofluorescina (DCFH), que es atrapado en el citoplasma debido a su naturaleza polar.
El potencial oxidativo de los oxidantes es capaz de oxidar esta molécula, convirtiéndola en
la molécula fluorescente 2°,7 -diclorofluoresceina (DCF), cuya fluorescencia a 525 nm es
detectable mediante citometria de flujo (Figura 5). La intensidad de fluorescencia
observada es proporcional a la concentracién de oxidantes presente en la célula. Por lo
tanto, esta técnica es considerada un indicador general del contenido de oxidantes,
incluyendo perodxidos de hidrégeno, radicales hidroxilo, peroxinitritos, y en menor medida

aniones superoxido?°®,
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Figura 5. Reaccion del DCFH-DA. La 2°,7 -diclorofluorescina penetra libremente en la célula, donde es clivada
por las esterasas intracelulares que la convierten en una molécula polar (DCFH). Los oxidantes reaccionan con
DCFH, oxidandolo y dando como resultado un compuesto fluorescente (DCF) cuya emision en el rango del
verde es detectable por citometria de flujo.

Para la deteccion del GSH, se utilizd la sonda no fluorescente monoclorobimano
(MCB). EI MCB ingresa libremente a la célula, donde se une a los tioles de bajo peso
molecular formando un aducto fluorescente que puede ser detectado mediante un método
fluorométrico a 490 nm. La unién a los tioles no proteicos, principalmente al GSH, tiene

lugar gracias a la reaccion catalizada por la enzima Glutation S-transferasa?®’.
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Luego de la marcacién con los anticuerpos de identificacion, las CMSP resuspendidas
en PBS (1x10° células/ml) se incubaron con la solucién de DFCH-DA (20 uM) o de MCB (80
uM) durante 30 min a 37°C. En el caso del ensayo de induccién del estallido respiratorio, la
marcacién con la sonda DCFH-DA se realizd previo a la estimulaciéon debido a que la

produccién de oxidantes es muy rapida.

7.3.  Inmunomarcacion citoplasmatica e intranuclear

La expresion de CAP-1 vy la secrecion de citoquinas in vitro fue evaluada mediante la
marcacién citoplasmatica con anticuerpos monoclonales. Luego de la marcacion de
superficie, las CMSP se lavaron con PBS y fueron fijadas y permeabilizadas con la solucién
comercial de fijacion y permeabilizacién Cytofix/Cytoperm siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las células se incubaron con 250 ul de buffer Cytofix/Cytoperm
durante 20 min a 4°C. A continuacidn, se lavaron con el buffer de permeabilizacion
Permwash. La tincion con los anticuerpos monoclonales anti-TNF-a y anti-IL-6 o anti-CAP-1
(anticuerpo primario de conejo) se realizd durante 45 min a 4°C. Para la deteccion de CAP-
1, se realizé una segunda incubacién con el anticuerpo policlonal secundario anti-conejo
durante 30 min a 4°C.

Para la deteccidn de la proteina intranuclear Ki-67, marcador de proliferacion celular,
las células fueron fijadas y permeabilizadas con la solucion FOXP3/ Transcription Factor
Fixation/ Permeabilization Concentrate and Diluent durante 30 min a 4°C. Luego de un
lavado con PBS, las células se marcaron con el anticuerpo monoclonal anti-Ki-67 durante 30
min a temperatura ambiente.

La adquisicidn se realizé con el citometro de flujo FACS Aria Il (BD).

7.4. Andlisis citométrico y estrategias de gating

El analisis fue realizado utilizando el software FlowJo v10.

66



Metodologia

Estrategia de gating para la identificacion de LT, NK y NKT de sangre periférica

En primer lugar, se identificd la nube linfoide en el dot plot side scatter (SSC) vs.
forward scatter (FSC) (regidon R1). Dentro de R1, se realizéd una primera exclusion de los
dobletes de células en el dot plot FSC-A vs. FSC-H, seguida por una segunda exclusién en el
dot plot SSC-A vs. SSC-W. La identificacion de LT se realizé por la expresion del marcador
CD3 (region R2). Dentro de R2, se identificaron los LT helpers y citotdxicos por su expresion
de los marcadores CD4 y CDS8, respectivamente. En los ensayos realizados con LT
purificados, se omitié el paso de identificacion con anti-CD3 debido a la alta pureza
obtenida. Las células NKT se identificaron por la coexpresién de las moléculas CD3 y CD56.
Las células NK se identificaron por la expresion del marcador CD56 y la falta de expresion
de CD3. Dentro de la poblacion de células NK, se distinguieron dos subpoblaciones segun la

intensidad de expresidn del marcador CD56, identificadas como NKP>6high yy NKCD36low (Figyrg
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Figura 6. Estrategia de gating para la identificacion de poblaciones de origen linfoide en sangre periférica.
Se identificd la nube linfoide en el dot plot SSC vs. FSC (R1). Dentro de R1, se excluyeron los dobletes y se
identificé la poblacion de LT (R2), NKT, y NK, segun la expresion de los marcadores CD3 y CD56. Dentro de R2,

se identificaron las subpoblaciones LT CD4* y CD8".
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Estrategia de gating para la identificacion de Mo

Se identificé la nube correspondiente a los Mo en el dot plot SSC vs. FSC de acuerdo
con sus propiedades de tamafio y complejidad (regidon R1). Dentro de R1, se excluyeron los
dobletes de células como se explicd anteriormente, y se identificaron los Mo por la

expresion del marcador CD14 (Figura 7).
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Figura 7. Estrategia de gating para la identificacion de monocitos en sangre periférica. Se identificd la nube
correspondiente a monocitos en el dot plot SSC vs. FSC (R1). Dentro de R1, se excluyeron los dobletes y se
identificé la poblacion CD14*.

Estrategia de gating para identificacion de LT y MF en suspensiones celulares hepdticas

Debido a la gran cantidad de células parenquimaticas en este tipo de muestras, se
realizd una primera seleccion de las células no parenquimaticas en el dot plot SSC vs. FSC
(Regién R1). Dentro de R1, se seleccionaron las células viables por la ausencia de
fluorescencia del marcador de viabilidad (Region R2). Dentro de R2, se excluyeron los

dobletes de células como en los casos anteriores. Igual que para CMSP, los LT hepaticos se
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identificaron por su expresién de CD3 vy, dentro de ellos, se identificaron las subpoblaciones

CD4* y CD8*. Los MF fueron distinguidos en base a la coexpresion de los marcadores CD14

y CD11b (Figura 8).
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Figura 8. Estrategia de gating para la identificacion de poblaciones de origen linfoide y mieloide en biopsia
hepatica. Se identificd la nube correspondiente a las células no parenquimaticas en el dot plot SSCvs. FSC (R1).
Dentro de R1, se seleccionaron las células viables (R2) y se excluyeron los dobletes de células. Se identifico la
poblacién de LT y MF segun la expresion del marcador CD3 y la coexpresion de los marcadores CD14 y CD11b,
respectivamente. Dentro de la poblacion de LT hepaticos, se identificaron las subpoblaciones CD4* y CD8*.
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8. Determinacidn de la actividad enzimatica antioxidante
8.1. Actividad CAT

La CAT cataliza la descomposicién del peréxido de hidrégeno (H202) en oxigeno (02) y

agua (H20y), segun:

2H,0, > 2H,0 + 0,

La deteccion de la actividad CAT se basa en la determinacidon de la velocidad de
descomposicién del H,0; por la enzima presente en la muestra en estudio. Se determind la
actividad CAT siguiendo el consumo de perdxido de hidrégeno a 240 nm en un medio de
reacciéon compuesto por H,0, (10 mM) y fosfato de potasio (50 mM, pH 7,0). Se calculé la
constante de velocidad de pseudo-primer orden (k') de la disminucidn de la absorbancia del
H202 como:

k' = k[CAT]

donde k= 4,6 x 10’ M st para CAT2%® y [CAT] es la concentracién de enzima presente
en la muestra.

La actividad CAT se expresé como pmol de CAT por mg de proteina.

8.2. Actividad SOD total

La enzima SOD cataliza la dismutacion del anidn superdxido (0z7) a H,02 y O3, segun

la siguiente reaccién:

Ksop

205 +2HY =23 H,0,+ 0,

donde ksop="~2,0 X 10° M1 s,

El método para la determinacién de SOD se basa en la inhibicidn de la autooxidacién
de adrenalina en medio alcalino, dependiente del anién superdxido. En medio alcalino, la
oxidacién de la adrenalina posee como intermediario de reaccién al anién superdxido y su

producto final es el adrenocromo, el cual es coloreado y puede detectarse
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espectrofotométricamente a 480 nm. La SOD presente en la muestra compite por el anidn
superoéxido producido por el sistema de deteccion.

Para la determinacion de la actividad SOD total, se monitored
espectrofotométricamente la autooxidacién de adrenalina, en términos de la produccién
de adenocromo, en un buffer conteniendo glicina (50 mM, pH 10) a 30°C (modificado del
método original?®®). Se determind el cambio de absorbancia (AAbs) a 480 nm durante 2 min
en ausencia o presencia de volimenes variables de muestra y se calculd la pendiente
AAbs/min para cada caso.

Se definié una unidad de SOD como la cantidad de muestra necesaria para generar
una inhibicion del 50% de la velocidad de formacién de adenocromo. Los valores fueron

expresados como unidades de SOD por mg de proteina.

8.3.  Actividad GPx

La enzima GPx participa en la detoxificacion del peréxido de hidrégeno utilizando GSH
como cofactor. Durante esta reaccidn, el GSH es oxidado a glutatidn disulfuro (GSSG), el
cual luego es reducido nuevamente por la enzima glutatién reductasa (GRd), que utiliza
NADPH como cofactor para su reciclado.

La determinacion de la actividad GPx se llevé a cabo midiendo el consumo de NADPH
en la reaccién de reduccién del GSH por accién de la GRd agregada exdgenamente. Se
monitored espectrofotométricamente la desaparicion de NADPH a 340 nm durante 1 min a
37°C en el medio de reaccion (buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 7,7; GSH 1 mM; NADPH
0,15 mM; NaN3 1 mM; GRd 0,25 U/ml; H202 0,5 mM)?1°, La variacidon en la absorbancia
registrada en ausencia de muestra corresponde a la oxidacién inespecifica del NADPH
(pendiente a), mientras que la variacién en la absorbancia en presencia de la muestra
corresponde a la suma de la oxidacidn especifica e inespecifica (pendiente b). Por lo tanto,
la oxidacion especifica del NADPH se calculé restando la oxidacion inespecifica a la

registrada en presencia de la muestra (b-a = AAbSespecifica/ min).
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Una unidad de GPx se definid como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1
umol de NADPH por minuto a 37°C. Los valores fueron expresados como unidades de GPx

por mg de proteina, segun la siguiente férmula:

AAbs ifi
Usp 2 x (6,22 x (%m)) x volumen de reaccién (ml)
x —
mg proteina volumen muestra (ml) x [proteina] (7;:1—‘?)

8.4. Actividad GRd

La actividad GRd se determind registrando la oxidacién del NADPH a 340 nm en la
solucion de reaccidn (Tris-HClI 10 mM, pH 7,0; GSSG 0,5 mM; NADPH 0,15 mM). Una unidad
de GRd se definid como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la oxidacién de 1
umol de NADPH por minuto a 30°C?!%. Los valores se expresaron como unidades de GRd por

mg de proteina.

8.5. Dosaje de proteinas

212

El dosaje de proteinas se realizé mediante la técnica de Lowry**4, utilizando BSA como

estandar. El rendimiento fue de 50-70 mg de proteina/5x10% CMSP.

9. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el software GraphPadPrism®© versién 6 para
Windows. En todos los casos se evalud la normalidad en la distribucién de los datos
mediante el test de Shapiro-Wilk y el test de D’Agostino-Pearson omnibus. En los casos en
los que la distribucion de los datos fue normal, la comparacion entre dos grupos se realizé
mediante el test t de Student para muestras pareadas o no pareadas, segun correspondiera.
En todos los casos se verificd la homogeneidad de varianza con el test F de igualdad de
varianzas, y en los casos en los que los datos no cumplieron este supuesto, se aplicd la

correccion de Welch. La comparacion pareada entre mas de dos grupos se realizd con el
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test ANOVA de un factor de medidas repetidas seguido por el test de Dunnett o Tukey de
comparaciones multiples, mientras que la comparacidon no pareada se realizd con el test
cldsico de ANOVA de un factor seguido por el test de Sidak.

Cuando los datos no cumplieron la condicién de normalidad, se aplicaron las pruebas
no paramétricas de Wilcoxon o Mann-Whitney para la comparacion entre dos grupos
experimentales, segln los datos fuesen pareados o no pareados, respectivamente. Para
comparar mas de dos grupos de datos pareados que no seguian una distribucién normal, se
utilizé el test no paramétrico de Friedman seguido por el test de Dunn para comparaciones
multiples.

Los analisis de correlaciones entre los valores experimentales y los datos clinicos se
realizaron mediante el test de Spearman.

En el caso de los datos pareados, cada par de datos correspondientes al mismo sujeto
experimental fueron presentados unidos por una linea. En los gréficos de barras, se
representa la media de los datos con su error estandar. Los valores de p < 0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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Capitulo 1

El papel de Res en la regulacion funcional de células

inmunoldgicas mononucleares y su implicancia en las EHGNA



Capitulo I: Resultados

Como se menciond en la Introduccion, la EHNA es una condicion patoldgica
caracterizada por el infiltrado hepatico de células inmunolégicas mononucleares y
polimorfonucleares provenientes del compartimiento periférico. A pesar de que en esta
patologia los niveles plasmaticos y hepaticos de Res se encuentran aumentados, poco se
conoce acerca del papel que cumple Res sobre la funcionalidad y la homeostasis de las
células inmunolégicas mononucleares. En el presente capitulo se exhibiradn resultados de la
expresion del receptor de Res propuesto en diversas poblaciones de células inmunoldgicas,
del estudio de LT como fuente de Res, y de la influencia de Res sobre diversos aspectos
funcionales de células mononucleares. Asimismo, se presentard el estudio comparativo de
la respuesta a Res en células mononucleares segln provengan de un contexto no patoldgico

o patoldgico como el de las EHGNA.

1. Células mononucleares de sangre periférica: Mo y LT

1.1.  Caracterizacion de la expresion de CAP-1

Debido a que CAP-1 es uno de los receptores de Res propuestos mas aceptados, nos
propusimos evaluar su expresién en distintas poblaciones celulares. Ademas, segun nuestro
conocimiento, no se ha estudiado la expresidn de este receptor en células inmunoldgicas
de pacientes con EHGNA, por lo que se cuantificé su expresién en cada poblacion celular de

estos pacientes con el fin de descubrir posibles variaciones en su expresion.

1.1.1. Expresion proteica de CAP-1 en distintas poblaciones de CMSP

Dado que la expresién de CAP-1 en CMSP de origen linfoide no es conocida, se realizé
un screening de su expresion proteica en estas células y, a fines comparativos, también en
CMSP de origen mieloide. La expresién proteica de CAP-1 fue mayor en las células de origen
linfoide que en las de origen mieloide, mientras todas las poblaciones de origen linfoide
presentaron una expresion de CAP-1 similar (Tabla 5).

Por otro lado, los pacientes con EHGNA presentaron una expresion promedio de CAP-

1 39% mayor en Mo (p= 0,003) y 33% mayor en LT (CD4*: p= 0,005; CD8*: p= 0,002) en
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comparacion con las células de controles. En células NKT y NK no se observaron diferencias

significativas en la expresidon de CAP-1 entre ambos grupos experimentales (Figura 9 A-B).

Tabla 5. Expresion proteica de CAP-1 en distintas poblaciones de CMSP de origen linfoide y mieloide.

Poblacién celular Expresién proteica de

Mo 3,37+0,22
CD4*: 5531041
LT
CD8": 5,58+0,40
NKT 6,25+0,31

CD56Me": 6,74 + 0,48
NK

CD56'": 5,55 +0,30

CAP-1 (media + SEM) Valor p
0,0002
0,0002
0,0001
0,0001
0,0005

La tabla muestra la expresion de CAP-1 en las poblaciones de origen mieloide (Mo, n= 18) y linfoide (LT: n=

18; NKT: n= 14; NK: n= 14) provenientes de controles. Los

datos se presentan relativizados al control de

isotipo. Se utilizé el test ANOVA de un factor seguido por el test de Sidak de comparaciones multiples. El
valor p corresponde a la comparacién de cada poblacién de origen linfoide con la poblacién de Mo.
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Figura 9. Expresion proteica de CAP-1 en CMSP. A. Expresion de CAP-1 en Mo (n= 18), LT (n= 18), NKT (Co:
n=14; EHGNA: n= 8) y NK (Co: n= 14; EHGNA: n= 8) de controles (Co) y de pacientes con EHGNA. Los datos
se presentan relativizados al control de isotipo. La comparacion se realizé6 mediante el test t de Student. Las
barras representan la media + SEM. B. Histogramas representativos de la fluorescencia emitida por el control
de isotipo (celeste) y por CAP-1 en Co (verde) y EHGNA (rojo) en Mo (izquierda) y LT (derecha). ** p < 0,01.
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Con el fin de estudiar si existia algun correlato con los parametros antropométricos,
bioquimicos e histoldgicos que caracterizan a las EHGNA, se empled un método estadistico
de asociacidn entre la expresion proteica de CAP-1 y los parametros de mayor relevancia
clinica. Tanto en Mo como en LT se observaron correlaciones positivas entre la expresion
de CAP-1vy el IMC, la circunferencia de cintura, la glucemia en ayunas, el NAS y el grado de
fibrosis hepatica. Adicionalmente, los niveles séricos de triglicéridos correlacionaron

positivamente con la expresidon de CAP-1 en LT (Tabla 6).

