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PRESENTACION

Esta Tesis Doctoral estudia los efectos de la ausencia de FAST (Fas-activated serine
threonine phosphoprotein) en la capacidad fagocitica de los macr6fagos en animales de
experimentacion y humanos. Recientemente, se ha avanzado mucho en la comprension de
las bases moleculares y funciones celulares de FAST y sus homologos. La generacion de
ratones deficientes en FAST (KO) nos ha permitido descubrir la importancia de esta
proteina en la regulacion de diversos aspectos de la respuesta inmune. En un modelo de
dafio pulmonar agudo por lipopolisacaridos, los ratones que carecian de FAST mostraron
una reduccién en la infiltracion de neutrofilos y las concentraciones de citocinas y
quimiocinas en el lavado broncoalveolar. El anélisis de quimeras de médula dsea sugeria
que las células responsables del fenotipo eran células residentes en pulmén de origen
hematopoyético. Nuestros estudios posteriores demostraron que la poblacion macrofagica
alveolar de los ratones FAST KO participaba en el fenotipo inflamatorio de los mismos. El
propdsito del presente estudio fue explorar los efectos de la deficiencia de FAST en otros
aspectos del sistema inmune innato, particularmente en algunas funciones macrofagicas
tales como fagocitosis y muerte intracelular de bacterias gram positivas y gram negativas.

Nuestros resultados muestran que los macrofagos deficientes en FAST tienen una
capacidad aumentada de fagocitar bacterias Escherichia coli en ensayos in vitro e in vivo.
Los macréfagos KO también presentaron un ligero aumento de la fagocitosis de
Staphylococcus aureus pero no resulto ser significativo. La evaluacion de la expresion de
los receptores TLR2 y TLR4 y de diferentes marcadores de maduracién no reveld
diferencias significativas entre macréfagos de ratones wild type (WT) y ratones KO.
Finalmente, ambos grupos de macréfagos presentaron una capacidad similar de matar
bacterias y de producir especies reactivas de oxigeno. Los conteos bacterianos a tiempos
iniciales en el ensayo de proteccion con gentamicina se correlacionaron con los indices
fagociticos. Finalmente, demostramos que los macréfagos derivados de la linea monocitica
humana THP-1 en los que se silencié la expresion de FAST mediante RNA de
interferencia también presentd una capacidad aumentada de fagocitar bacterias Escherichia
coli. En conclusion, nuestros resultados revelan un nuevo papel de FAST en la regulacion
de las fagocitosis.

El desarrollo del presente proyecto esta incluido en la linea de investigacion basica sobre
FAST y sus homologos que se esta desarrollando en la facultad de Medicina de la
Universidad de Valladolid dirigida por la Dra. Maria Simarro Grande.
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LISTA DE ABREVIATURAS CON SIMBOLOS OFICIALES HGNC y MGl

Simbolo - Otros simbolos
.. Descripcion
oficial comunes
APCS Amyloid P component, serum SAP
Argl Arginase 1
BCL-2 B-cell CLL/lymphoma 2
BCL2L2 BCL2-like 2 |
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interactin
BNIP3L protein 3-like ’
C3 Complement component 3
CARD Caspase-recruitment domain |
CARD?9 Caspase recruitment domain family, member 9
CCL1 Chemokine (C-C motif) ligand 1
CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 MCP-1
CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 RANTES
CCR2 Chemokine (C-C motif) receptor 2
CCR3 Chemokine (C-C motif) receptor 3
CD1A CD1a molecule
CD1B CD1b molecule
CD14 CD14 molecule
CD33 CD33 Molecule SIGLEC-3
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily
member 5
CD80 CD80 molecule
CD163 CD163 molecule
CD207 CD207 molecule, langerin CLEC4K
CD209 CD209 molecule DC-SIGN
CDC42 cell division cycle 42
Chil3 chitinase-like 3 Yml
CLEC4A C-type lectin domain family 4, member A DCIR
CLEC4E C-type lectin domain family 4, member E Mincle
CLECG6A C-type lectin domain family 6, member A Dectin-2
CLEC7A C-type lectin domain family 7, member A Dectin-1
CR1 Complement component (3b/4b) receptor 1
CSF1 colony stimulating factor 1 M-CSF
CSFI1R Colony stimulating factor 1 receptor CD115
CSF2 colony stimulating factor 2 GM-CSF
CSF3 colony stimulating factor 3 G-CSF
CSF3R Colony stimulating factor 3 receptor CD114
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CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1

CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 MIP-2

CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3

CXCLS8 chemokine (C-X-C motif) ligand 8 IL-8

CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10

CXCR1 chemokine (C-X-C motif) receptor 1

CXCR5 chemokine (C-X-C motif) receptor 5

DDX28 DEAD-box helicase 28

DEF6 Differentially expressed in FDCP 6 SLAT

DHX30 DEAH-box helicase 30

EGFR Epidermal growth factor receptor

FASTK Fas-actived serine threonine kinase FAST

FASTKD1 | FAST kinase domains 1

FASTKD2 | FAST kinase domains 2

FASTKD3 | FAST kinase domains 3

FASTKD4 | FAST kinase domains 4 TBRG4

FASTKD5 | FAST kinase domains 5

FGFR2 Fibroblast growth factor receptor 2

GRSF1 G-rich RNA sequence binding factor 1

HIF1A Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit HIF - 1a, HIF-1A

HMGB1 High-mobility group box 1

HNRNPK | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

HSPYOBL Heat shock protein 90kDa beta (Grp94), HSPGP96
member 1

HSPA4 Heat shock 70kDa protein 4 HSP70

HSPD1 Heat shock 60kDa protein 1 HSP60

IFIH1 Interferon induced with helicase C domain 1 MDA-5

IFNAL interferon, alpha 1

IFNAR1 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1

IFNAR2 interferon (alpha, beta and omega) receptor 2

IFNG Interferon, gamma IFN-y

IL1B Interleukin 1, beta IL-1
Interleukin 1 receptor, type | IL-1R1, CD121a,

IL1IR1 ILIRA

IL1R2 Interleukin 1 receptor, type 1l IL-1R2, CD121b

ILIRAP Interleukin 1 receptor accessory protein IL-1RAP

ILIRN interleukin 1 receptor antagonist

IL2RB Interleukin 2 receptor, beta IL-2RpB, CD122

IL2RG interleukin 2 receptor subunit gamma CD132

IL4 interleukin 4
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IL6 Interleukin 6 IL-6

IL6R interleukin 6 receptor IL-6R, CD126

IL6ST Interleukin 6 signal transducer gp130, CD130

IL10 Interleukin 10 IL-10

IL10RA Interleukin 10 receptor, alpha IL-10R1, CD210

IL10RB Interleukin 10 receptor, beta IL-10R2, CD210B

IL12B interleukin 12B

IL12RB1 Interleukin 12 receptor, beta 1 IL-12RB1, CD212

IL12RB2 Interleukin 12 receptor, beta 2 IL-12RB2

IL15RA Interleukin 15 receptor, alpha IL-15Ra

IL17A interleukin 17A

IL18R1 Interleukin 18 receptor 1 IL-18R1, CD218a

IL18RAP Interleukin 18 receptor accessory IL-18RAP, CD218b

IL20RA Interleukin 20 receptor, alpha IL-20R1

IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19 IL-23

IL23R Interleukin 23 receptor IL-23R

IL27RA Interleukin 27 receptor, alpha IL-27Ro

IRF3 Interferon regulatory factor 3

IRF7 Interferon regulatory factor 7

ITGAM Integrin alpha M CD11b

KHDRBSL1 KH doma}in contai_ning, RNA binding, signal Sames
transduction associated 1

LBP Lipopolysaccharide binding protein LPS-BP

LY96 Lymphocyte antigen 96 MD-2
Yamaguchi sarcoma viral (v-yes-1) oncogene

Lyn
homolog

MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3

MAP3K2 g/litogen-activated protein kinase kinase kinase MEKK?2

MAPK12 Mitogen-activated protein kinase 12

MAPK13 Mitogen-activated protein kinase 13

MARCO Macrophage receptor with collagenous structure

MAVS mitochondrial antiviral signaling protein IPS-1

MBL2 Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble

MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase

MFGES8 Milk fat globule-EGF factor 8 protein

MMP9 Matrix metalloproteinase 9

MRC1 Mannose receptor, C type 1 CD206

MSR1 Macrophage scavenger receptor A 1 SR-Al.SR-A 1l

MY D88 Myeloid differentiation primary response 88

NMB1220 | Stomatin/Mec-2 family
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Nucleotide-binding oligomerization domain