Tabla 6. Correlaciones entre la expresion proteica de CAP-1 y pardmetros antropométricos, bioquimicos e
histoldgicos de pacientes con EHGNA.

Parametro clinico Poblacion celular
Mo LT CD4* LT CD8*

r p r p r p
IMC 0,574 0,035 0,714 0,004 0,635 0,013
Circunferencia de cintura 0,609 0,030 0,568 0,046 0,603 0,032
Glucemia en ayunas 0,618 0,021 0,708 0,003 0,651 0,008
Colesterol total 0,257 ns 0,203 ns 0,433 ns
Triglicéridos 0,423 ns 0,653 0,007 0,717 0,002
AST 0,405 ns 0,526 ns 0,234 ns
ALT 0,386 ns 0,474 ns 0,331 ns
NAS 0,667 0,009 0,870 0,0001 0,755 0,002
Fibrosis 0,706 0,008 0,739 0,002 0,769 0,001

La tabla muestra el coeficiente de Spearman (r) y el valor p para cada correlacién realizada entre los pardmetros
de relevancia clinica y la expresién de CAP-1 en Mo (n= 15) y LT (n= 15) de pacientes con EHGNA. Las
correlaciones se llevaron a cabo mediante el test de Spearman. Valores de p < 0,05 fueron considerados
significativos. ns: no significativo; IMC: indice de masa corporal; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina
aminotransferasa; NAS: NAFLD Activity Score.
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1.1.2. Expresion génica de CAP-1 en LT

Como se menciond anteriormente, si bien se conoce que los Mo expresan CAP-1, su
expresion en células linfoides no habia sido explorada. A su vez, teniendo en cuenta que
existe una expresion proteica diferencial en CMSP segln provengan de pacientes con
EHGNA o de controles, se hipotetizé que también habria una expresion génica diferencial.
Para indagar sobre esta hipdtesis, se evalud la expresidén génica de CAP-1 por RT-gPCR en
LT purificados. Como se esperaba, los LT de pacientes con EHGNA presentaron una

expresion de CAP-1 3,5 veces mayor que aquellos procedentes de controles (p= 0,0005)

(Figura 10).

Expresion de CAP-1

Co EHGNA

Figura 10. Expresion génica de CAP-1 en LT. Expresion de CAP-1 en LT purificados a partir de sangre periférica
de controles (Co, n= 6) y de pacientes con EHGNA (n=9). Se muestra el incremento segin el método 242,
La comparacién se realizé mediante el test t de Student. *** p < 0,001.

Al circular por el torrente sanguineo, las CMSP se encuentran bajo la influencia de las
variaciones bioquimicas y metabdlicas que ocurren en las EHGNA, las cuales pueden afectar
su respuesta. Ademas, debido a que se observaron diferencias en la expresiéon de CAP-1
entre Moy LT de pacientes con EHGNA y controles, se infirié que la respuesta a Res en estas
células podria variar seglin su procedencia. Para indagar sobre este interrogante, se estudid

el efecto de Res sobre diversos aspectos funcionales en ambas poblaciones leucocitarias.
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1.2. Influencia de Res sobre caracteristicas funcionales de LT

1.2.1. Expresion génica de Res en LT y su modulaciéon por la Res exdgena

Si bien en los ultimos anos los niveles de Res en pacientes con EHGNA fueron
ampliamente estudiados, la mayoria de los trabajos se enfocaron en el estudio de sus
niveles séricos. Sélo unos pocos trabajos investigaron la expresién de Res en células
inmunoldgicas y, entre ellos, los estudios se enfocaron principalmente en células
polimorfonucleares o en el conjunto de CMSP. Por lo tanto, hay escasas evidencias de la
produccién de Res en LT y se desconoce su aporte en las EHGNA. Por este motivo
estudiamos la expresién génica de Res en LT periféricos purificados mediante RT-gPCR. Los
LT provenientes de pacientes con EHGNA presentaron una expresion de Res 15 veces mayor
qgue los LT de controles (p= 0,007) (Figura 11 A). Cabe destacar que la expresidon génica de
Res correlaciond positivamente con el NAS (r= 0,684; p=0,012; n=13) y el grado de fibrosis
(r=0,757; p=0,006; n= 13), indicando que la expresién de Res es mayor cuanto mayor es la
severidad de las EHGNA.

Para estudiar si la Res exdgena modula su expresiéon génica, se cultivaron LT
purificados en presencia o ausencia de la dosis fisiolégica de Res durante 19 h. La Res indujo
su expresion génica en LT de controles (p= 0,012). Sin embargo, en LT de pacientes con

EHGNA no se observd esta respuesta (Figura 11 B).
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Figura 11. Expresion génica de Res en LT. A. Expresion de Res en LT purificados a partir de sangre periférica
de controles (Co, n= 8) y de pacientes con EHGNA (n= 8). La comparacién entre ambos grupos se realizé
mediante el test de Mann-Whitney. B. Modulacién de la expresion génica de Res. LT purificados provenientes
de controles (Co, n= 8) y de pacientes con EHGNA (n= 6) fueron cultivados en presencia (+) o ausencia (-) de
Res (10 ng/ml) durante 19 h. La comparacidn dentro de cada grupo se realiz6 mediante el test t pareado. En
ambos casos se muestra la expresién génica segun el método 224, * p < 0,05; ** p < 0,01; ns: no significativo.
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1.2.2. Modulacién de la expresiéon de CAP-1 por Res

Con el fin de estudiar el efecto de Res sobre la expresidn proteica de su receptor, se
realizaron cultivos de CMSP procedentes de controles en presencia o ausencia de Res
durante 72 h. La presencia de Res indujo un aumento promedio del 20% en la expresion de

CAP-1 en ambas subpoblaciones de LT (CD4*: p= 0,002; CD8*: p= 0,001) (Figura 12 A-B).
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Figura 12. Modulacion de la expresion proteica de CAP-1 inducida por Res. CMSP provenientes de controles
fueron cultivadas en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h. A. Expresién de CAP-1 en LT CD4"y
CD8* (n=11). Los datos se presentan relativizados al control de isotipo. La comparacion se realizé mediante el
test t pareado. Las lineas unen los puntos correspondientes a la expresién de CAP-1 en presencia (+) o ausencia
(-) de Res para el mismo individuo. B. Histogramas representativos de la expresion de CAP-1. Se muestra la
fluorescencia emitida por el control de isotipo (celeste) y por CAP-1 en ausencia (azul) y presencia de Res
(naranja). ** p < 0,01.

1.2.3. Induccidn de la produccién de AMPc total por Res

Como su nombre lo indica, CAP-1 es una proteina asociada a la enzima adenilato
ciclasa. Por este motivo, se infirid que la activaciéon de CAP-1 por Res induciria un aumento
en la produccion de AMPc, uno de los segundos mensajeros involucrados en la regulacion
homeostatica de LT. Para comprobarlo, se midié la produccién de AMPc total en LT
purificados cultivados en presencia o ausencia de Res. La Res indujo un aumento promedio
del 45% en los niveles de AMPc en LT provenientes de controles (p= 0,002), mientras que
en LT de pacientes con EHGNA no se observaron diferencias en la producciéon de AMPc

(Figura 13 A-B).
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Figura 13. Produccion de AMPc total inducida por Res. LT purificados a partir de sangre periférica fueron
cultivados en presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 1 h. Se realizé una pre-incubacién con un
inhibidor de fosfodiesterasas para evitar la degradacién del AMPc. A. Produccién de AMPc total en LT de
controles (circulos, n= 10) o pacientes con EHGNA (cuadrados, n= 8). La comparacién se realizd6 mediante el
test de Wilcoxon. Las lineas unen los puntos correspondientes a los niveles de AMPc en ausencia (-) o presencia
(+) de Res para el mismo individuo. B. indice de produccién de AMPc total en LT de controles y de pacientes
con EHGNA. El indice se obtuvo al relativizar los niveles de AMPc en presencia de Res o isoproterenol (I1SO)
respecto de los niveles observados en su ausencia. La comparacidén entre ambos grupos experimentales se
realizé mediante el test de Mann-Whitney. Se presenta la media = SEM. ** p < 0,01; ns: no significativo.

1.2.4. Modulacién de la activacidn celular por Res

Considerando que el AMPc actia como regulador de la activacién de leucocitos y que
la Res indujo su produccién unicamente en LT de controles, se infirié que la Res modularia
la activacidon celular de manera diferencial segln el origen de estas células. Para evaluar el
efecto de Res sobre la activacién de LT periféricos, se cultivaron CMSP con el anticuerpo
anti-CD3 en presencia o ausencia de Res, y se determiné la expresién de CD69 como
marcador temprano de activacién.

En una primera instancia, se estudié el efecto de distintas concentraciones de Res
sobre la modulacidn de la activacién celular temprana de los LT contenidos en CMSP. Para
ello, se utilizd la concentracidn fisioldgica de Res (10 ng/ml) y dos dosis suprafisiolégicas
comunmente encontradas en la bibliografia (100 y 500 ng/ml). Llamativamente, sdlo con la
menor dosis de Res se observd una modulacién de la frecuencia de LT CD69* (Figura 14 A).

El nivel de expresidon de CD69, dado por la intensidad media de fluorescencia (IMF),

es otra manera de evaluar el grado de activacion celular. En este caso, para comparar la
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magnitud de la activacion inducida por anti-CD3 en presencia o ausencia de Res, se calculd
el indice de activacion como se detallé en la seccidn de Metodologia. La presencia de Res
previno el aumento de la expresidon de CD69 inducido por el estimulo con anti-CD3 en

ambas subpoblaciones de LT, en todas las concentraciones evaluadas (Figura 14 B).
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Figura 14. Curvas dosis-respuesta de la modulacién de la activacion celular temprana de LT inducida por Res.
CMSP procedentes de controles (n=5) fueron activadas con el anticuerpo anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la
placa, en presencia o ausencia de Res (10-500 ng/ml) durante 24 h. A. Frecuencia de LT activados que expresan
CD69 para cada dosis de Res. B. indice de activacidn de LT. Este indice se obtuvo de relativizar la relacién de
IMF para CD69 en LT activados en presencia o ausencia de Res respecto de la relacion de IMF en el control
negativo. La comparacion se realizé mediante el test ANOVA de un factor de medidas repetidas seguido por el
test de Dunnett. Se presenta la media = SEM. # p < 0,05; ## p < 0,01 vs. LT activados en ausencia de Res.

El estudio comparativo del efecto de Res sobre la activacidon de LT provenientes de
controles o de pacientes con EHGNA se llevd a cabo utilizando la concentracidn fisioldgica
de Res. Como se esperaba, la Res previno el aumento de la frecuencia de LT CD69* inducida
por la estimulacién con anti-CD3 cuando las células provenian de controles. Este efecto
preventivo fue en promedio del 21,6% en LT CD4* (p= 0,045) y del 23% en LT CD8" (p=
0,038). Sin embargo, dicho efecto no se observéd en las células que provenian de pacientes
con EHGNA (Figura 15 A-B).

En base al indice de activacion, la Res previno parcialmente el aumento de la
expresion de CD69 inducido por el estimulo con anti-CD3 en LT de controles (CD4*: p=0,031;

CD8*: p=0,042), pero no en LT de pacientes con EHGNA (Figura 15 C).
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Figura 15. Modulacién de la activacion celular temprana de LT inducida por Res. CMSP fueron activadas con el
anticuerpo anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la placa, en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 24 h. A.
Dot Plots representativos de la frecuencia de LT provenientes de un control (Co) y de un paciente con EHGNA en
los distintos tratamientos. B. Frecuencia de LT que expresan CD69 en Co (circulos, n=5) y EHGNA (cuadrados, n=
6). La comparacion se realizé mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos correspondientes a la
frecuencia de LT CD69* en ausencia o presencia de Res para el mismo individuo. C. indice de activacién de LT de Co
y de pacientes con EHGNA. Este indice se obtuvo de relativizar la relacion de IMF para CD69 en LT activados en
presencia o ausencia de Res respecto de la relaciéon de IMF en el control negativo. La comparacion se realizo
mediante el test t pareado. Se presenta la media = SEM. * p < 0,05; ns: no significativo.
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Dado que los LT pueden mostrar diferente respuesta frente al mismo estimulo segun
se encuentren aislados o en contacto con otras poblaciones celulares, surgié preguntarse si
la Res interactuaria de manera directa con los LT regulando su activacién, o si los efectos
observados se debian a una respuesta indirecta gracias a la presencia de otros tipos
celulares. Para responder este interrogante, se realizé el ensayo descripto anteriormente
utilizando LT periféricos purificados. Similar al resultado obtenido con CMSP, se observé
una modulacién directa de la frecuencia de LT CD69* con las concentraciones mas bajas de
Res (10y 100 ng/ml) (Figura 16). Por otro lado, a diferencia de lo observado al cultivar CMSP,

no se observé una modulacidn directa del indice de activacion (datos no mostrados).
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Figura 16. Curva dosis-respuesta de la modulacién directa de la activacion celular temprana de LT inducida
por Res. LT purificados a partir de sangre periférica de controles (n=9) fueron activados con el anticuerpo
anti-CD3 (0,5 pug/ml) adherido a la placa, en presencia o ausencia de Res (10-500 ng/ml) durante 24 h. Se
muestra la frecuencia de LT activados que expresan CD69 para las distintas dosis de Res. La comparacion se
realizé mediante el test ANOVA de un factor de medidas repetidas seguido por el test de Dunnett. Se
presenta la media + SEM. # p < 0,05; ## p < 0,01 vs. LT activados en ausencia de Res.

Se realizé el estudio comparativo del efecto directo de la dosis fisioldgica de Res sobre
la activacion de LT periféricos provenientes de controles y de pacientes con EHGNA. Como
sucedid al cultivar CMSP, la Res previno el aumento de la frecuencia de LT CD69" inducido
por la activacién con anti-CD3 en un 19% promedio en LT de controles (CD4*: p= 0,028;
CD8*: p= 0,005), mientras que no se observaron diferencias en LT de pacientes (Figura 17

A-B). En relacidon a los niveles de expresién de CD69, no se observd ninglun efecto
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significativo de Res sobre el indice de activacidén en los grupos experimentales evaluados

(Figura 17 C).

Frecuencia de LT CD69" (%)

aCD3
Res

aCD3

PerCP-A: CD4
PerCP-A: CD4

64,1%

PE-A: CDE9

PerCP-A: CD4
PerCP-A: CD4

53,1%

oCD3 + Res

153.9%

PerCP-A: CD4

46,1%

PE-A: CD69

146.1%

PerCP-A: CD4

53,9%

[N
o
S

©
o
1

2}
o
I

N

PE-A: CD69

-+ Co
= EHGNA

+ +
o+
+ +
+ +
v+
+ +

PE-A: CD69

M

+ o+ 4+
- + -
LT CD4"

I Co
B EHGNA

Figura 17. Modulacion directa de la activacion celular temprana de LT inducida por Res. LT purificados a partir de sangre
periférica fueron activados con el anticuerpo anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la placa, en presencia o ausencia de Res
(10 ng/ml) durante 24 h. A. Dot Plots representativos de la frecuencia de LT CD69* provenientes de un control (Co) y de
un paciente con EHGNA en los distintos tratamientos. B. Frecuencia de LT CD69* provenientes de Co (circulos, n=9) y

EHGNA (cuadrados, n= 6).

La comparacion se realizd mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos

correspondientes a la frecuencia de LT CD69* en ausencia o presencia de Res para el mismo individuo. C. indice de
activacion de LT de Co y de pacientes con EHGNA. Este indice se obtuvo de relativizar la relacién de IMF para CD69 en LT
activados en presencia o ausencia de Res respecto de la relacién de IMF en el control negativo. La comparacion se realizo

mediante el test t pareado. Se presenta la media + SEM. * p < 0,05; ** p < 0,01; ns: no significativo.
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Cabe destacar que la respuesta de LT de pacientes con EHGNA frente al estimulo de
activacion con anti-CD3 en ausencia de Res se caracterizd por una elevada expresién de
CD69. Esto se observo tanto en los cultivos de CMSP (CD4*: p= 0,004; CD8*: p= 0,049) como
en LT purificados (CD4*: p= 0,009; CD8*: p= 0,004) (Figura 18 A-B). Sin embargo, no se
observaron diferencias en las frecuencias de LT CD69* inducidas por la activacidén con anti-

CD3 en ausencia de Res entre controles y pacientes con EHGNA.
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Figura 18. Activacion de LT en respuesta al estimulo de activacion con anti-CD3. LT contenidos en CMSP (A) o LT
purificados a partir de sangre periférica (B) fueron activados con el anticuerpo anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la
placa durante 24 h. Se muestra la frecuencia de LT CD69* y el indice de activacion de células provenientes de Co y
EHGNA. La comparacidn se realizé mediante el test t de Student. El indice se obtuvo de relativizar el IMF para CD69
en LT activados respecto del IMF en ausencia de estimulo de activacidn. Se presenta la media + SEM. * p < 0,05;
**p<0,01.

Para evaluar el efecto directo de Res sobre la activacion de LT en una etapa tardia, se
midio la subunidad inducible del receptor de IL-2 (CD25) como marcador de activacion. Para
ello, LT purificados fueron activados en presencia o ausencia de Res y se determiné la
frecuencia de LT CD25* y el nivel de expresidon de CD25 a las 72 h de cultivo. Similar a lo
observado para CD69, la Res previno el aumento de la frecuencia de LT CD25* inducido por
la estimulacion con anti-CD3 en células de controles. Este efecto preventivo fue en
promedio de 22,5% para la subpoblacién CD4* (p= 0,008) y de 32,4% para CD8* (p= 0,012).
Por el contrario, en LT de pacientes con EHGNA no se observé el efecto preventivo de Res

(Figura 19 A-B).
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Al igual que para CD69, se calculd el indice de activacién para comparar los niveles de
expresion de CD25 entre los distintos tratamientos. No se observd ningin efecto
significativo inducido por Res sobre este indice (datos no mostrados).