NOD1 ..
containing 1
NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible INOS
PLAU Plasminogen activator, urokinase
PTX3 Pentraxin 3
Retnla resistin like alpha Fizzl
RIPK2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2 RICK, RIP2
SCARB1 Scavenger receptor class B, member 1 SRB1
SF3B4 splicing factor 3b subunit 4 SAP49
SFTPA1 Surfactant protein Al SP-A
SFTPD Surfactant protein D SP-D
SIRPA Signal-regulatory-protein alpha SIRPa
SLAMF7 SLAM family member 7 CD319
SLC11Al Solute carrier family 11, member 1 NRAMP1
SYK Spleen tyrosine kinase Syk
TAB? TGF-.beta activated kinase 1/MAP3K?7 binding
protein 2
TBRG4 Transforming growth factor beta regulator 4 FASTKD4
TGFB1 Transforming growth factor, beta 1
TIALL TIAl. cyt.otoxic granule-associated RNA binding TIAR (TIA related)
protein-like 1
TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 1 TRIF
TNF Tumor necrosis factor TNF-a
TNFAIP8 | TNF alpha induced protein 8
TNFRSFLA Tumor necrosis factor receptor superfamily, TNFRSFL CD120a
member 1A
TNFRSFLB Tumor necrosis factor receptor superfamily, CD120b, TNFRSF2
member 1B
TRAFG TNF .recgptor-associated factor 6, E3 ubiquitin
protein ligase
Ucp2 Uncoupling protein 2
VDAC1 Voltage-dependent anion channel 1
VEGFA vascular endothelial growth factor A

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA

Péagina 21



LISTA DE ABREVIATURAS

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Pagina 22



LISTA DE ABREVIATURAS

Simbolo Descripcién en Inglés Descripcién en Castellano
AP-1 Activator protein-1 Proteina activadora 1
APS Ammonium persulfate Persulfato de amonio
ARN Ribonucleic acid Acido ribonucleico
i . Proteina relacion n actin
Arp2/3 Actin related protein 2/3 2/?? eina relacionada con actina
ATP Adenosintrifosfato
ATPasa En2|ma_13 ca_paces de hidrolizar el
adenosin trifosfato
L i Dominio repetidos de las
Baculoviral inhibition of apoptosis e
BIR . POPLOst proteinas inhibidoras de la
protein repeat . .
apoptosis de baculovirus
cDNA Complementary DNA ADN complementario
CEA Carcinoembryonic antigen Antigeno carcinoembrionario
CO, Carbon dioxide Dioxido de carbono
CR Complement receptor Receptor del complemento
Re r del complemento ti
CR3 Complement receptor type 3 3 ceptor del complemento tipo
Re r del complemento ti
CR4 Complement receptor type 4 4 ceptor del complemento tipo
DAMP Damage-associated molecular patterns | Patron de dafio molecular
DHE Dihydroethidium Dihidroetidio
DIF-1 DD1 Interacting Factor-1 Factor 1 de interaccion con DD1
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium Medio de Eagle modificado por
Dulbecco
dsRNA Double-Stranded RNA Doble cadena de ARN
ECL Electrochemiluminescence Electroguimioluminiscencia
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Acido etildiaminotetraacético
ETBR Ethidium bromide Etidiobromida
FADH2 Flavin adenine dinucleotide Flavin Adenin dinucleétido
FCCP Carbonyl cyanide-p- Carbonil cianida —p-
trifluoromethoxyphenyl-hydrazone trifluorometoxifenil-hidrazona
FcR Fc receptor Receptor Fc
FIIND Function to find domain Dominio de funcion para hallar
: . o C
FimH Minor component of type 1 fimbriae _omp_onf_ente menor de la
fimbria tipo 1
FITC Fluorescein isothiocyanate Isotiocianato de fluoresceina
GBS-F Group B Streptococcus factor Factor del grupo B de
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estreptococos