Por otro lado, a diferencia de lo observado para CD69, tanto la frecuencia de LT CD25*
como la expresion de CD25 en respuesta al estimulo de activacién con anti-CD3 en ausencia

de Res fueron similares entre controles y pacientes con EHGNA (datos no mostrados).
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Figura 19. Modulacién directa de la activacion celular tardia de LT inducida por Res. LT purificados a partir de
sangre periférica fueron activados con el anticuerpo anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la placa en presencia o
ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h. A. Dot Plots representativos de la frecuencia de LT CD25* provenientes
de un control (Co) y de un paciente con EHGNA. B. Frecuencia de LT que expresan CD25 provenientes de Co
(circulos, n="9) o EHGNA (cuadrados, n= 9). La comparacién se realiz6 mediante el test t pareado. Las lineas
unen los puntos correspondientes a la frecuencia de LT CD25* en ausencia o presencia de Res para el mismo
individuo. * p < 0,05; ** p < 0,01; ns: no significativo.
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1.2.5. Modulacién de la proliferacion celular por Res

Teniendo en cuenta que Res modula la expresion de la cadena inducible del receptor
de IL-2, y que esta cadena es necesaria para aumentar la afinidad del receptor por IL-2 y asi
favorecer la proliferacién celular, se hipotetizé que Res estaria involucrada en la
homeostasis de LT mediante la modulacién de su proliferacién. Para corroborar dicha
hipodtesis, se indujo la proliferacion de LT purificados con una combinacién mitogénica de
los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en presencia o ausencia de Res, y se cuantificé la
frecuencia de LT proliferantes mediante la identificacién de Ki-67 luego de 72 h de cultivo.
La proteina nuclear Ki-67 solo se expresa en células que se encuentran en alguna fase activa
del ciclo celular (de G1 a mitosis) y esta ausente en células quiescentes (Go), por lo que su
presencia indica que la célula se encuentra proliferando.

En LT procedentes de controles, la presencia de Res previno la proliferacion celular
inducida por el estimulo mitogénico, tal como lo denota la reduccién promedio de 21,4% y
26,4% en la frecuencia de células Ki-67* en LT CD4* (p= 0,023) y LT CD8* (p= 0,006),
respectivamente. En LT de pacientes, en cambio, no se observaron diferencias en la
frecuencia de LT Ki-67* cuando las células fueron inducidas a proliferar en presencia de Res

(Figura 20).
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Figura 20. Modulacion directa de la proliferacion celular inducida por Res. Se indujo la proliferacién de LT
purificados a partir de sangre periférica con los anticuerpos anti-CD3 (0,5 pg/ml) adherido a la placa y anti-
CD28 soluble (1 ug/ml) en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h. A. Dot Plots representativos
de las frecuencias de LT proliferantes provenientes de un control (Co) y de un paciente con EHGNA. B.
Frecuencia de LT que expresan Ki-67 provenientes de controles (circulos, n= 8) o pacientes con EHGNA
(cuadrados, n= 6). La comparacidn se realizd mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos
correspondientes a la frecuencia de LT Ki-67* en ausencia o presencia de Res para el mismo individuo.
* p <0,05; ** p <0,01; ns: no significativo.
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Para descartar la posibilidad de que el efecto preventivo de Res observado sobre la
proliferacion de los LT de controles fuera secundario a un aumento de la muerte celular, se
realizd un ensayo de apoptosis. Para ello, se cultivaron LT en las mismas condiciones que
en el ensayo de proliferacion y se evalud la presencia de marcadores tempranos y tardios
de muerte celular utilizando Anexina V/loduro de propidio (IP). Como se esperaba, no se
observé un aumento en la muerte celular temprana (Anexina V* IP") ni tardia (Anexina V*

IP*) debido a la presencia de Res (Figura 21).
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Figura 21. Modulacién directa de la muerte celular inducida por Res. Se indujo la proliferacién de LT
purificados a partir de sangre periférica con los anticuerpos anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la placa y anti-
CD28 soluble (1 ug/ml) en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h. A. Dot Plots representativos
de la expresién de Anexina V e ioduro de propidio (IP) en LT provenientes de un control. B. Frecuencia de LT
provenientes de controles (n=5) que expresan anexina V e IP. La comparacion se realizé mediante el test t
pareado. Se presenta la media £ SEM. Valor p < 0,05 fue considerado significativo.
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1.2.6. Induccion de la migracion celular por Res

Considerando que CAP-1 esta involucrado en la regulacién de la dindmica de
polimerizacién y despolimerizacién de la actina, proceso determinante para la migracion
celular, resulté de importancia estudiar el efecto de Res sobre la migracion de LT. Se estudio
la capacidad quimioatractante de Res sobre LT previamente activados. Asimismo, se
investigd si la presencia de Res durante la activacion de los LT influencia su capacidad
migratoria.

En LT de controles, la Res indujo un aumento promedio de la migracién del 75% (p=
0,019) respecto del control negativo. Este efecto quimioatractante de Res fue comparable
con el inducido por la quimioquina CCL5, el cual fue de 71% (p= 0,010). Asimismo, la
activacion celular en presencia de Res realizada previo al ensayo de migracién no afecto el
efecto quimioatractante de ninguna de las dos quimioquinas utilizadas (Figura 22 A). En los
LT de pacientes con EHGNA, la Res indujo un aumento promedio del 50% en el indice de

migracion (p=0,016), comparable con la migracion observada en controles (Figura 22 B).
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Figura 22. Migracion de LT inducida por Res. LT purificados a partir de sangre periférica fueron activados con los
anticuerpos anti-CD3 adherido a la placa (0,5 pug/ml) y anti-CD28 soluble (1 pug/ml) en presencia o ausencia de
Res (10 ng/ml) durante 5 dias. Luego de este periodo, se indujo la migracién hacia Res (20 ng/ml) o CCL5 (100
ng/ml) por 3 h. El indice de migracidn se obtuvo como el cociente entre el nimero de LT que migraron hacia el
agente quimioatractante y el nimero de LT que migraron pasivamente en ausencia de agente quimioatractante.
A. indice de migracién hacia Res o CCL5 de LT de controles previamente activados en presencia o ausencia de
Res (aCD3/a.CD28xRes). Se utilizd el test ANOVA de medidas repetidas seguido por el test de Tukey de
comparaciones multiples. B. indice de migracién hacia Res de LT provenientes de controles (Co, n= 5) y de
pacientes con EHGNA (n= 5) previamente activados en ausencia de Res. Para comparar el nimero de LT que
migraron en presencia o ausencia de Res dentro de cada grupo experimental se utilizo el test t pareado. El indice
de migracidn entre ambos grupos experimentales se compard mediante el test t de Student. Se presenta la media
+ SEM. # p < 0,05 vs. migracion en ausencia de quimioatractante; ns: no significativo.
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Se realizaron correlaciones con el fin de investigar posibles asociaciones entre el
compromiso hepatico de los individuos incluidos en el estudio y la capacidad de los LT de
responder a Res. Para ello, se utilizaron indices que indican la magnitud del efecto ejercido
por Res sobre los LT de cada individuo. Estos indices se calcularon como el cociente entre
los valores obtenidos en los cultivos en presencia de Res y los valores obtenidos en su
ausencia. Por lo tanto, estos indices fueron mayores a 1 si Res ejercié una modulacién
positiva; menores a 1 si la modulacidn fue negativa; y cercanos a 1 cuando no se observo
ninglin efecto asociado a Res. Este analisis arrojé una correlacién negativa entre la
produccién de AMPc inducida por Res y el NAS (Tabla 7), indicando que cuanto mayor es la
severidad de la hepatopatia, menor es la capacidad de Res de inducir la produccién de
AMPc. A su vez, la frecuencia relativa de LT activados en estadios tempranos y tardios (LT
CD69*y LT CD25*) correlaciond positivamente con el NAS y el grado de fibrosis (Tabla 7), lo
que sugiere que el efecto inhibitorio de Res sobre la activacidon de LT se reduce cuanto

mayor es el compromiso hepatico.

Tabla 7. Correlaciones entre parametros histoldgicos y la magnitud del efecto modulador que ejerce Res
sobre las caracteristicas funcionales estudiadas en LT.

Pardmetro en estudio Poblacion Pardmetro clinico
celular
NAS Fibrosis
r p r p
Produccion de AMPc LT total -0,581 0,020 -0,225 ns

LT CD4* 0,648 0,034 0,638 0,035
Frecuencia relativa de LT CD69*
LT CD8* 0,861 0,0005 0,857 0,003

LT CD4* 0,826 0,0003 0,833 0,001
Frecuencia relativa de LT CD25*
LT CD8* 0,616 0,021 0,573 0,030

La tabla muestra el coeficiente de Spearman (r) y el valor p para cada correlacién realizada entre los
parametros histolégicos en estudio y la magnitud del efecto modulador de Res sobre los aspectos funcionales
evaluados. Las correlaciones se llevaron a cabo mediante el test de Spearman. Valores de p < 0,05 fueron
considerados significativos. ns: no significativo; NAS: NAFLD Activity Score.
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1.3. Influencia de Res sobre caracteristicas funcionales de Mo
1.3.1. Modulacién de CAP-1 por Res

Al igual que para LT, se estudié el efecto que ejerce Res sobre la expresion de su
receptor en Mo provenientes de controles. La Res indujo un aumento promedio del 33,8%

en la expresion proteica de CAP-1 (p= 0,002) (Figura 23).
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Figura 23. Modulacion de la expresion proteica de CAP-1 inducida por Res. CMSP provenientes de controles
fueron cultivadas en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 72 h. A. Expresidn de CAP-1 en Mo (n=
9). Los datos se presentan relativizados al control de isotipo. La comparacion se realizd6 mediante el test t
pareado. Las lineas unen los puntos correspondientes a la expresidon de CAP-1 en presencia (+) o ausencia (-)
de Res para el mismo individuo. B. Histogramas representativos de la expresiéon de CAP-1. Se muestra la
fluorescencia emitida por el control de isotipo (celeste) y por CAP-1 en ausencia (azul) y presencia de Res
(naranja). ** p < 0,01.

1.3.2. Modulacién de la activacion celular por Res

Con el fin de evaluar si la Res modula la activacion de Mo, se activaron CMSP con PMA
en presencia o ausencia de Res durante 24 h y se determiné la expresién de la molécula
CD69 como marcador de activacion. La Res previno en un 43,4% el aumento de la frecuencia
de Mo CD69* inducido por la estimulacién con PMA en CMSP de controles (p= 0,002),
mientras que en los pacientes con EHGNA no se observaron diferencias en la frecuencia de

Mo CD69* entre los tratamientos (Figura 24 A-B).
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Por otro lado, el analisis del indice de activacion demostrd que Res no induce cambios

en los niveles de expresién de CD69 en Mo (datos no mostrados).
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Figura 24. Modulacién de la activacién de Mo inducida por Res. CMSP fueron activadas con PMA (10 ng/ml)
en presencia o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 24 h. A. Dot Plots representativos de la frecuencia de Mo
CD69* provenientes de un control (Co) y de un paciente con EHGNA luego de los distintos tratamientos. B.
Frecuencia de Mo que expresan CD69 en Co (circulos, n= 10) y EHGNA (cuadrados, n=9). La comparacion se
realizé mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos correspondientes a la frecuencia de Mo CD69*
en ausencia o presencia de Res para el mismo individuo. ** p < 0,01; ns: no significativo.
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En respuesta al estimulo de activacion con PMA en ausencia de Res, los Mo de
pacientes con EHGNA presentaron una frecuencia de células CD69* significativamente
mayor que los controles (p=0,010). Por otro lado, el andlisis del indice de activacién mostrd
que no hay diferencias en los niveles de expresion de CD69 en respuesta a la activacién con

PMA entre controles y pacientes con EHGNA (Figura 25).
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Figura 25. Activacion de Mo en respuesta al estimulo con PMA. CMSP se activaron con PMA (10 ng/ml)
durante 24 h. Se muestra el indice de activacién y la frecuencia de Mo CD69* provenientes de controles (n=
10) y pacientes con EHGNA (n=9). El indice de activacidn se obtuvo de relativizar el IMF para CD69 en Mo
activados respecto del IMF en Mo no activados. La comparacion se realizd mediante el test t de Student. Se
presenta la media £ SEM. * p < 0,05; ns: no significativo.

1.3.3. Modulacién de la produccién de citoquinas por Res

Teniendo en consideracién que los Mo provenientes de pacientes con EHGNA
activados en ausencia de Res mostraron mayor frecuencia de células CD69* que su
contraparte en controles, se hipotetizé que la produccién de citoquinas proinflamatorias en
respuesta a un estimulo activador también seria mayor. Para comprobarlo, se cuantificé la
produccién de IL-6 y TNF-a en respuesta a los estimulos con LPS o con PMA e ionomicina.
Frente al LPS, los pacientes con EHGNA presentaron mayores frecuencias de Mo
productores de IL-6 y TNF-a que los Mo de controles (p=0,0013 y p= 0,0006). La produccién
de citoquinas frente al estimulo con PMA e ionomicina fue considerablemente menor que

la obtenida frente al LPS. Sin embargo, a pesar de las bajas frecuencias observadas, los Mo
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de pacientes con EHGNA también respondieron a este estimulo con una mayor produccién

de IL-6 respecto de los Mo de controles (p=0,011) (Figura 26).
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Figura 26. Produccion de citoquinas en respuesta al estimulo con LPS o PMA/ionomicna. Se indujo la
produccion de citoquinas (CQs) con LPS (20 ng/ml) o PMA (50 ng/ml)/ionomicina (1 ug/ml) en CMSP durante
16 h. Se muestra la frecuencia de Mo productores de IL-6 y TNF-a. provenientes de controles (Co, n=11) y
de pacientes con EHGNA (n=5). La comparacidn entre ambos grupos experimentales se realizé6 mediante el
test t de Student. Se presenta la media £+ SEM. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; ns: no significativo.

Con el objetivo de evaluar el efecto de Res sobre la produccién de citoquinas en Mo,
se cultivaron CMSP con LPS en presencia o ausencia de Res y se cuantificé la produccién de
IL-6 y TNF-a.. En este caso, la produccién de citoquinas se indujo sélo con LPS debido a la
baja frecuencia de Mo productores de citoquinas observada con PMA e ionomicina.

En controles, la Res previno en un 13% el aumento en la frecuencia de Mo productores
de IL-6 inducido por LPS (p=0,025). Sin embargo, la Res no moduld la produccién de TNF-a
(Figura 27 A-C). En Mo de pacientes con EHGNA no se observaron cambios en la frecuencia

de células productoras de citoquinas en respuesta a Res (Figura 27 A,C).
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Figura 27. Modulacién de la produccion de citoquinas inducida por Res. Se indujo la produccién de citoquinas
(CQs) con LPS (20 ng/ml) en presencia o ausencia de Res (10-50 ng/ml) durante 16 h. A. Dot Plots representativos
de la produccion de IL-6 y TNF-a. en Mo provenientes de un control (Co) y de un paciente con EHGNA. B. Frecuencia
de Mo productores de IL-6 y TNF-a. provenientes de controles (n=11). La comparacidn se realizé usando el test de
Friedman seguido por el post-test de Dunn. C. Frecuencia relativa de Mo productores de IL-6 y TNF-a. de Co (n=11)
o pacientes con EHGNA (n=5). La frecuencia relativa se obtuvo a partir del cociente entre la frecuencia de Mo CQs*
estimulados con LPS en presencia de Res (50 ng/ml) y la frecuencia de Mo CQs* estimulados con LPS en ausencia
de Res. La comparacion entre ambos grupos se realizé mediante el test de Mann-Whitney. Las barras representan
la media + SEM. # p < 0,05 vs. Mo estimulados con LPS en ausencia de Res; *** p < 0,001.

1.3.4. Modulacién de la endocitosis por Res

La endocitosis es un proceso dependiente de la regulacién de la dinamica de la actina
gue, como se menciond anteriormente, es regulada por CAP-1. Con el objetivo de evaluar
el efecto de Res sobre este proceso en Mo, se estudid la endocitosis de particulas de latex
en presencia de Res. En Mo procedentes de controles, el porcentaje de endocitosis
aumenté en promedio un 22% en presencia de Res (p= 0,008). Sin embargo, no observamos
cambios en la endocitosis de Mo provenientes de pacientes con EHGNA (Figura 28 A-B). Por
otro lado, el indice de endocitosis, que hace referencia a la cantidad de particulas
endocitadas por célula, no fue modulado por Res en ninguno de los dos grupos
experimentales (datos no mostrados).

Cuando la endocitosis se llevd a cabo en presencia de LPS, el aumento en el porcentaje
de endocitosis fue similar entre controles y pacientes con EHGNA (p=0,19). En este caso, la

Res no modifico el porcentaje de endocitosis inducido por LPS (Figura 28 C).
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Figura 28. Modulacion de la endocitosis inducida por Res. Se estudié la endocitosis de particulas de latex en
ausencia o presencia de Res (20 ng/ml) luego de 1 h de cultivo. A. Dot Plots representativos de la endocitosis de
Mo provenientes de un control (Co) y de un paciente con EHGNA. B. Porcentaje de endocitosis en Mo de Co (n=
11) y EHGNA (n= 9). La comparacidon se realizd mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos
correspondientes al porcentaje de Mo que incorporaron particulas de latex en ausencia (Basal) o presencia de Res
para el mismo individuo. C. Porcentaje de endocitosis en presencia o ausencia de LPS y Res (n= 7). La comparacién
entre los tratamientos dentro de cada grupo experimental se llevo a cabo con el test de ANOVA de un factor de
medidas repetidas seguido por el test de Tukey. * p < 0,05; ** p < 0,01 vs. fagocitosis basal; ns: no significativo.
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Se realizaron correlaciones con el fin de estudiar posibles asociaciones entre el
compromiso hepatico de los individuos incluidos en el estudio y la magnitud del efecto que
ejerce Res sobre los parametros evaluados en Mo. Este andlisis evidencié que la frecuencia
relativa de Mo CD69* y de Mo productores de IL-6 correlaciona positivamente con el NAS
(Tabla 8). Este resultado indica que el efecto inhibitorio inducido por Res sobre estas dos

caracteristicas se reduce cuanto mayor es la severidad de las EHGNA.

Tabla 8. Correlaciones entre parametros histolégicos y la magnitud del efecto modulador que ejerce Res
sobre las caracteristicas funcionales estudiadas en Mo.

Parametro en estudio Parametro clinico

NAS Fibrosis'")
r p
Frecuencia relativa de Mo CD69* 0,890 0,001 -
Frecuencia relativa de Mo IL-6* 0,719 0,018 -
Porcentaje de endocitosis -0,226 ns -

La tabla muestra el coeficiente de Spearman (r) y el valor p para cada correlacién realizada entre los
parametros histoldgicos en estudio y la magnitud del efecto modulador que ejerce Res sobre la frecuencia
de Mo CD69* (n= 13), la produccidon de IL-6 (n= 14) y la endocitosis (n= 17). Las correlaciones se llevaron a
cabo mediante el test de Spearman. Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos. ns: no
significativo; NAS: NAFLD Activity Score.

) No se disponian de los datos histoldgicos de fibrosis suficientes para realizar las correlaciones.

2. Células inmunoldgicas hepaticas: MFy LT

Debido a que el proceso inflamatorio en las EHGNA ocurre principalmente en el
higado, es importante analizar el efecto de Res sobre las células hepaticas. Mas aun, el
estudio de posibles correspondencias entre la capacidad regulatoria de Res en células
periféricas y hepdticas posee gran relevancia clinica, ya que permitiria evaluar

indirectamente el higado de manera mas simple y menos invasiva.
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2.1.  Expresion proteica de CAP-1

MF y LT hepaticos de pacientes con EHGNA presentaron niveles elevados de CAP-1,
como se observo en periferia. En MF provenientes de higado de pacientes con EHGNA, la
expresion proteica promedio de CAP-1 resulté ser un 90% mayor que en MF provenientes
de higado control (p=0,022). Por su lado, las subpoblaciones de LT CD4*y CD8" de pacientes
exhibieron una expresion promedio de CAP-1 58% (p= 0,031) y 78% (p= 0,031) mayor,
respectivamente (Figura 29 A-B).

Cabe destacar que la expresiéon de CAP-1 en MF y LT hepdticos correlaciond
positivamente con el NAS, y también con el grado de fibrosis en MF (Tabla 9), indicando que

existe una asociacién directa entre la expresidén proteica del receptor de Res y el dafio

hepatico.
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Figura 29. Expresion proteica de CAP-1 en suspensiones celulares hepaticas. A. Expresiéon de CAP-1 en
macrofagos (MF, n=5) y LT hepdticos (n= 6) de controles (Co) y de pacientes con EHGNA. La comparacion se
realizé mediante el test t de Student. Las barras representan la media + SEM. B. Histogramas representativos
de la expresion de CAP-1 en MF (izquierda) y LT (derecha). Se muestra la fluorescencia emitida por el control
de isotipo (celeste) y por CAP-1 en Co (verde) y EHGNA (rojo). * p < 0,05.
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Tabla 9. Correlaciones entre parametros histoldgicos y la expresion de CAP-1 en MF y LT hepaticos.

Parametro en estudio  Poblacion celular Pardmetro clinico
NAS Fibrosis
r p r p
MF 0,680 0,026 0,637 0,044
Expresion de CAP-1 LT CD4* 0,633 0,043 0,459 ns
LT CD8* 0,616 0,049 0,472 ns

La tabla muestra el coeficiente de Spearman (r) y el valor p para cada correlacidn realizada entre
parametros histoldgicos y la expresidn proteica de CAP-1 en MF (n=11) y LT hepaticos (n=11) provenientes
de controles y pacientes con EHGNA. Las correlaciones se llevaron a cabo mediante el test de Spearman.
Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos. ns: no significativo; NAS: NAFLD Activity Score.

2.2.  Modulacidn de la activacién celular por Res

Para estudiar si la modulacién que ejerce Res sobre la activacion de células
mononucleares periféricas también se produce en las células hepaticas, se activaron
suspensiones celulares hepdticas en presencia de Res y se determind la activacion celular
utilizando el marcador CD69.

Al igual que sucedié en periferia, la Res previno en un 65% la activacion de MF
provenientes de higado control (p= 0,012) (Figura 30 A,C). Lo mismo ocurrié para LT
hepaticos, en los que el efecto preventivo de Res sobre la activacion inducida por anti-CD3
fue en promedio de 15% en la subpoblacién CD4* (p= 0,019) y de 25% en la subpoblacién
CD8* (p=0,011) (Figura 30 B,D).
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Figura 30. Modulacién de la activacion de MF y LT hepaticos inducida por Res. Suspensiones celulares
hepaticas fueron activadas con PMA (10 ng/ml) o con anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la placa en presencia
o ausencia de Res (10 ng/ml) durante 24 h. A-B. Dot Plots representativos de la frecuencia de MF CD69" (A) y
LT CD69* (B) provenientes de un control para los distintos tratamientos. C-D. Frecuencia de MF (C) y LT (D)
que expresan CD69 provenientes de Co (n= 5). La comparacién se realizé mediante el test t pareado. Las
lineas unen los puntos correspondientes a la frecuencia en ausencia o presencia de Res para el mismo

individuo. * p < 0,05.
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2.3.  Estudio comparativo del efecto preventivo ejercido por Res sobre la activacion

temprana entre células mononucleares periféricas y hepaticas

Si bien se observd el efecto preventivo de Res sobre la activacion celular tanto en
CMSP como en células inmunoldgicas hepaticas, para evaluar si la magnitud de dicho efecto
fue similar, se compararon las frecuencias relativas de células CD69* entre el
compartimiento periférico y hepatico. La frecuencia relativa se obtuvo del cociente entre la
frecuencia de células CD69* activadas en presencia de Res y la frecuencia de células CD69*
activadas en ausencia de Res. No se observaron diferencias significativas en la frecuencia
relativa entre células hepaticas y periféricas, lo que indicaria que el efecto preventivo de
Res sobre la activacion de las células inmunolégicas es similar entre ambos

compartimientos (Figura 31).
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Figura 31. Analisis comparativo de la magnitud de la modulacion de la activacion celular inducida por Res
entre células inmunoldgicas periféricas y hepaticas. CMSP o suspensiones celulares hepaticas provenientes
de controles fueron activadas con PMA o con anti-CD3 (0,5 ug/ml) adherido a la placa en presencia o ausencia
de Res (10 ng/ml) durante 24 h. Se presenta la frecuencia relativa de Mo y MF hepéticos (A) o de LT periféricos
e intrahepaticos (B) que expresan CD69. La frecuencia relativa se obtuvo como el cociente entre la frecuencia
de células activadas en presencia de Res y la frecuencia de células activadas en su ausencia. La comparacion
entre células de ambos compartimientos se realizd mediante el test t de Student para cada poblacion celular.
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La inflamacion metabdlica se caracteriza por ser una inflamacion estéril de bajo grado,
cronica y persistente, a diferencia de la inflamacién aguda desarrollada en sepsis, en la que
una fuerte respuesta inmunoldgica es seguida por su resolucion. Si bien diversos factores
influyen en el desarrollo de la inflamacion metabdlica, la obesidad y el sindrome metabdlico
son patologias clave. En primer lugar, la acumulacion ectdpica de lipidos no es exclusiva de
tejidos metabdlicos, sino que también se ha observado en tejidos inmunolégicos como la
médula dsea y el timo, alterando el desarrollo y la diversidad leucocitaria®'3. Por otro lado,
los pardmetros asociados al sindrome metabdlico tienen funciones inmunomoduladoras,
por lo que el estado metabdlico del individuo tiene un impacto directo sobre la
funcionalidad de las células inmunoldgicas. Asi, por ejemplo el HDL tiene propiedades
antinflamatorias y otorga proteccién ante la inflamacién inducida por LPS, por lo que bajos
niveles de HDL favorecen la activacién celular?!. La insulina promueve la diferenciacién de
LT a un perfil Th22>, mientras que la absorcion excesiva de glucosa promueve una respuesta
hiperreactiva?!®. Las EHGNA son el resultado de la disfuncién metabdlica y, por lo tanto, son
consideradas como la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico. De hecho, en el
esfuerzo por integrar los conocimientos actuales en el grupo heterogéneo de pacientes
incluidos bajo el acrénimo de EHGNA, se ha sugerido el cambio a “enfermedades del higado
graso asociado a la disfuncion metabdlica” (MAFLD, del inglés metabolic (dysfunction)
associated fatty liver disease) como nueva nomenclatura que refleja mejor la
patogénesis?'’. Por consiguiente, se asume que la alteracidn de los pardmetros metabdlicos
asociada a las EHGNA genera cambios funcionales en las células inmunolégicas que
impactaran sobre la severidad de la patologia. Dada la importancia de las células
mononucleares en el desarrollo y progresion de las EHGNA, nos enfocamos en el papel de
Res sobre la regulacidn de diversos aspectos funcionales de estas células.

Gracias a la participacion de CAP-1 en la regulacién de la dindmica del citoesqueleto
de actina, su estudio se focalizé en su participacion en distintos tipos de cancer, en los que
CAP-1 estd sobreexpresada y favorece la proliferaciéon y migracién de células tumorales?'®-
220 Con el descubrimiento de CAP-1 como receptor de Res, su estudio se expandié a otros

tipos celulares. Dentro de las CMSP, la presencia de CAP-1 sélo fue estudiada en Mo'®2,
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Debido a que no se ha estudiado la expresiéon de CAP-1 en células linfoides, realizamos un
screening en distintas poblaciones celulares, demostrando por primera vez que la expresion
de CAP-1 en células de origen linfoide es mayor que la expresién presente en Mo. Estas
observaciones sugieren que las células linfoides, a pesar de ser menores productoras de
Res, son blancos potenciales.

Trabajos recientes han reportado una expresiéon de CAP-1 elevada en CMSP de
pacientes con cancer??!, enfermedad renal’?? y enfermedad coronaria??®. Nuestros
resultados demuestran por primera vez que la expresidn proteica de CAP-1 se encuentra
elevada en Mo y LT de pacientes con EHGNA. La expresion diferencial de CAP-1 entre LT de
pacientes con EHGNA y de controles también se refleja a nivel génico. De estos hallazgos
surge la posibilidad de que estas células respondan a Res de forma diferente segun
provengan de controles o de pacientes con EHGNA. Cabe destacar que, similar a lo
observado en periferia, MF y LT hepaticos presentaron una elevada expresion proteica de
CAP-1. Esto podria ser consecuencia del reclutamiento de las células periféricas al higado
en el contexto de las EHGNA. Sin embargo, dado que no es posible distinguir las células
hepaticas residentes de las reclutadas, no podemos descartar que también exista una
alteracion en la expresion de CAP-1 en las células hepaticas residentes de estos pacientes.

Los analisis de correlaciones con datos clinicos nos permiten detectar asociaciones
entre los parametros estudiados en las células mononucleares y diversos parametros
clinicos caracteristicos de las EHGNA. El IMC y la circunferencia de cintura son pardmetros
indicadores de obesidad, mientras que el NAS y el grado de fibrosis son indicadores del dafio
histolégico hepatico. La correlacidn positiva entre la expresién de CAP-1y los pardmetros
clinicos sugiere que el aumento en los niveles de CAP-1 en CMSP esta asociado con la
obesidad, el compromiso hepatico, y también con algunos factores que definen al sindrome
metabdlico como la glucemia y los niveles de triglicéridos. A su vez, el aumento de la
expresion proteica de CAP-1 en células inmunoldgicas mononucleares hepaticas se
asociaria con la severidad de las EHGNA.

Uno de los mecanismos por los que algunas moléculas regulan su accién es mediante

la modulacion de la expresion de su receptor. El incremento en la expresién proteica de
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CAP-1 inducida por Res en Mo y LT sugiere que es un mecanismo mediante el cual Res
aumentaria su accién. Si bien no fue probado en células provenientes de pacientes,
teniendo en cuenta que los niveles séricos y la expresidn hepatica de Res se encuentran
elevados en pacientes con EHGNAZ??#, éste podria ser un mecanismo que explique la alta
expresion de CAP-1 observada. Sin embargo, los mecanismos que regulan la expresion de
CAP-1 son desconocidos, por lo que no podemos descartar la influencia de otros factores
gue contribuyan con la elevada expresién observada en pacientes.

En linea con los estudios de CAP-1 como receptor de Res, diversos autores evaluaron
los efectos de Res sobre la respuesta inmunolégica de Mo y neutréfilos, dejando rezagados
a los estudios en células linfoides. Ademas, dado que la expresion de Res en los LT es menor
gue en Mo y neutrdfilos, no se le ha prestado suficiente atencién a la contribucién de los LT
al pool de Res en contextos patoldgicos. La alta expresiéon de Res observada en LT de
pacientes con EHGNA en asociacién con la severidad de la hepatopatia sugiere que los LT
contribuyen activamente al pool de Res en el contexto de las EHGNA. Mas aun, dada la
relevancia del infiltrado linfocitario hepatico en la patogénesis de las EHGNA43, es posible
qgue los LT contribuyan significativamente a los altos niveles hepaticos de Res observados
en estudios anteriores'®®224, Sin embargo, no se han estudiado los mecanismos inductores
de la expresidon de Res en LT. Se ha observado que Res induce su propia expresién en
CMSP?2> y, en concordancia, nuestros resultados demuestran que Res induce su propia
expresion en LT, aunque este mecanismo parece estar alterado en LT de pacientes con
EHGNA. En condiciones inflamatorias, factores como LPS y TNF-a inducen la expresién de

Res en Moy neutréfilost®3

que, al infiltrar al higado inflamado, contribuyen al aumento local
de Res. Asi, una posibilidad es que la expresion de Res en LT de pacientes sea inducida por
estos factores proinflamatorios, que se encuentran aumentados en el contexto de las
EHGNA.

Debido a que CAP-1 se encuentra asociada con la enzima adenilato ciclasa, la
activacion de esta enzima y la consecuente produccion de AMPc es una de las primeras

respuestas ante la activacion de CAP-1%°, En concordancia con esta evidencia, Res indujo la

produccién de AMPc en LT de controles. Llamativamente, no observamos cambios en la
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concentracion de AMPc en respuesta a Res en LT de pacientes con EHGNA, evidenciando
una alteracioén en su respuesta a Res. Esta respuesta deficiente, a pesar de la presencia de
altos niveles de CAP-1, sugiere una alteracién en la via de sefalizacion de Res asociada al
eje CAP-1/adenilato ciclasa/AMPc.

El AMPc es un segundo mensajero capaz de activar una serie de caminos de
sefializacion que desencadenan diferentes respuestas bioldgicas. En leucocitos, el AMPc es
un reconocido modulador negativo de la respuesta inmunoldgica a través de la induccién
de dos vias, la via de PKA y la via de la proteina de intercambio activada directamente por
AMPc (EPAC, por sus siglas en inglés exchange protein directly activated by cAMP)?%¢. Ambas
vias juegan un rol clave en el mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica y, por ende,
su regulacion es crucial para evitar una respuesta inmunolégica excesiva o deficiente.

En LT, la via AMPc/PKA actia como un potente inhibidor de la activacion celular al
interferir en la seializacién mediada por el TCR. Luego de la activacion del TCR, la PKA se
redistribuye y colocaliza con el complejo TCR/CD3. Alli, la forma activa de la PKA fosforila e
inhibe la actividad de proteinas intermediarias que promueven la sefalizacién del TCR,
modulando negativamente dicha sefializacién??’. La molécula CD69 es un receptor de
membrana cuya expresién es escasa en LT quiescentes, pero que es rapidamente inducida
luego de la activacion del complejo TCR/CD3, motivo por el cual es ampliamente usada
como marcador temprano de activacion??®, Nuestros resultados sugieren que Res estd
involucrada en la modulacidn negativa de la activacidon de LT mediante la induccién de la
produccién de AMPc y la consecuente interferencia de la via de sefializacién del complejo
TCR/CD3. Los resultados obtenidos con LT purificados indican que la Res actua directamente
sobre los LT, modulando la frecuencia de células activadas. Sin embargo, los cultivos de
CMSP mostraron que Res es capaz de modular no sdlo la frecuencia celular, sino también
de la cantidad de moléculas CD69 presentes en la superficie celular. Este hallazgo sugiere
que la presencia de otros tipos celulares influye en la regulacién de la activacién de LT
inducida por Res, intensificando su efecto. Otro resultado llamativo es que la regulacion de
la frecuencia de LT activados sdlo se observéd a dosis bajas de Res, coincidente con la

concentracion fisioldgica, perdiéndose a dosis altas. Por otro lado, la regulacién de la
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expresion de CD69 en el contexto de las CMSP no fue suprimida a altas dosis de Res.
Tomando estos datos en su conjunto, Res parece tener un efecto antinflamatorio directo
sobre LT a dosis fisioldgicas que desaparece a dosis altas, y un efecto influenciado por otros
tipos celulares que se mantiene en todas las dosis probadas. La concentracion fisiolégica de
Res en plasma es de 3-20 ng/ml?24229.230 ohservandose concentraciones de hasta 60 ng/ml
en liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoidea?3!. Varios trabajos han publicado
efectos inflamatorios de Res utilizando dosis suprafisioldgicas (100-3000 ng/ml), que no se
observan a concentraciones fisioldgicas'’422>232 | os primeros estudios estructurales de Res
revelaron que tiende a agregarse de manera dosis dependiente, formando oligémeros a
través de puentes disulfuro?33. In vitro, la Res se encuentra predominantemente en forma
de trimeros y oligdmeros. El aumento de la concentracién de Res favorece la formacion de
oligdmeros, que da lugar a un cambio conformacional en su estructura secundaria de la
forma alfa hélice a la forma lamina beta?34. La forma oligomérica de Res muestra un efecto
estimulatorio de la produccidn de citoquinas proinflamatorias?34. Por lo tanto, considerando
que la conformacién estructural y los efectos de Res pueden variar seglin su concentracion,
es imperioso elegir cuidadosamente la dosis a utilizar para aproximarse de forma mas
precisa a lo que sucede in vivo. Cabe destacar que CAP-1 interactia con el homotrimero de
Res'®?, y no hay bibliografia acerca de su interaccién con los oligdmeros. Esto abre la
posibilidad de que Res interactie con distintos receptores segin su grado de
oligomerizacién, determinado por su concentracion, induciendo diferentes tipos de
respuesta.