GFP Green fluorescent protein Proteina verde fluorescente
GIcNAC N-acetyl-D-glucosamine N-acetil-D-glucosamina
GPI Glycosylphosphatidylinositol Glicosilfosfatidilinositol
GTP Guanosine-5'-triphosphate Trifosfato de guanosina
GTPasas Trifosfatasas de guanosina
H,0, Hydrogen peroxide Peroxido de hidrogeno
HDM House dust mite Polvo de &caros caseros |
HEK?293T Human embryonic kidney 293T (??I,UIaS 293T embrionaria de
rifion humano
HGNC HUGO_ Gene Nomenclature Comite de Nomenclatura génica
Committee HUGO
HIV Human immunodeficiency virus Virus de Inmunodeficiencia
Humana
hMITO Human anti-mitochondrial antigen M2 Antigeno M2 anti-mitocondrial
humana
HRP Horseradish peroxidase Peroxidasa de rdbano picante
IAS1 Intronic activator sequence 1 .SeCl,Jer]CIa 1 del activador
intrénico
. D-glutamyl-meso-diaminopimelic Acido D- glutamil-meso-
IE-DAP : o
acid diaminopimelico
19G Inmunoglobulina G
IRAKS IL-1 receptor-associated kinases R.eceptor de IL-1 asociado a
Kinasas
ITAM Immunoreceptor tyrosine-based Motivo de activacion basado en
activation motif tirosina de inmunoreceptores
ITIM Immunoreceptor tyrosine-based Motivo de inhibicién basado en
inhibitory motifs tirosina de inmunoreceptores
KC Keratinocyte chemoattractant Keratinocito quimioatrayente
KO knock-out deficiente
LB Luria-Bertani medium Medio de Luria-Bertani
LPS Lipopolysaccharide Lipopolisacarido
LRR Leucine-rich repeats Repeticiones ricas en leucina
LSB Laemmli Sample Buffer Solucion de muestra Laemmli
LTA Lipoteichoic acids Acido lipoteicoico
MAPK Mitogen-activated protein Kinases P_r oteina de mitogeno activado
Kinasa
MBL Mannose-binding lectin Lectina de unién a Manosa
MDM Monocyte-derived macrophages I\/Iacrof_agos derivados de
monocitos
MDP Muramyl-dipeptide Muramil dipeptido
MEFs mouse embryonic fibroblasts Fibroblastos embrionarios de
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raton

MGl Mouse Genome Informatics Genoma informatizado de raton
L - Complejo mayor de
MHC Major histocompatibility complex ) L
J P y P Histocompatibilidad
MRNA Messenger ribonucleic acid Acido ribonucleico mensajero |
Microbial surface component Moléculas de adhesion a la
MSCRAMM | recognizing adhesive matrix matriz de reconocimiento de la
molecules superficie microbiana
. i . .. | Acido desoxiribonucleico
MtDNA Mitochondrial desoxyribonucleic acid ) )
mitocondrial
Mitochondrial messenger ribonucleic | Acido ribonucleico mensajero
mt-mRNA . . .
acid mitocondrial
Nicotinamide adenine dinucleotide Nicotinamida adenina
NADH . i
phosphate dinucleottido fosfato
NF-kB Nuclear factor kappa B Factor nuclear kB |
NK Natural killer Asesina natural
NLR NOD-like receptors Receptor parecido a NOD
NO Nitric oxide Oxido nitrico
e . . Nucledtidos uni r
NOD nucleotide binding oligomerization . o dos po
oligomerizacion
NOS NO synthase Oxido nitric sintasa
_ Receptor nuclear que interactua
NRIF3 Nuclear Receptor Interacting Factor-3
con el factor 3
0O, Oxigeno molecular
OXPHOS Oxidative phosphorylation Fosforilacion oxidativa
Pathogen-associated molecular ) .
PAMP g Patron molecular de patogenos
patterns
PBS Phosphate Buffered Saline So6lucioén salina de fosfato
. . Reaccion en cadena de la
PCR Polymerase chain reaction .
polimerasa
Pl Phagocytic index indice fagocitico
PIP3-Racl Phosphatidylinositol trisphosphate Fosfatidilinositol trifosfato
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate Forbol 12-miristato 14-acetato
. Receptores de patrones de
PRR Pattern recognition receptors P . P
reconocimiento
PYD Pyrin domain Dominio de pirina
Quantitative real-time polymerase Reaccion en cadena de la
gRT-PCR . . POy polimerasa a tiempo real
chain reaction o
cuantitativa
r.p.m. Revoluciones por minuto
RAP RNA-binding domain abundant in Dominio unido al ARN