El efecto regulatorio negativo ejercido por Res sobre la activacidn de LT se mantuvo
incluso en estadios tardios de activacion, evidenciado por la modulacién del marcador
CD25. La molécula CD25 es la cadena a del receptor de IL-2 y su expresion es regulada a
nivel transcripcional por la sefalizacidon a través del TCR. La activacion del TCR induce la
expresion de IL-2 y de CD25, iniciando la segunda cascada de sefalizacidon que culminara
con la proliferacién celular?3®. La presencia de CD25 regula la magnitud de la proliferacion
de LT gracias a que aumenta 100 veces la afinidad del receptor de IL-2 por su ligando,

permitiendo la expansion clonal a bajas concentraciones de IL-223%. Demostramos que la
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regulacién negativa ejercida por Res sobre la activacion de LT es suficiente para modular
negativamente su proliferacion. La regulacion de la expansion clonal es clave para asegurar
una respuesta inmunoldgica eficiente y, simultdneamente, evitar la inmunopatologia. Estos
resultados demuestran por primera vez que la Res, a concentraciones fisioldgicas, es una
molécula regulatoria de la respuesta de LT.

Lee y col. demostraron que Res aumenta la concentracién intracelular de AMPc y
activa a la enzima PKA mediante la activacién de CAP-1 en Mo'®. En Mo y MF, el AMPc
regula funciones de gran relevancia como la fagocitosis, la produccién de citoquinas y la
reprogramacioén celular. La reprogramacién es un evento clave en la resolucién de la
inflamacién que consiste en el cambio fenotipico y funcional de MF con un perfil
inflamatorio a un perfil antinflamatorio. Este cambio estd acompafiado por la elevacion de
AMPc??’, Por lo tanto, la induccidn de la produccién de AMPc por Res podria ser responsable
de la modulacién negativa de la activacion celular observada en Mo.

Un evento importante en la progresiéon de las EHGNA es la activacién de los TLR en
Mo y MF. En este contexto, el TLR4 toma especial relevancia debido a la traslocacién de
endotoxinas como LPS desde el intestino?32. La activacion del TLR4 induce una cascada de
sefializacion que culmina con la activacion de NF-xB y la produccidon de citoquinas

233 Nuestros resultados muestran que Res

proinflamatorias, entre ellas IL-6 y TNF-a
disminuye la produccidn de IL-6 inducida por LPS. Este resultado coincide con lo observado
en un trabajo previo, en el que se propone que Res se une al TLR4 inhibiendo la produccién
de citoquinas inducida por LPS*®!. En linea con estas observaciones, otro trabajo mostré que
Res interactua con el mondmero de TLR4 generando un bloqueo estérico que impide la
unién del complejo LPS/MD?2 al TLR4, inhibiendo de esta forma el efecto inflamatorio del
LPS y protegiendo de un shock endotdxico. Segun los autores, la Res también inhibe la
produccién de citoquinas inflamatorias inducidas por LPS e induce la produccién de IL-10
mediante un mecanismo dependiente de STAT3 a través de TLR424°, En contraposicién con
el posible rol de TLR4 como receptor de Res, Lee y col. manifestaton que los efectos de Res

se deben exclusivamente a su uniéon a CAP-1, excluyendo posibles efectos a través de

TLR482, Por lo tanto, este punto alin permanece controversial. Sin embargo, considerando
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gue CAP-1 es una proteina citosélica y que no se conoce cdmo la Res ingresaria a la célula
para interactuar con ella, no descartamos la posibilidad de que su ingreso sea a través de
su unién con TLR4. Por otro lado, un bloqueo del TLR4 llevaria a la disminucién de la
produccién tanto de IL-6 como de TNF-a y, considerando que no observamos una
disminucion de la produccién de TNF-a, el efecto de Res en nuestro sistema pareceria estar
dado por la activacion de vias de sefalizacion que generan una modulacién negativa
selectiva sobre la producciéon de IL-6.

El control de las vias activadas por el TLR4 es critico, ya que su activacidon excesiva
puede llevar a desordenes inflamatorios crénicos. Las moléculas que regulan
negativamente la sefializacién activada por el TLR suelen ser inducidas por el ligando,
sirviendo como mecanismo de retroalimentacion negativa para mantener la homeostasis y
prevenir la activacion excesiva?*!. EIl AMPc es uno de los mediadores involucrados en esta
regulacidon negativa. El AMPc inhibe la produccidn de TNF-a.24272%5 e IL-62% inducida por LPS
e induce la produccidn de IL-10%44245 3 través de la activacion de la via de PKA. La activacion
de esta via inhibe la accidon de NF-kB de varias formas. Por un lado, evita la degradacién de
kB, inhibiendo su traslocacion al nucleo. Por otro lado, favorece la formacion de
homodimeros que actian como represores de la transcripcidn génica mediada por NF-
KkB2%4, Esta accidn regulatoria del AMPc es especifica para genes inflamatorios, y no afecta
la transcripcion de otros genes?*4. Por lo tanto, el aumento de AMPc y la activacion de la via
de PKA son posibles mecanismos que podrian estar involucrados en la regulacién negativa
de la respuesta inflamatoria inducida por Res.

Teniendo en cuenta que el microambiente hepatico es diferente al periférico y, por lo
tanto, que la respuesta de las células hepaticas puede variar respecto de lo observado en
periferia, evaluamos el efecto de Res sobre la activacion celular a nivel local.
Lamentablemente, no se realizaron los ensayos con muestras hepaticas de pacientes con
EHGNA debido a la dificultad de obtener la cantidad de células mononucleares necesarias
para realizar los cultivos. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de las muestras de
higado control nos aportan informacion sobre el efecto de Res en células provenientes de

un contexto hepatico fisioldgico. La modulacidon negativa de la activaciéon de MF y LT
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hepaticos inducida por Res, de magnitud comparable a la observada en Mo y LT periféricos,
le aporta relevancia clinica a nuestro estudio en la busqueda de potenciales marcadores de
EHGNA cuya deteccidn no sea invasiva.

Los pacientes con EHGNA presentan alteraciones en la distribucién y fenotipo de las
células inmunoldgicas circulantes. Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron
que la alteracién en la distribucion de la poblacién de LT se caracteriza por un aumento en
la frecuencia de células de memoria en detrimento de la poblacién de células virgenes, lo
que pone en evidencia la presencia de un proceso inflamatorio sistémico?4®. En la poblacién
de Mo, la alteracion se caracteriza por el aumento de la frecuencia de Mo CD16*
(intermedios y no cldsicos), en concomitancia con la disminucién de la subpoblacién de Mo
cldsicos?¥’. Nuestros resultados mostraron que LTy Mo de pacientes con EHGNA presentan
una activacidén exacerbada respecto a su contraparte en controles. Ademas, presentaron
una disminucién de la respuesta a Res, lo que llevd a una escasa induccién de la produccién
de AMPc y a una deficiencia en la regulacién negativa de la activacion celular. Una
inadecuada modulacién negativa de la activaciéon celular da lugar a un estado de
hiperactivacién que, en ultima instancia, genera dafio tisular. De hecho, la correlacién
positiva entre la disminucion del efecto inhibitorio de Res sobre la activacion celular y la
severidad de la hepatopatia sugiere que la falta de respuesta a Res en Mo y LT contribuye
con la progresion de las EHGNA. Como consecuencia de esta regulacién deficiente de Ia
activacion celular, los LT de pacientes con EHGNA presentaron una alta tasa de proliferacion
en presencia de Res. La expansion clonal excesiva en un contexto inflamatorio como el de
las EHGNA posiblemente de lugar a linfocitos efectores con un perfil inflamatorio, capaces
de contribuir con el mantenimiento de la inflamacién crénica.

En el caso de los Mo, la elevada produccién de citoquinas inflamatorias en respuesta
al LPS evidencia una hiperreactividad en las células de pacientes con EHGNA. La
hipersensibilidad al LPS en Mo y MF de pacientes con EHGNA fue descripta previamente.
Uno de estos estudios la atribuyd al aumento de la expresién de TLR4 y a la influencia de
algunos 4acidos grasos saturados?#®. La hiperreactividad de las células de Kupffer frente al

LPS también fue adjudicada al aumento de CD14 inducido por leptinaZ*.
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Como se menciond, en las EHGNA las endotoxinas llegan a la circulacién y al higado
como parte del mecanismo patolégico y agravan ain mas los efectos inflamatorios de una
respuesta ya exacerbada. Teniendo en cuenta que la IL-6 es una de las citoquinas
producidas durante este proceso, la incapacidad de Res de ejercer su efecto inhibitorio
sobre la produccion de IL-6 contribuiria con el estado inflamatorio. La hipersensibilidad al
LPS descripta anteriormente podria ser una de las causas por las que Res falla en regular
negativamente la produccién de IL-6 en Mo de pacientes con EHGNA. En LT, la IL-6

promueve la proliferacién celular®®, inhibe apoptosis de células activadas®>?

, Y posee un rol
critico en la regulacién del balance entre las células Th17 y las células T regulatorias.
Respecto a este ultimo punto, la IL-6 induce la diferenciacién de LT virgenes al perfil Th17,
mientras que inhibe la diferenciacién de células T regulatorias inducida por TGF-2°2. Por lo
tanto, sumada a la elevada proliferacién de LT de pacientes debida a la disminucién de la
respuesta a Res en estas células, la falta de inhibicién de la produccion de IL-6 en Mo
actuaria paracrinamente sobre los LT favoreciendo auiin mds su proliferacién y, a su vez, su
diferenciacién al perfil Th17. Las células Th17 estan presentes en alto nimero en higado y
sangre periférica de pacientes con EHGNA, y participan activamente en el desarrollo de
esteatosis e inflamacion?®3, y también en el proceso de fibrosis?>42>,

La migracién celular es un proceso de suma importancia inmunoldgica, ya que los
leucocitos deben estar en el momento y lugar adecuados para cumplir su funcién
correctamente. La presencia de quimioquinas induce la polarizacion celular formando un
lamelipodio en el borde celular, dependiente de la dinamica de actina. La sefializacion

256 cuya regulacién

ejercida por las quimioquinas activa a la cofilina en el lamelipodio
espacio-temporal es necesaria para asegurar el movimiento y la direccionalidad adecuados
durante la migraciéon celular?®’. CAP-1 secuestra mondmeros de actina y coopera
activamente con cofilina acelerando la despolimerizacién de los filamentos de actina
durante la migracion celular. La deplecion de CAP-1 en células de mamiferos lleva a una
formacion excesiva de filamentos de actina, posiblemente debida a la mayor disponibilidad

de mondédmeros de actina, y a la alteracion en la localizacién y activacion de cofilina®8,

demostrando la importancia de CAP-1 en el proceso de migracion celular. Se ha demostrado
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gue Res tiene propiedades quimioatractantes sobre Mo, dependiente de la capacidad de
CAP-1 de unirse a la actina, pero independiente de su capacidad de unidén a la enzima
adenilato ciclasa'®. Nuestros resultados muestran que Res induce la migracion de LT
actuando como quimioquina, en concordancia con un estudio previo?>°. Los LT de pacientes
con EHGNA respondieron normalmente a Res, migrando de forma comparable con los LT
de controles. Por lo tanto, la alteracidon en la respuesta a Res observada en células de
pacientes con EHGNA parece no afectar la regulacidon de la dindmica de actina. Este hallazgo
deja en evidencia la presencia de al menos dos vias de sefializacidn a través de las cuales
Res ejerceria su accién. Por un lado, una via que regula la migracidn celular y que no se
encuentra afectada en el contexto de las EHGNA vy, por otro lado, una via que regula la
activacion y proliferacion celular mediante la modulacién de la sefializaciéon a través del TCR
y el eje adenilato ciclasa/AMPc, y que se encuentra alterada en las EHGNA. Estos resultados
coinciden con la independencia entre la propiedad quimioatractante de Res y el eje CAP-
1/adenilato ciclasa demostrada previamente en Mo*®2. Dicha independencia entre ambas
vias también explicaria que la presencia de Res durante la activacion de LT previa al ensayo
de migracidn no haya afectado su capacidad migratoria.

La endocitosis es un proceso a través del cual las células toman nutrientes,
internalizan receptores y regulan la sefializacion celular. Este proceso esta estrechamente
vinculado con la dinamica de actina. Dada la asociacién de CAP-1 con este proceso,
evaluamos la influencia de Res sobre la endocitosis de particulas de latex. La Res indujo la
incorporacion de las particulas en Mo de controles, pero no en Mo de EHGNA. Esta escasa
incorporacion de particulas en Mo de pacientes no se debe a una alteracién en el
mecanismo de endocitosis, ya que tanto la internalizacion basal de las particulas como la
inducida por LPS fueron comparables con las observadas en controles. Se reportd que Res
induce la endocitosis del receptor de LDL en hepatocitos mediante la induccién de la
proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9, por sus siglas en inglés proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9)?¢°. Esta proteina se une al receptor de LDL e induce su
degradacion luego de ser endocitado. Llamativamente, el dominio rico en cisteinas de la

proteina PCSK9 es estructuralmente homdlogo al dominio C-terminal de Res a través del
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cual se une a CAP-1, indicando que podrian compartir el mismo receptor?®l,
Posteriormente, se reportd que la proteina PCSK9 se une a CAP-1 e induce la endocitosis
del receptor de LDL mediada por caveolina 1, via endocitica que lleva a su degradacién?2,
Por lo tanto, es posible que Res induzca la endocitosis de las particulas de latex a través de
su unidén a CAP-1. Estas observaciones abren un nuevo panorama sobre el papel de Res en
la regulacién de la sefializacidn a través de este mecanismo.

Dada la elevada expresién de Res y de CAP-1 en células de pacientes con EHGNA, se
esperaria que el impacto de Res sobre estas células fuera mayor que en las células de
controles. Al contrario, observamos una disminucién en la respuesta a Res en las células de
pacientes con EHGNA debida, posiblemente, a una alteracidn en la via de sefalizacién de
CAP-1, especialmente aquella asociada a la enzima adenilato ciclasa/AMPc. La disminucidn
en la respuesta a Res dio lugar a una ineficiente regulacion negativa de la activacién celular,
la proliferacién, y la produccién de citoquinas inflamatorias que, sumada a la
hiperreactividad celular preexistente en el contexto de las EHGNA, determinaria un nivel de
activacion aun mayor y, a su vez, favoreceria el estado de hiperreactividad celular,

perpetuaria la inflamacién y contribuiria con la progresién de las EHGNA.
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El estrés oxidativo tiene un papel central en el desarrollo y progresién de las EHGNA.
La acumulacién excesiva de lipidos en el higado causa estrés del metabolismo hepatico, la
sobreproduccién de oxidantes y la acumulacién de dafio oxidativo en biomoléculas. Como
consecuencia, se produce la activacion de vias inflamatorias en células inmunoldgicas.

En el presente capitulo se exhibiran los resultados obtenidos respecto del estado
oxidativo que presentan las células mononucleares periféricas y hepaticas de pacientes con
EHGNA. También se mostrardn los efectos moduladores que ejerce Res sobre
caracteristicas asociadas a la homeostasis redox en células mononucleares, en relacién con

el contexto fisiopatoldgico del cual estas células provienen.

1. Células mononucleares de sangre periférica: Moy LT

1.1.  Estado oxidativo basal en CMSP de pacientes con EHGNA

Con el fin de estudiar el estado oxidativo que presentan las CMSP provenientes de
pacientes con EHGNA, se evalué el contenido de oxidantes y las defensas antioxidantes

enzimaticas y no enzimaticas.

1.1.1. Contenido de oxidantes

Para detectar el nivel de oxidantes presente en las células, se utilizé la sonda DCFH-
DA que, al ser oxidada, origina un derivado cuya fluorescencia puede ser cuantificada por
citometria de flujo. Mo y LT de pacientes con EHGNA presentaron mayores niveles de
oxidantes en comparacidon con las respectivas poblaciones celulares provenientes de

controles (Mo: p=0,024; LT CD4*: p= 0,006; LT CD8*: p=0,039) (Figura 32 A-B).
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Figura 32. Contenido de oxidantes en CMSP. A. Contenido de oxidantes en Mo y LT de controles (n=10) y de
pacientes con EHGNA (Mo: n= 8; LT: n=9). Los datos se presentan relativizados al FMO. La comparacién se
realizé mediante el test t de Student. Las barras representan la media + SEM. B. Histogramas representativos
de la fluorescencia emitida por el FMO (celeste) y por el DCF en Co (verde) y EHGNA (rojo) para Mo (izquierda)
y LT (derecha). * p < 0,05.

1.1.2. Contenido de glutatién reducido (GSH)

Dado que el sistema GSH-GSSG es el principal mecanismo de defensa antioxidante no
enzimatica capaz de mantener la homeostasis redox intracelular, se determind el contenido
de GSH en CMSP de pacientes con EHGNA. Para ello se utilizé la sonda MCB, que forma
aductos fluorescentes con el GSH cuantificables mediante citometria de flujo. Como se
esperaba, el contenido de GSH resulté ser menor en Mo y LT procedentes de pacientes con
EHGNA respecto de su contraparte en controles (Mo: p= 0,002; LT CD4*: p=0,012; LT CD8*:
p=0,029) (Figura 33 A-B).
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Figura 33. Contenido de GSH en CMSP. A. Contenido de glutatién reducido (GSH) en Mo y LT de controles (n=
10) y de pacientes con EHGNA (n= 5). Los datos se presentan relativizados al FMO. La comparacion entre
ambos grupos se realizd mediante el test t de Student (Mo) o el test de Mann-Whitney (LT). Las barras
representan la media + SEM. B. Histogramas representativos de la fluorescencia emitida por el FMO (celeste)
y por el MCB-GSH en Co (verde) y EHGNA (rojo) para Mo (izquierda) y LT (derecha). * p < 0,05; ** p < 0,01.

1.1.3. Actividad enzimatica antioxidante

Dentro de las defensas antioxidantes de tipo enzimaticas, se cuantificé la actividad de
las principales enzimas encargadas de la neutralizacion de radicales libres mediante el
método espectrofotométrico. Estas enzimas fueron la superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GRd).

Las CMSP de pacientes con EHGNA presentaron menor actividad SOD (p= 0,034)
(Figura 34 A) y GRd (p=0,020) (Figura 34 D) que las células de controles. Por el contrario, la
actividad GPx se encontré aumentada en CMSP de pacientes (p= 0,034) (Figura 34 C). No se

encontraron diferencias en la actividad CAT entre ambos grupos (Figura 34 B).
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Figura 34. Actividad enzimatica antioxidante en CMSP. Se estudié la actividad superdxido dismutasa (SOD)
(A), catalasa (CAT) (B), glutatidn peroxidasa (GPx) (c) y glutatidn reductasa (GRd) (D) en CMSP de controles
(SOD: n=7; CAT: n=11; GPx: n=12; GRd: n= 10) y de pacientes con EHGNA (SOD: n= 10; CAT: n=13; GPx: n=
12; GRd: n=12). La comparacion entre ambos grupos experimentales se realizé mediante el test t de Student.
Las barras representan la media £ SEM. * p < 0,05.

Para estudiar si existe una asociacidon entre los factores asociados a la homeostasis
redox evaluados y parametros antropométricos e histoldogicos de relevancia clinica, se
realizaron correlaciones con el IMC, la circunferencia de cintura, el NAS y el grado de
fibrosis. Los niveles de oxidantes en LT de pacientes con EHGNA correlacionaron
positivamente con ambos parametros antropométricos y con el NAS (Tabla 10). Por lo tanto,
el alto contenido de oxidantes observado en LT de pacientes con EHGNA estaria asociado
con el grado de obesidad, la obesidad central y con el compromiso hepatico.

Respecto a las enzimas antioxidantes, la actividad GPx correlaciond positivamente con
el IMC, mientras que la actividad GRd correlacioné negativamente con dicho pardmetro
antropomeétrico. A su vez, se observd una correlacidn negativa entre el NAS y las actividades
SOD y GRd (Tabla 10). Estos analisis indican que la elevada actividad GPx y la baja actividad

SOD observadas en CMSP de pacientes estarian asociadas al grado de obesidad y al
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compromiso hepatico, respectivamente, mientras que la reducida actividad GRd observada

se asociaria con ambos factores.

Tabla 10. Correlaciones entre parametros de relevancia clinica y parametros asociados a la homeostasis redox en CMSP.

Parametro en Poblacion , .
estudio celular Parametro clinico
IMC Circunferencia NAS Fibrosis
de cintura
r p r p r p r p
Mo 0,300 ns 0,345 ns 0,131 ns 0,393 ns
Contenido de LT CD4* 0,886 0,033 0,867 0,012 0,733 0,003 0,300 ns
oxidantes

LT CD8* 0,943 0,017 0,868 0,011 0,619 0,032 0,174 ns
Actividad SOD CMSP -0,133 ns -0,072 ns -0,623 0,026 -0,380 ns
Actividad CAT CMSP 0,576 ns 0,594 ns 0,334 ns 0,179 ns
Actividad GPx CMSP 0,612 0,046 0,336 ns 0,301 ns 0,232 ns
Actividad GRd CMSP -0,786 0,028 -0,386 ns -0,501 0,042 -0,393 ns

La tabla muestra el coeficiente de Spearman (r) y el valor p para cada correlacién realizada entre parametros antropométricos
e histoldgicos de relevancia clinica y los parametros asociados a la homeostasis redox estudiados en condicién basal. Las
correlaciones se llevaron a cabo mediante el test de Spearman. Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos. ns: no

significativo; IMC: indice de masa corporal; NAS: NAFLD Activity Score.

1.2. Influencia de Res sobre parametros asociados a la homeostasis redox

1.2.1. Modulacién de los niveles de oxidantes por Res

Con el fin de estudiar si Res esta involucrada en la modulacién del contenido intracelular de
oxidantes, se cultivaron CMSP en presencia o ausencia de Res durante 24 h y se cuantificaron los
niveles de oxidantes mediante citometria de flujo. En controles, la Res indujo una disminucién
promedio del 33%, 35% y 37% en el contenido de oxidantes en Mo (p= 0,003), LT CD4* (p=
0,003), y LT CD8* (p=0,002), respectivamente. En contraposicidn, no se observaron cambios
inducidos por Res en el contenido de oxidantes en ninguna de las tres subpoblaciones

celulares procedentes de pacientes con EHGNA (Figura 35 A-C).
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Figura 35. Modulaciéon del contenido intracelular de oxidantes inducida por Res. CMSP fueron cultivadas en
presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 24 h. A. Contenido relativo de oxidantes en Mo y LT de
controles (Mo: n=9; LT: n= 11) y de pacientes con EHGNA (Mo: n= 10; LT: n= 11). Los datos se presentan
relativizados al contenido de oxidantes en ausencia de Res. La comparacion se realizd mediante el test t
pareado. Las lineas unen los puntos correspondientes al contenido de oxidantes en ausencia (-) o presencia
(+) de Res para el mismo individuo. B. Histogramas representativos de la fluorescencia emitida por el DCF en
ausencia (azul) y presencia de Res (naranja) en un control (izquierda) y en un paciente con EHGNA (derecha).
** p <0,01; ns: no significativo.

Teniendo en cuenta que Res fue capaz de modular los niveles de oxidantes en las
células provenientes de individuos del grupo control, especulamos que Res también podria
ser capaz de regular el estallido respiratorio. Para corroborarlo, se indujo la produccion de
oxidantes con un inductor conocido, el PMA, y tres dcidos grasos cuyos niveles séricos se
encuentran alterados en pacientes con EHGNA y que son, por lo tanto, de importancia en

estas patologias. Uno de estos acidos grasos es el acido palmitico (AP), un acido graso
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saturado de cadena larga. Los dos restantes, el acido oleico (AO) y el acido linoleico (AL),
son acidos grasos insaturados de la serie omega 9 y omega 6, respectivamente.

La Res previno la produccién de oxidantes inducida por PMA en Mo y LT de controles
(Mo: p=0,001; LT CD4*: p= 0,0005; LT CD8*: p= 0,001) y de pacientes con EHGNA (Mo: p=
0,031; LT CD4*: p=0,016; LT CD8*: p= 0,016) (Figura 36). En este caso, el efecto ejercido por
Res sobre la induccién del estallido respiratorio fue similar entre las células de ambos
grupos experimentales.

Por otro lado, la Res previno el estallido respiratorio inducido por el AP en células de
controles (Mo: p=0,001; LT CD4*: p= 0,0005; LT CD8*: p= 0,001), mientras que en células de
pacientes con EHGNA no se observé dicha modulacion sobre la produccidon de oxidantes
(Figura 37 A). Cuando el estallido respiratorio fue inducido por AO o AL, no se observo el

efecto modulador de Res en ninguno de los dos grupos experimentales (Figura 37 B-C).
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Figura 36. Efecto modulador de Res sobre el estallido respiratorio inducido por PMA. Se indujo el estallido
respiratorio en CMSP con PMA en presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 1 h. Se muestra la
produccion de oxidantes en Mo y LT de controles (Mo: n=11; LT: n= 12) y de pacientes con EHGNA (Mo: n=
6; LT: n= 8). Los datos se presentan relativizados al contenido de oxidantes en ausencia de estimulo. La
comparacion se realizé mediante el test de Wilcoxon. Las barras representan la media = SEM. * p < 0,05;
*** p <0,001.
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Figura 37. Efecto modulador de Res sobre el estallido respiratorio inducido por acidos grasos. Se indujo el
estallido respiratorio en CMSP con acido palmitico (AP) (A), acido oleico (AO) (B) o acido linoleico (AL) (C) en
presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 30 min (AL) o 60 min (AP y AO). Se muestra la produccion de
oxidantes en Mo y LT de controles (n= 14) y de pacientes con EHGNA (n= 8). Los datos se presentan
relativizados al contenido de oxidantes en ausencia de estimulo. La comparacién se realizé mediante el test
de Wilcoxon. Las barras representan la media + SEM. *** p < 0,001; ns: no significativo.
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1.2.2. Modulacién de los niveles de GSH por Res

Como se menciond anteriormente, el sistema GSH-GSSG es uno de los principales
mecanismos regulatorios del contenido intracelular de oxidantes, motivo por el cual se
estudio si la disminucion de los niveles de oxidantes inducida por Res se presentaba en
asociaciéon con la accion antioxidante de este sistema. Para esclarecerlo, se cuantificé el
contenido de GSH en presencia o ausencia de Res. La presencia de Res indujo una
disminucion promedio del 7% en el contenido de GSH en Mo de controles (p=0,031) y del
18% en Mo de pacientes con EHGNA (p= 0,004). De manera similar, en LT de controles se
observd una disminucidn promedio del 9% en el contenido de GSH (CD4*: p= 0,003; CD8":
p= 0,003), mientras que LT provenientes de pacientes con EHGNA presentaron una
disminucion promedio del 23% en su contenido (CD4*: p= 0,007; CD8*: p= 0,005) (Figura 38
A-B). La disminucién del contenido de GSH fue significativamente mayor en Mo y LT de
pacientes con EHGNA, respecto de su contraparte en controles (Mo: p= 0,037; LT CD4*: p=
0,034; LT CD8*: p=0,031) (Figura 38 C).
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Figura 38. Modulacién de los niveles intracelulares de GSH inducida por Res. CMSP fueron cultivadas en
presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 24 h. A-C. Contenido relativo de GSH en Mo y LT de controles
(Co, n= 8) y de pacientes con EHGNA (n= 6). Los datos se presentan relativizados al contenido de GSH en
ausencia de Res. A. La comparacién se realiz6 mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos
correspondientes al contenido de GSH en ausencia (-) o presencia (+) de Res para el mismo individuo. B.
Histogramas representativos de la fluorescencia emitida por el MCB-GSH en ausencia (azul) y presencia de
Res (naranja) en un control (izquierda) y en un paciente con EHGNA (derecha). C. La comparacién entre el
grupo control y el de EHGNA se realizd mediante el test t de Student. Se presenta la media £ SEM. * p < 0,05;

1.2.3. Modulacién de la actividad enzimatica antioxidante por Res

Otros mecanismos de gran relevancia en la regulacion del contenido intracelular de
oxidantes son aquellos que involucran a las enzimas antioxidantes. Para evaluar la
implicancia de estas enzimas en la modulacién del contenido de oxidantes mediado por Res,
se cultivaron CMSP en presencia o ausencia de Res y se determind la actividad de las
principales enzimas antioxidantes. En células provenientes de individuos control, Res indujo
un aumento de la actividad CAT (p= 0,003) y GRd (p= 0,011), y una disminucidon de la
actividad SOD (p= 0,016). Contrariamente, en CMSP de pacientes con EHGNA no se

observaron cambios en las actividades enzimaticas inducidos por Res (Figura 39).
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Figura 39. Modulacidon de la actividad de enzimas antioxidantes inducida por Res. CMSP fueron cultivadas en
presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 24 h. Se cuantificé la actividad superdxido dismutasa (SOD)
(A), catalasa (CAT) (B), glutation peroxidasa (GPx) (C) y glutatidn reductasa (GRd) (D) en CMSP de controles
(SOD: n=7; CAT: n=8; GPx: n=10; GRd: n=9) y de pacientes con EHGNA (SOD: n=5; CAT: n=7; GPx: n= 8; GRd:
n= 8). La comparacion se realiz6 mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos correspondientes a la
actividad enzimatica en ausencia (Basal) o presencia de Res para el mismo individuo. * p < 0,05; ** p < 0,01;
ns: no significativo.

Nuevamente, se realizaron correlaciones con el fin de investigar posibles asociaciones
entre el compromiso hepatico de los individuos incluidos en el estudio y la capacidad de las
CMSP de responder a Res. Como se explicd en el capitulo anterior, las correlaciones se
llevaron a cabo utilizando los indices que nos permiten comparar la magnitud del efecto
ejercido por Res. El contenido relativo de oxidantes correlaciond positivamente con el NAS
y el grado de fibrosis en las tres poblaciones celulares, y también con el IMC en el caso de
los LT (Tabla 11). Estos resultados indican que la capacidad de Res de modular
negativamente los niveles de oxidantes disminuye en asociacién con la severidad de la

hepatopatia, el grado de fibrosis, y también con el grado de obesidad en el caso de los LT.
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Por otro lado, se encontraron correlaciones negativas entre el contenido relativo de

GSH y el NAS. Asimismo, los indices calculados para las actividades CAT y GRd

correlacionaron negativamente con ambos pardmetros histolégicos (Tabla 11). Por lo tanto,

la disminucion en el contenido de GSH es mayor cuanto mas severa es la hepatopatia. En

cambio, el aumento de las actividades CAT y GRd inducido por Res se reduce cuanto mayor

es el compromiso hepatico.

Tabla 11. Correlaciones entre pardmetros de relevancia clinica y la magnitud del efecto modulador que ejerce Res sobre

los parametros asociados a la homeostasis redox.

Poblacion
celular
IMmct)
r p
0,200 ns
Contenido Mo
relativo de LT CD4* 0,857 0,024
oxidantes \T CD8* 0,786 0,048
Mo - -
Contenido . ) i
relativo de GSH LT CD4
LT CD8* - -
Actividad SOD CMSP 0,200 ns
Actividad CAT CMSP 0,005 ns
Actividad GPx CMSP -0,559 ns
Actividad GRd CMSP 0,519 ns

Parametro clinico

Circunferencia NAS Fibrosis(*
de cintura®

r p r p r p
0,441 ns 0,636 0,024 0,677 0,019
0,415 ns 0,652 0,020 0,669 0,011
0,488 ns 0,651 0,019 0,667 0,011

- - -0,224 ns - -

- - -0,656 0,025 - -

- - -0,656 0,025 - -
0,302 ns 0,453 ns 0,478 ns
0,257 ns -0,703 0,014 -0,768 0,008
-0,459 ns 0,118 ns 0,118 ns
0,739 ns -0,584 0,040 -0,624 0,034

La tabla muestra el coeficiente de Spearman (r) y

el valor p para cada correlacidon realizada entre los pardmetros
antropométricos e histoldgicos de relevancia clinica y la magnitud del efecto modulador que ejerce Res sobre los parametros
asociados a la homeostasis redox estudiados. Las correlaciones se llevaron a cabo mediante el test de Spearman. Valores de

p < 0,05 fueron considerados significativos. ns: no significativo; IMC: indice de masa corporal; NAS: NAFLD Activity Score.
) En algunos casos, no disponiamos de los datos clinicos suficientes para realizar las correlaciones.
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2. Células inmunoldgicas hepaticas: MFy LT

La sobreproduccion de ERO es uno de los factores de mayor importancia en el
desarrollo y progresién de las EHGNA. Las células inmunoldgicas hepaticas, principalmente
las células de Kupffer y los macréfagos infiltrantes, se encuentran involucradas en estos
procesos. Una vez expuestas a estimulos dafiinos, estas las células responden no sélo
mediante la activacion de vias inflamatorias, sino también mediante la produccién de
oxidantes y la transcripcidn de enzimas involucradas en el equilibrio redox.

Como se mencioné anteriormente, la busqueda de correlaciones entre las respuestas
de células periféricas y hepaticas resulta de gran interés clinico debido al beneficio de contar
con parametros de facil medicidn que permitan revelar de manera indirecta y simple lo que

sucede en el higado.

2.1. Contenido basal de oxidantes

Similar a lo observado en periferia, MF y LT hepaticos de pacientes con EHGNA
mostraron un elevado contenido de oxidantes respecto a su contraparte en controles (MF:
p=0,025; LT CD4*: p=0,036; LT CD8*: p= 0,041) (Figura 40 A-B).