Apicomplexans

abundante en Apicomplexas
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Gen | inducible del acido

RIG-I Retinoic acid-inducible gene | -
retinoico
RLH RIG-I-like helicase Helicasa similar a RIG-I
RNA Ribonucleic acid Acido ribonucleico
RNS Reactive nitrogen species Radicales de nitrégeno
ROS Reactive oxygen species Radicales de oxigeno
RPMI Roswell Park Memorial Institute Medio f:reado por el Instituto en
medium memoria de Roswell Park
rRNAs Ribosomal RNA ARN ribosomal
SDS Sodium dodecyl sulfate Dodecilsulfato de sodio
. Gel de poliacrilamida para
SDS-PAGE sgﬁj:gy?;)r?]?gzlgseulI];Téectrophoresis electrophoresis con
dodecilsulfato de sodio
SEM Standard error mean Error estandar de la media
SFB Suero fetal bovino
SiIRNA Small interfering RNA Pequefios ARN de interferencia
: . . Polimorfismo de un Gnico
SNP Single nucleotide polymorphism nuclestido
SSRNA Single-Stranded RNA Cadena simple de ARN
TEMED N,N,N,N-tetramethylethylenediamine | N,N,N,N-tetrametiletinediamina
TH1 T helper type 1 Respuesta T ayudadora tipo 1
TH2 T helper type 2 Respuesta T ayudadora tipo 2
THP-1 Human monocytic cell line Linea celular monocitica
humana
TIA-1 T cell intracellular Antigen-1 A,ntlgeno Lintracelular de las
células T
TIR Toll-interleukin 1 receptor Receptor 1 de la interleukina
tipo Toll
TLR Toll-like receptor Receptor tipo Toll
Tregs T Regulatory cells Células T reguladoras
. Hydroxymethylaminomethane Hidroximetilminometano
Tris-HCI . . o
hydrochloride hidrocloridrico
Tetramethylrhodamine-5- Tetrametilrodamina -5-
TRITC o L
isothiocyanate isoyiocianato
tRNAS Transfer RNAs ARN de transferencia
U20S Osteosarcoma cell line Linea celular de osteosarcoma
UFC Unidades formadoras de colonia
VD3 1,25-dihydroxyvitamin D3 1,25 dihidroxivitamina D3
W4/129S6 Mouse Embryonics Stem Cells Células madre embrionarias de
ES W4/129S6 ratbn W4/129S6
WT Wild type Tipo salvaje

Yellow fluorescent protein
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EL SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmunitario es aquel conjunto de estructuras y procesos bioldgicos que protege
contra enfermedades identificando y eliminando microorganismos, células patégenas y
cancerosas; y necesita distinguirlos de los tejidos sanos del organismo para funcionar
correctamente (1). El sistema inmunitario ha ido evolucionando a lo largo de miles de
afios, desarrollando multiples mecanismos que se interrelacionan en una red compleja y
dinamica que se adquiere antes de nacer, madura y se consolida en los primeros afios de
vida. El sistema inmunitario comprende la inmunidad innata y adaptativa.

Inmunidad Innata

La inmunidad innata o inespecifica es filogenéticamente mas antigua que la inmunidad
adaptativa y esta presente en organismos vertebrados e invertebrados (2). Esta formada por
un conjunto de estructuras y procesos bioldgicos que interactian con los agentes en un
primer contacto.

La inmunidad innata comprende barreras fisicas, quimicas y biol6gicas ubicadas en la
piel, los epitelios de los tractos respiratorio, digestivo y genitourinario (3). Las barreras
quimicas estan constituidas por diferentes moléculas solubles como las defensinas-p en la
piel y el tracto respiratorio (4); o la lisozima y la fosfolipasa A en la saliva, las lagrimas y
la leche materna (5-6).La barrera bioldgica esta constituida por la microbiota comensal de
los tractos genitourinario y gastrointestinal que compiten con las bacterias patdgenas por
alimento y espacio. Si esta primera linea defensiva es superada, se produce un foco
infeccioso primario y la inmunidad innata desarrolla inmediatamente otro conjunto de
mecanismos celulares y moléculas solubles. Entre los componentes celulares destacan:
neutrofilos, eosinofilos, macréfagos, células natural killer (NK), células dendriticas y
mastocitos. Entre los componentes solubles involucrados destacan: sistema de
complemento, proteinas de fase aguda, e interferones a y B (3).

Inmunidad Adaptativa

La inmunidad adaptativa o especifica es aquel conjunto de estructuras y procesos
bioldgicos que interactian con los agentes que han sido reconocidos previamente por el
sistema inmunitario y generan un conjunto de acciones celulares y humorales especificas
frente al estimulo antigénico.

La respuesta inmune adaptativa se puede estructurar en tres etapas:

1. Reconocimiento del antigeno, es decir, macromoléculas especificas que son
predominantemente proteinas, péptidos y carbohidratos. Se lleva a cabo por las
células presentadoras de antigenos.

2. Periodo de latencia, dura varios dias, en los que los linfocitos especificos
amplifican su nimero, a la vez que se diferencian en células efectoras.
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3. Respuesta efectora, consiste en:

e Secrecion de anticuerpos especificos o inmunoglobulinas por parte de los
linfocitos B, es decir, son macromoléculas capaces de reconocer y unirse a los
antigenos. Representa la inmunidad humoral.

e Desarrollo de actividad citolitica especifica por parte de los linfocitos T
citotoxicos.

e Liberacion de factores que activan las células fagociticas.

e Adquisicion de memoria inmunitaria.

La inmunidad adaptativa estd presente Unicamente en organismos vertebrados y sus
caracteristicas principales son la especificidad, diversidad, memoria, expansion clonal,
especializacion, falta de reactividad frente a lo propio, contencion y homeostasis(7).

Componentes celulares del sistema inmunitario

Las células que componen el sistema inmune se originan de células primordiales
pluripotenciales de la médula 6sea. Estas células maduran en dos linajes diferentes, el
linfoide (linfocitos T y B y células NK) y el mieloide (leucocitos polimorfonucleares y
monocito-macréfagos). Concretamente, en esta introduccion, nos centraremos en los
macrofagos, objeto de nuestro estudio en la presente tesis doctoral.

MACROFAGOS

Los macrdfagos son los centinelas del sistema inmunitario en los tejidos y realizan diversas
funciones importantes tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa (8). Los
macréfagos son mas grandes que los monocitos, debido a la presencia de un reticulo
endoplasmatico rugoso muy desarrollado y la presencia de un alto nimero de
mitocondrias; ademas se caracterizan por una vida media larga.

Los macrofagos son muy heterogéneos y se diferencian en funcién de las condiciones
fisiologicas presentes en los tejidos, por ello han recibido diversos nombres segin su
ubicacion, por ejemplo: células de Kupffer en el higado, osteoclastos en los huesos, células
microgliales en el tejido nervioso, macrofagos alveolares en el pulmon entre otros (8).

Las funciones de los macrofagos son: defensa del organismo a través de la fagocitosis de
microorganismos; limpieza a través de la eliminacion de restos celulares que aparecen
durante la infeccidn u otro tipo de dafio tisular; comunicacion con otras células del sistema
inmunitario o tisulares a través de la secrecién de citocinas y quimiocinas; actuar como
células presentadoras de antigenos a los linfocitos T; y promocion de la reparacion
tisular al estimular la angiogénesis y la sintesis de matriz extracelular.

Los macrofagos como células presentadoras de antigeno
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Los macrofagos tienen toda la maquinaria necesaria para procesar el antigeno y presentar
péptidos exdgenos y enddgenos en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de
clases 11y | respectivamente, que activan a los linfocitos T (8).