El contenido de oxidantes en LT hepaticos correlaciond positivamente con el NAS y
con el grado de fibrosis (Tabla 12), indicando que los niveles de oxidantes aumentan en

asociacién con la severidad de la hepatopatia.
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Figura 40. Contenido intracelular de oxidantes en células inmunolégicas hepaticas. A. Contenido de
oxidantes en MF y LT hepaticos de controles (n= 6) y de pacientes con EHGNA (MF: n= 3; LT: n=4). Los datos
se presentan relativizados al control negativo en ausencia de sonda (FMO). La comparacién se realizé
mediante el test t de Student. Las barras representan la media + SEM. B. Histogramas representativos de la
fluorescencia emitida por el FMO (celeste) y por el DCF en Co (verde) y EHGNA (rojo) en MF (izquierda) y LT
(derecha). * p < 0,05.

Tabla 12. Correlaciones entre parametros histolégicos y el contenido de oxidantes en LT hepaticos.

Parametro en estudio

Poblacién celular Parametro clinico
NAS Fibrosis
r p r p
MF 0,541 ns 0,252 ns
Contenido de LT CD4* 0,836 0,004 0,853 0,009
oxidantes
LT cD8* 0,706 0,028 0,822 0,024

La tabla muestra el coeficiente de Spearman (r) y el valor p para cada correlacion realizada entre los
parametros histoldgicos y los niveles de oxidantes presentes en MF (n=9) y LT (n= 10) hepaticos provenientes
de controles y pacientes con EHGNA. Las correlaciones se llevaron a cabo mediante el test de Spearman.
Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos. ns: no significativo; NAS: NAFLD Activity Score.
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2.2. Modulacion del contenido de oxidantes por Res

Con el fin de investigar si el efecto modulador que ejerce Res sobre el contenido
intracelular de oxidantes en CMSP también ocurre a nivel local sobre células inmunoldgicas
hepaticas, se cultivaron suspensiones celulares hepdticas en presencia de Res y se
cuantificaron los niveles intracelulares de oxidantes presentes en dichas células.

En MF hepaticos de controles, la presencia de Res indujo una disminuciéon promedio
del 31% en el contenido de oxidantes (p= 0,009) (Figura 41 A-B). Lamentablemente, no
contamos con material suficiente para realizar este ensayo en muestras de pacientes.

En LT provenientes de higado control, la Res indujo una disminucién promedio del
23% y 29% en los niveles de oxidantes en las subpoblaciones CD4* (p= 0,035) y CD8* (p=
0,040), respectivamente. En LT hepaticos de pacientes con EHGNA, la Res no indujo

diferencias en el contenido de oxidantes (Figura 41 C-D).
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Figura 41. Modulacién del contenido de oxidantes inducido por Res en células inmunoldgicas hepaticas.
Suspensiones de células hepaticas fueron cultivadas en presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 24 h. A.
Contenido relativo de oxidantes en MF (n= 7) de controles. C. Contenido relativo de oxidantes en LT hepaticos
de controles (n= 7) y de pacientes con EHGNA (n= 5). Los datos se presentan relativizados al contenido de
oxidantes en ausencia de Res. La comparacion se realizé mediante el test t pareado. Las lineas unen los puntos
correspondientes al contenido de oxidantes en ausencia (-) o presencia (+) de Res para el mismo individuo. B,
D. Histogramas representativos de la fluorescencia emitida por el DCF en ausencia (azul) y presencia de Res

(naranja) en MF (B) o LT (D) de control. * p < 0,05; ** p < 0,01; ns: no significativo.

131



Capitulo II: Resultados

2.3. Modulacion del contenido de GSH por Res

Para estudiar si el contenido intracelular de GSH es modulado por Res en células
hepaticas como sucede en periferia, se realizaron cultivos con suspensiones celulares
hepaticas en presencia o ausencia de Res. Este ensayo sélo pudo ser realizado con muestras
hepaticas de controles debido a la carencia de muestra de pacientes.

La presencia de Res indujo una disminucién promedio de 18% en el contenido de GSH
en MF hepaticos (p= 0,022). No se observaron diferencias significativas en el contenido de

GSH de LT hepaticos en respuesta a Res (Figura 42).
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Figura 42. Modulacién del contenido de GSH inducido por Res en células inmunoldgicas hepaticas.
Suspensiones de células hepaticas fueron cultivadas en presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 24 h.
Se muestra el contenido relativo de GSH en MF (n= 6) y LT (n=5) hepaticos procedentes de controles. Los
datos se presentan relativizados a los niveles de GSH en ausencia de Res. La comparacidn se realizé6 mediante
el test t pareado. Las lineas unen los puntos correspondientes al contenido de GSH en ausencia (-) o presencia
(+) de Res para el mismo individuo. * p < 0,05; ns: no significativo.

2.4.  Estudio comparativo del efecto de Res sobre el contenido de oxidantes entre células

mononucleares periféricas y hepaticas

Para evaluar si la magnitud del efecto modulador que ejercié Res sobre el contenido
de oxidantes en células inmunoldgicas periféricas y hepaticas fue similar, se compardé el
contenido relativo de oxidantes entre las células de ambos compartimientos en respuesta
a la estimulacién con Res. No se observaron diferencias significativas en la magnitud del

efecto que ejercid Res sobre el contenido de oxidantes entre células hepaticas y periféricas
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de controles, indicando que las células mononucleares de ambos compartimientos

responden a Res de manera similar (Figura 43).
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Figura 43. Analisis comparativo de la magnitud de la modulacién del contenido de oxidantes inducida por
Res entre células inmunoldgicas periféricas y hepaticas. CMSP o suspensiones celulares hepaticas
provenientes de controles fueron incubadas en presencia o ausencia de Res (20 ng/ml) durante 24 h. Se
presenta el contenido relativo de oxidantes en Mo y MF (Mieloide) y en LT periféricos y hepaticos. El
contenido relativo se obtuvo como el cociente entre los niveles de oxidantes en presencia de Res y los niveles
en su ausencia. La comparacion estadistica entre células de ambos compartimientos se realizé utilizando el
test t de Student para cada poblacién celular.
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El estrés oxidativo se asocia con muchas patologias cronicas, especialmente aquellas
caracterizadas por la presencia de inflamacién crénica de bajo grado, como la obesidad, la
diabetes de tipo 2 y las EHGNA. El desbalance redox y el desarrollo de estrés oxidativo son
eventos clave durante la progresion de las EHGNA. Incluso se ha sugerido al estrés oxidativo
como el mecanismo que conecta las EHGNA con las enfermedades cardiovasculares?63,

El higado de pacientes con EHGNA presenta dafio oxidativo en proteinas?®4, lipidos y
ADN?%>2%¢ indicando la presencia de estrés oxidativo. Ademds, se han detectado altos
niveles séricos de metabolitos reactivos de oxigeno, un marcador de las ERO circulantes, en
correlacidn con la inflamacion hepéatica?®’. También se han observado altos niveles séricos
de malondialdehido?%®270y proteinas carboniladas?’?, ambos indicadores de dafio oxidativo
a biomoléculas. Respecto a las defensas antioxidantes, existen evidencias contrapuestas. Se
ha reportado alta actividad SOD, CAT y GPx en higado de pacientes con EHGNA?”%, asi como
niveles disminuidos de GSH y baja actividad SOD y CAT?%*. De forma similar, en suero de
pacientes con EHGNA fueron reportados bajos niveles de GSH y baja actividad SOD y GPx?%8,
como también altos niveles de GSH y elevada actividad SOD, GPx y GRd?°.

El desbalance redox tiene un gran impacto en la funcionalidad de las células
inmunoldgicas. A pesar de ello, el estado redox en estas células fue poco estudiado.
Demostramos que los niveles de oxidantes se encuentran elevados en células
mononucleares periféricas y hepaticas de pacientes con EHGNA. La correlaciéon positiva
entre los niveles de oxidantes en LT periféricos y hepaticos y la severidad de la hepatopatia
sugiere que el desbalance redox en LT esta asociado con la progresion de las EHGNA. Los
niveles de oxidantes aumentan debido a la sobreproduccién patoldgica de oxidantes y/o a
la disminucién de la capacidad antioxidante que impide su correcta eliminacién. En este
sentido, las CMSP de pacientes con EHGNA mostraron un perfil alterado de la actividad de
enzimas antioxidantes. Lamentablemente, la cantidad de células necesarias para medir la
actividad de las enzimas antioxidantes no nos permitié evaluarlo en Mo y LT purificados. Sin
embargo, el uso de CMSP permite obtener una estimacién del estado general en estas

células.
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La SOD es la primera linea de defensa contra los radicales libres. El déficit de SOD se
ha asociado con diversas patologias, tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes,
enfermedades neurodegenerativas, y cancer3!. En este trabajo demostramos que CMSP de
pacientes con EHGNA presentan una actividad SOD disminuida en comparacidn con células
de controles, en oposicion a lo reportado previamente en CMSP de pacientes obesos?’2. La
baja actividad SOD observada favoreceria la acumulacién del anién superdxido en estas
células. El anion superdxido puede oxidar los grupos sulfuro-hierro de algunas enzimas, lo
que resulta en su degradacién y en la pérdida de la actividad enzimatica?’3. Ademas, el anién
superodxido puede reaccionar con el oxido nitrico y generar peroxinitrito (ONOO"), cuya
descomposicién resulta en la formacidn de especies muy reactivas, tales como los radicales
OH*, NO;* y COs°?74. Dado que la SOD es la Unica enzima capaz de remover el anién
superodxido y prevenir asi la formacién de ONOQO;, la pérdida de actividad SOD se asocia con
el dafio oxidativo a macromoléculas.

En concordancia con los altos niveles de oxidantes, Mo y LT de pacientes con EHGNA
presentaron bajos niveles de GSH. El GSH es el antioxidante hidrofilico mas abundante y
posee un importante rol en la proteccién de la célula frente a las ERO. Las especies
radicalarias son eliminadas a través de la reduccién no enzimatica con el GSH, mientras que
la remocién de los hidroperdxidos requiere la reaccién enzimatica mediada por GPx?”>.
Teniendo en cuenta la baja actividad SOD observada en pacientes, es posible que la
presencia de un alto contenido de especies radicalarias favorezca la disminucién del
contenido de GSH mediante su oxidacién no enzimatica. A su vez, la alta actividad GPx
favoreceria la eliminacion de peréxidos mediante la oxidacién del GSH y contribuiria con su
disminucion. La alta actividad GPx posiblemente sea el resultado de una respuesta
adaptativa a la acumulacién de oxidantes, como un intento de mantener la homeostasis
redox, aunque resulta insuficiente para mantener los niveles de oxidantes adecuados.
Teniendo en cuenta que la GRd es la enzima encargada de reducir el GSSG, la baja actividad
GRd observada en CMSP de pacientes con EHGNA llevaria a una renovacion insuficiente del
pool de GSH. Por lo tanto, la excesiva oxidacién del GSH como consecuencia del alto

contenido de oxidantes y de la elevada actividad GPx sumada a la escasa renovacioén del
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pool de GSH debida a la baja actividad GRd, resultaria en la disminucion de la capacidad
antioxidante de la célula que, a su vez, favoreceria la acumulacién de oxidantes.

Demostramos por primera vez que Res modula negativamente el contenido de
oxidantes en Mo y LT provenientes de individuos control. Dicha disminucidn se debe, al
menos en parte, al aumento de la actividad CAT inducida por Res y a la oxidacién del GSH,
que favorecen la eliminacion de perdxido de hidrégeno y de especies radicalarias,
respectivamente. Adicionalmente, la induccion de la actividad GRd por Res favoreceria la
renovacion del pool de GSH, contribuyendo con la homeostasis redox. La disminucidn de la
actividad SOD en presencia de Res podria ser consecuencia de la disminuciéon en el
contenido de oxidantes. El efecto regulatorio de Res sobre las ERO fue demostrado
previamente en células neuronales, a las que Res protege de la citotoxicidad inducida por
el estrés oxidativo y la disfuncidon mitocondrial?’®. Por otro lado, se ha reportado que Res
induce la produccién de ERO en células endoteliales?’”?’8, Estas evidencias contrapuestas
dejan de manifiesto que los efectos ejercidos por Res varian segun el tipo celular en estudio.

Cabe destacar que la fosforilacion oxidativa es regulada por el AMPc mitocondrial. La
activacion del eje adenilato ciclasa mitocondrial/ PKA aumenta la actividad y la eficiencia de
la fosforilacion oxidativa, limitando la produccién de ERO. Ademas, la activacién de los
caminos de sefializacién del AMPc extra-mitocondrial induce genes mitocondriales e
impacta en la funcionalidad mitocondrial®’°. Por lo tanto, el aumento de los niveles de AMPc
inducido por Res también podria contribuir con la disminucién del contenido de oxidantes
observada.

En MF y LT hepaticos de controles, Res indujo una disminucién en el contenido de
oxidantes de magnitud comparable con la inducida en periferia. A su vez, la disminucién del
contenido de GSH en presencia de Res sélo se observé en MF hepaticos. Debido a que la
disminucion del GSH en células de controles es pequeia, el bajo nUmero de muestras
hepaticas analizadas pudo no haber sido suficiente para evidenciar la disminucién del GSH
en LT hepaticos. Es posible que, al igual que en periferia, la disminucion del contenido de
oxidantes se relacione con la modulacién de la actividad de enzimas antioxidantes, las

cuales no fueron evaluadas en el contexto hepatico.
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En las células de pacientes con EHGNA, la disminucidn de la respuesta a Res se tradujo
en la falta de induccién de la actividad CAT y GRd acompafiada por un marcado descenso
en los niveles de GSH. Como resultado, la eliminacidn incompleta de oxidantes daria lugar
a su acumulacion. Estas alteraciones, junto con el alto contenido basal de oxidantes,
contribuirian con el marcado descenso de los niveles de GSH observado. La correlacion
positiva entre la actividad histoldgica hepatica y la disminucion de la capacidad regulatoria
de Res sobre los niveles de oxidantes y de GSH, y sobre las actividades CAT y GRd sugiere
que la alteracion en la respuesta a Res en CMSP estd asociada con la progresion de las
EHGNA. En LT hepaticos de pacientes con EHGNA, al igual que en periferia, no se observé
la modulacién de los niveles de oxidantes en respuesta a Res. En su conjunto, estos
resultados indican que los LT hepaticos responden a Res de forma similar a los LT
periféricos, incluso en células de pacientes, en las que la alteracién en la respuesta a Res se
manifiesta de forma similar en ambos compartimientos.

El adecuado funcionamiento del sistema inmunoldgico estd intimamente asociado
con el estado energético general y, en particular, con la disponibilidad de nutrientes como
los acidos grasos. El AP (C16:0), AO (C18:1 »-9) y AL (C18:2 ®-6) son los acidos grasos mas
abundantes en el suero humano y sus niveles se encuentran aumentados en pacientes con
EHGNA?3, Como se ha mencionado anteriormente, la ingesta crénica de una dieta rica en
acidos grasos resulta en una elevada tasa de oxidacidn de estas moléculas que lleva a la
sobreproduccion de ERO. Tanto el AP como el AL disminuyen el potencial de membrana
mitocondrial, induciendo una sobreproduccién de ERO sostenida en el tiempo que
finalmente genera la disrupcion de la homeostasis redox?8%282, En contraposicion con AP y
AL, el AO induce una produccidn transitoria de ERO que no altera la homeostasis redox??!.

Los acidos grasos son reconocidos por las células inmunoldgicas, en las que ejercen
funciones inmunomoduladoras. Tanto el AP como el AL, y en menor medida el AO, activan
la enzima NOX en Mo y LT mediante la activaciéon de la PKC, dando lugar al estallido
respiratorio?®3-28>, La activacion de la enzima NOX es considerada una de las fuentes mas
importantes de estrés oxidativo en las EHGNA y se la ha asociado con el desarrollo de dafio

hepatico. Del Ben y col. demostraron que pacientes con EHGNA presentan elevados niveles
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séricos del péptido soluble derivado de Nox2, un indicador de la activacion de la enzima
NOX2 en células periféricas, en correlacién con la severidad de la esteatosis?®®.

Dado que el efecto de Res sobre el contenido de oxidantes se observé en un tiempo
relativamente largo, evaluamos si Res también era capaz de regular la produccién de
oxidantes en forma aguda. Como era de esperar, observamos que tanto el PMA, un
reconocido activador de la NOX a través de la PKC, como los tres acidos grasos indujeron el
estallido respiratorio en Mo y LT. De los tres acidos grasos utilizados, Res sélo previno el
estallido respiratorio inducido por AP en Mo y LT. El receptor de los acidos grasos de cadena
larga es el receptor de acidos grasos libres 1 (FFAR1, del inglés free fatty acid receptor 1).
Dentro de las células inmunoldgicas, se ha comprobado la activacion de este receptor por
AO y AL en neutrdfilos, pero su activacién en Mo y LT aln no ha sido probada??®’. Sin
embargo, una particularidad de los acidos grasos saturados en general, y del AP en
particular, es que se une al complejo TLR4 monomérico/MD2, induciendo la produccién de
ERO?®, Por lo tanto, si bien no se conoce con exactitud las vias involucradas en la
sefializacion de estos acidos grasos, es evidente que la activacién de la via de TLR4 por AP
diferencia el mecanismo de accién de este acido graso de aquel inducido por AO y ALy, por
ende, podria ser la via blanco de Res. Cabe aclarar que no observamos cambios inducidos
por Res sobre la actividad de las enzimas antioxidantes a tiempos cortos (datos no
mostrados) y, dado que la induccién de las defensas antioxidantes contrarrestaria la
produccién de oxidantes independientemente del estimulo inductor, consideramos mas
probable que la inhibicion del estallido respiratorio ejercida por Res se deba a la modulacion
negativa de la via de sefializacién de AP que a la modulacién de la actividad antioxidante.
Por otro lado, el efecto inhibitorio de Res sobre el estallido respiratorio inducido por AP no
se observé en células de pacientes, poniendo nuevamente de manifiesto la disminucién de
la respuesta a Res presente en estas células.

Llamativamente, Res previno el estallido respiratorio inducido por PMA tanto en
células de individuos control como de pacientes. Estos resultados sugieren que la Res actua
mediante dos mecanismos, uno a través del cual modula el efecto del PMA, y otro que

regula el efecto del AP y que se encuentra alterado en pacientes con EHGNA. La capacidad
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de Res de inhibir el estallido respiratorio fue ampliamente estudiada en neutréfilos!78288,
En estos estudios se demostré que Res disminuye la capacidad de neutréfilos de eliminar
patdégenos mediante la inhibicién de la produccién de ERO. En el caso de las EHGNA, la
induccidn excesiva del estallido respiratorio por moléculas como los acidos grasos posee un
impacto negativo y contribuye con el dafo tisular. Por lo tanto, la disminucién de la
capacidad de Res de inhibir el estallido respiratorio podria contribuir con el dafio oxidativo
en células de pacientes EHGNA.

Los acidos grasos también tienen influencia en el desarrollo de la inflamaciéon. En
lineas generales, los 4cidos grasos saturados, entre ellos el AP, son capaces de inducir la
activacion de NF-xB y la expresion de marcadores inflamatorios, mientras que los acidos
grasos insaturados inhiben el efecto inflamatorio inducido por los &cidos grasos
saturados?®®, El AP se ha asociado con la activacion de LT, la produccion de citoquinas
inflamatorias?®, y la induccién del perfil Th17%%1. En MF y Mo, el AP induce la produccion
de citoquinas inflamatorias e incrementa el efecto inflamatorio del LPS mediante la
activacién de la via de TLR4%°1. Al contrario, el AO disminuye la proliferacion celular y la
produccion de IL-2 e IFN-y en LT?%?, y restaura la funcién supresora de LT regulatorios de
pacientes con esclerosis multiple?®>. En MF, el AO induce el perfil antinflamatorio M22%,
disminuye la produccion de IL-1B%%° y la apoptosis?®® inducida por AP. Los efectos del AL
sobre estas células no son tan claros. En LT, el AL inhibiria la diferenciacién de perfiles Th1
y Th17 y la produccion de IL-17 e IFN-y?°’. En MF, se ha sugerido un efecto inflamatorio
temprano de AL ya que induce la expresién génica de citoquinas inflamatorias, aunque a
tiempos posteriores dicho efecto es revertido como resultado de su transformacién
metabdlica?®®. Otro trabajo sugirié que AL ejerce un efecto antinflamatorio en MF al reducir
la produccién de IL-15 e IL-62%°.

Teniendo en cuenta que Res moduld negativamente el estallido respiratorio inducido
por AP, el cual posee una clara accién inflamatoria, inferimos que Res también podria
modular negativamente su accion inflamatoria. Cabe destacar que Res no moduld el
estallido respiratorio inducido por AO y AL que, al contrario de AP, parecen tener efectos

antinflamatorios.
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En conclusion, la Res regula negativamente los niveles de oxidantes en Mo y LT
mediante la modulacién de las defensas antioxidantes, y también el estallido respiratorio
inducido por acidos grasos inflamatorios. La alteracidn en la respuesta a Res presente en las
células de pacientes con EHGNA impide la modulaciéon de la actividad de las enzimas
antioxidantes, dando como resultado la deplecidn del pool/ de GSH y un elevado contenido
de oxidantes que no puede ser eliminado de forma eficaz. Adicionalmente, la
sobreproduccién de oxidantes que ocurre en el contexto de las EHGNA sumado a la
incapacidad de Res de modular negativamente el estallido respiratorio inducido por AP,
agravaria aun mas estas alteraciones, dando lugar a un circulo vicioso que lleva al dafio a

biomoléculas y contribuye con la progresién de la hepatopatia.
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Relacidn entre la sefializacion redox y la inflamaciéon

La sefalizacién redox contribuye con la regulacion de diversos procesos biolégicos,
tales como el metabolismo, la diferenciacidn celular, la migracién, y el adecuado montaje
de la respuesta inmunoldgica. Las ERO requeridas para mantener los procesos fisiolégicos
deben ser producidas en concentracién, compartimentalizacién celular y momento
adecuados para la activacion de vias de sefializacidon redox especificas. Una alteracién en
cualquiera de estos factores puede llevar al desbalance redox y al estrés oxidativo. El estrés
oxidativo y la inflamacién estdn intimamente relacionados, presentandose
simultdneamente e interactuando entre si en un circulo vicioso que agrava la enfermedad
hepatica. Mas aun, el estrés oxidativo persistente promueve el establecimiento de la
inflamacidn crénica, y juntos establecen la conexidn entre la enfermedad hepatica y sus
complicaciones sistémicas.

La correcta activacion, proliferacion, diferenciacion y supervivencia de células
inmunoldgicas requiere la produccién moderada de ERO, tanto de origen mitocondrial
como citosdlicas derivadas principalmente de la activacion de NOX. El aumento fisioldgico
de ERO en respuesta a estimulos inflamatorios induce la oxidacidén reversible de proteinas
especificas, alterando su actividad, localizacion e interacciones. Estas modificaciones son
las responsables de orquestar la activacion celular y los procesos celulares fisioldgicos
necesarios para lograr una respuesta inmunolégica eficiente. Durante la respuesta
inflamatoria, las células inmunoldgicas sufren un cambio metabdlico en el que su fuente de
energia deja de ser la fosforilacion oxidativa para utilizar la glicdlisis aerdbica, lo que les
permite mantener la activacion celular y adoptar las funciones efectoras. Esta
reprogramacion metabdlica estd asociada con un aumento en la produccién de ERO
mitocondriales3®. El proceso de activacidn celular también lleva a la activacion de la NOX,
induciendo la produccién de ERO citosdlicas.

Las ERO mitocondriales son necesarias para la activacion y proliferacién de LT3%, Gill
y Levine propusieron que las mitocondrias translocan al lugar de la sinapsis inmunoldgica
durante la activacién del TCR, proveyendo la concentracidn de H,O, necesaria para la

sefializacién redox y activacién celular32, Por otro lado, LT deficientes en NOX2 presentan
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una produccion de IL-4 disminuida concomitante con una elevada producciéon de IL-173%3,
Sin embargo, la deficiencia de NOX no tiene efecto sobre la expresion de CD69 y CD25, ni
tampoco sobre la produccion de IL-2 y la proliferacion3033%4, Estos datos indican que las ERO
derivadas de la activacidon de la NOX2 no son necesarias para la activacion y proliferacién
de LT, pero si para su correcta diferenciacién.

Respecto a Mo y MF, las ERO derivadas de la NOX2 son criticas para la remocion de
patégenos mediante el estallido respiratorio3®. Ademas, la sefializacién inducida por las
ERO derivadas de la NOX1/2 cumplen un papel critico en la diferenciacion de Mo a MF y en
la polarizacién de MF de tipo M23%, Asimismo, las ERO son inductoras de la activacién del
inflamasoma NLRP3, que en dltima instancia lleva a la produccién de IL-1f3 e IL-183%7.

Las ERO mitocondriales y derivadas de la NOX producidas en respuesta a estimulos
inflamatorios activan la via de NF-kB. La activacion del factor de transcripcion NF-kB por las
ERO involucra la fosforilacion del residuo 42 de tirosina y del dominio PEST C-terminal de
lkBa., proceso independiente de la quinasa de kB (IKK) que resulta en su degradacién308399,
Este mecanismo es diferente al inducido por las citoquinas inflamatorias y por PMA, en el
que IkBa es fosforilado en residuos serina por IKK. Sin embargo, se ha observado que en
MF las ERO mitocondriales también activan el complejo IKK mediante la formacién de un
puente disulfuro en la subunidad reguladora, resultando en la activaciéon de NF-xB3%°, La
activacion de NF-xkB mediada por las ERO induce la expresién de genes inflamatorios,
antiapoptoticos y antioxidantes.

Bajos niveles de ERO dan lugar a una activacion celular insuficiente, una baja tasa de
proliferacién de LT, y deficiencia en la fagocitosis y estallido respiratorio en Mo y MF. Por el
contrario, niveles elevados de ERO inducen la oxidacion no especifica de macromoléculas,
causando una alteracion de la funcidn celular, una respuesta inflamatoria exacerbada, y la
activacion de mecanismos de respuesta al estrés. Sin embargo, niveles de ERO muy altos
producen la inhibicién de la respuesta inmunoldgica y la muerte celular (Figura 44).

Dada la relevancia de la sefalizacién redox en el proceso de activacién de células
inmunoldgicas, la disminucidn de los niveles de oxidantes totales inducida por Res podria

contribuir con la modulacion negativa de la activacion celular observada. Durante la
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activacion celular, el anién superdxido producido en las mitocondrias es dismutado a H20;,
que difunde a través de las membranas hacia el citosol y contribuye con la sefalizacién
redox. Por lo tanto, la induccién de la actividad CAT podria ser uno de los mecanismos
involucrados en la regulacion de la activacion celular inducida por Res. Adicionalmente, la
oxidaciéon del GSH junto con la induccidn de la actividad GRd ayudarian con la remocion del
H.0,y otras especies radicalarias, contribuyendo también con la regulacién de la respuesta
inflamatoria. Por otro lado, la elevada concentracidon de oxidantes presente en células de
pacientes con EHGNA favoreceria la desregulacion de la sefializacidn redox, y daria lugar a

un estado de mayor activacion celular y a una respuesta inflamatoria exacerbada.

Regulacion de la actividad antioxidante

Disminucion de oxidantes

Modulacién negativa de la activacion celular

i i
(=D =D

Figura 44. La sefalizacién redox esta influenciada por el balance entre la produccion de ERO y su catabolismo.
La produccion de ERO en concentracion, momento, compartimentalizacion celular y duracion adecuada
contribuye con la homeostasis y la activacion celular. Baja concentracion de ERO lleva a una sefializacion redox
inadecuada y, por ende, a una pobre activacion celular. Cuando la produccion de ERO es excesiva o
prolongada, se produce dafio a macromoléculas. Este dafio es reversible si puede ser reparado, pero cuando
el dafio excede la capacidad de reparacién de la célula, genera la alteracién irreversible de la funcién celular,
la inhibicién de la respuesta inmunoldgica, y la muerte celular. Las células de individuos control presentan
adaptabilidad a los cambios en la produccion de ERO y responden a Res modulando la actividad antioxidante,
los niveles de ERO, y la activacidn celular. Las células de pacientes con EHGNA presentan una alteracion de la
funcién celular y una respuesta a Res disminuida, lo que impide la correcta modulacién de los niveles de ERO
y de la activacion celular.
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Demostramos que Res posee una accidn regulatoria sobre las células inmunoldgicas
mononucleares mediante diversos mecanismos. Por un lado, Res ejerce una modulacién
negativa sobre la activacion celular, la proliferacidn de LT, y la produccién de IL-6 en Mo a
través de la induccién de la produccién del AMPc y de la disminucién del contenido de
oxidantes. Por otro lado, Res actia como quimioquina induciendo la migracién de LT, e
induce un aumento de la endocitosis en Mo posiblemente mediado por CAP-1 (Figuras 45y
46). Estos resultados sugieren que la Res actia como una molécula reguladora de la
inflamacién. Como muchas otras moléculas reguladoras, es posible que Res sea inducida en
un contexto inflamatorio para controlar la respuesta inmunoldgica.

Los pacientes con EHGNA se caracterizan por tener una respuesta inmunoldgica
alterada. En este sentido, demostramos que las células inmunoldgicas de pacientes con
EHGNA presentan una activacion celular exacerbada y un alto contenido de oxidantes. Si
bien la elevacion moderada de la concentracion de oxidantes favorece la respuesta
inmunolégica, su adecuada modulacion es clave para evitar una respuesta inflamatoria
exacerbada. La falta de respuesta a Res en estas células impide la correcta regulacién de la
funcion celular, contribuyendo asi con la sobreactivacidn y con el incremento del contenido
de oxidantes. De esta forma, la falta de respuesta a Res en células inmunoldgicas
mononucleares de pacientes con EHGNA favoreceria y perpetuaria la respuesta
inflamatoria, contribuyendo con la progresidn de las EHGNA.

Considerando la constante busqueda de marcadores no invasivos para el diagnéstico
y tratamiento de las EHGNA, |a evaluacion del comportamiento de las células inmunoldgicas
en el contexto hepatico es de suma importancia. La observacion de una respuesta a Res
similar entre las células hepaticas y periféricas permite sentar las bases para futuros
estudios que contribuyan al diagndstico y eleccién de tratamientos terapéuticos mediante

el uso de células periféricas.
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Figura 45. Esquema de los mecanismos de accion de Res propuestos en LT. La Res ingresa a la célula y se une
a su receptor, CAP-1, activandolo. CAP-1 activa a AC, que cataliza la formacion de AMPc. El aumento de AMPc
activa a la enzima PKA. La activacidn celular lleva a la activaciéon de Lck, que activa a Zap70. Este activa a los
factores de transcripcion AP-1 y NFAT, induciendo la transcripcion de CD69 y CD25, respectivamente. La
activacion celular también induce la expresion de la proteina nuclear Ki-67, indicadora del proceso de
proliferacion celular. En respuesta a Res, la PKA activa a Csk, que inhibe a Lck. La inhibicién de Lck previene la
activacion y la proliferacién celular. Res también actia como quimioquina induciendo la migraciéon celular. En
LT de pacientes con EHGNA, la alteracion en la respuesta a Res impediria la activaciéon de AC por CAP-1,
inhibiendo la produccién de AMPc y la regulacion negativa de la activacion y la proliferacion celular. Como
consecuencia, LT de pacientes con EHGNA presentan mayor activacion y proliferacién celular, evidenciado por
una mayor expresion de CD69, CD25 y Ki-67, respectivamente.

La activacién celular via TCR induce la produccién de O2” en mitocondrias, que es dismutado a H202, el cual
difunde al citosol. Ademas, la via TCR activa a la enzima PKC, que induce la produccién de H.0, mediante la
activacion de la NOX. El H.0: refuerza la activacién celular y contribuye con la activacion de NFAT y AP-1. El
efecto de Res sobre las actividades CAT y GRd y sobre el contenido de GSH favorece la remocién de oxidantes,
contribuyendo con la modulacién negativa de la activacion celular. Adicionalmente, el aumento de la produccién
de AMPc inducido por Res contribuiria con la reduccion de la produccion de ERO mitocondrial. La falta de
respuesta a Res en LT de pacientes con EHGNA impide la modulacién de las defensas antioxidantes, lo que
resulta en altos niveles de oxidantes y en una activacion celular exacerbada.

Las flechas punteadas hacen referencia a mecanismos aun no comprobados. Las flechas de color rojo indican
los mecanismos alterados en LT de pacientes con EHGNA. AC: adenilato ciclasa; IL-2R: receptor de IL-2; Csk:
quinasa c-src; Lck: tirosina quinasa especifica de leucocitos; Zap70: proteina quinasa asociada a cadena zeta 70;
AP-1: proteina activadora 1; NFAT: factor nuclear de células T activadas.
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Figura 46. Esquema de los mecanismos de accion de Res propuestos en Mo. La Res ingresa a la célulay se une
a su receptor, CAP-1, activandolo. CAP-1 activa a AC, que cataliza la formacion de AMPc. El aumento de AMPc
activa a la enzima PKA. El LPS activa la via de TLR4, que resulta en la activacién de los factores de transcripcion
NF-kB y AP-1 con la consecuente induccion de CD69 y de la produccidn de citoquinas inflamatorias. La activacion
de TLR4 o la presencia de PMA inducen la activacion de PKC, que refuerza la activaciéon de los factores de
transcripcion NF-kB y AP-1. En respuesta a Res, la PKA inhibe a NF-xB, modulando negativamente la activacién
celular y la produccion de IL-6. La presencia de Res también induce la endocitosis de particulas de latex. En Mo
de pacientes con EHGNA, la alteracién en la respuesta a Res impediria la activacién de AC por CAP-1, afectando
la regulacion negativa de la activacidon celular y de la produccion de IL-6. La alteracidn en la respuesta a Res
también impacta sobre la regulacion de la endocitosis. Como consecuencia, Mo de pacientes con EHGNA
presentan mayor activacion celular y produccidn de IL-6, y menor endocitosis.

La activacién de la via de TLR4 induce la produccién de Oz en mitocondrias, que es dismutado a H202, el cual
difunde al citosol. Ademas, la activacion de la via de TLR4 activa a la PKC, que induce la produccién de H,0>
mediante la activacidn de la NOX. El H20: refuerza la activacidn celular y contribuye con la activacion de AP-1y
NF-xB. El efecto de Res sobre la actividad CAT y GRd y sobre el contenido de GSH favorece la remocion de
oxidantes, contribuyendo con la modulacién negativa de la activacion celular. Adicionalmente, el aumento de la
produccion de AMPc inducido por Res contribuiria con la reduccion de la producciéon de ERO mitocondrial. La
falta de respuesta a Res en Mo de pacientes con EHGNA impide la modulaciéon de las defensas antioxidantes, lo
que resulta en altos niveles de oxidantes y en una activacion celular exacerbada.

Las flechas punteadas hacen referencia a mecanismos alin no comprobados. Las flechas de color rojo indican los
mecanismos alterados en Mo de pacientes con EHGNA. AC: adenilato ciclasa; AP-1: proteina activadora 1.
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