Coordinacion de la respuesta inflamatoria

Los macrofagos tisulares son capaces de iniciar y concluir la respuesta inflamatoria frente
a una lesion tisular como una infeccion (9). Los macréfagos responden a la lesion mediante
la liberacion de interleucina 1 (IL1B), factor de necrosis tumoral (TNF) e IL6 que atraen
neutrofilos. Estas citocinas también activan la fosfolipasa A2 citosélica (10) que provoca la
liberacion del precursor del &cido araquiddnico, que es el precursor de las prostaglandinas
y los leucotrienos, por medio de las acciones de las vias de la ciclooxigenasa y la
lipooxigenasa, respectivamente, dando inicio a la respuesta inflamatoria. La liberacion de
leucotrienos, prostaglandinas y quimiocinas atraen a monocitos y linfocitos. La completa
eliminacion del desencadenante inflamatorio inicia la resolucion de la inflamacion en la
que se detiene la infiltracion de neutréfilos y los macréfagos fagocitan los neutrofilos
apoptaticos. El paso clave consiste en detener la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos
y reemplazarlo por la sintesis de lipoxinas, resolvinas y protectinas.

La captacion de células apoptoéticas estimula la sintesis de lipoxina A4 la cual reduce la
actividad del neutréfilo, aumenta la migracion de los monocitos, aumenta la captacién de
neutréfilos apoptoticos e inhibe la sintesis de las quimiocinas CXCL5 y CXCLS8. La
resolvina E1 y la protectina D1 aumentan la expresion de la quimiocina CXCRS5 en la
superficie de los neutrofilos apoptéticos, lo que facilita la disminucion de CXCL3 y
CXCLS5 de la zona inflamatoria. A su vez, los neutrofilos expresan lisofosfatidilcolina para
atraer a los macrofagos. La captacion de estos neutrofilos por los macrofagos inhibe la
produccién de IL23A, una citocina implicada en la promocién de la granulopoyesis. El
reconocimiento de células apoptdticas por los macrofagos conduce también a la
produccién de las citocinas antiinflamatorias 1L10 y TGFBL1, que, junto con factores como
el factor de crecimiento endotelial vascular, promueven la reparacion tisular (7-8, 11).

Secrecion de citocinas

Los macrofagos secretan diversas citocinas (interleucinas, interferon, quimiocinas) para
comunicar a otras células que contribuyan con la defensa del organismo (ver tablal).

Tabla 1: Citocinas producidas por los macrofagos, receptores en las células dianas y

sus funciones bioldgicas. Adaptado del libro Inmunologia en su séptima edicion del autor Abul K.
Abbas y colaboradores.

Citocina Receptor Principales dianas celulares y efectos biologicos

TNFRSF1A Células endoteliales: activacion
TNFRSF1B Neutréfilos: activacion

Hipotalamo: fiebre

Higado: sintesis de proteinas de fase aguda

TNF
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Mdsculo, grasa: catabolismo
Muchos tipos celulares: apoptosis

Todas las células: estado antivirico, aumento de

IFNA1 :EEQE; expresion de clase | del MHC
Linfocitos NK: activacion
ILIRN ILIR1 Varias células: antagonista competitivo de IL1B
IL1IR1, Células endoteliales: activacion
IL1B ILIRAP, Hipotalamo: fiebre
IL1IR2 Higado: sintesis de proteinas de fase aguda
Higado: sintesis de proteinas de fase aguda
IL6 ILER, Linfocitos B: proliferacién de células productoras
IL6ST .
de anticuerpos
Macrofagos, células dendriticas: inhibicion de
ILI0RA producciébn de IL12B 'y expresion de
IL10 . .
IL10RB coestimuladores y moléculas de la clase Il del
MHC. Antiinflamatorio.
IL12RB1, Linfocitos T: Diferenciacion Tyl
IL12B IL12RB2 Linfocitos NK y linfocitos T: sintesis de interferon
gamma (IFNG), aumento de actividad citotdxica
IL15RA Linfocitos NK: proliferacion
IL15 IL2RB Linfocitos T: proliferacion (linfocitos CD8"
IL2RG memoria)
IL18 IL18R1, Linfocitos NK y linfocitos T: sintesis de IFNG
ILI8RAP
IL19 IL20RA Macrofagos: estimula secrecion de IL-1y TNF
IL10RB Queratinocitos: proliferacion
IL23A IL23R, Linfocitos T: mantenimiento de linfocitos T
IL12RB1 productores de IL17A
Linfocitos T: diferenciacion Tyl; inhibicion de
IL27 IL27RA linfocitos Tyl
IL6ST Linfocitos NK: sintesis de IFNG
CSF1 CSFIR Progen_itores hematopoyéticos: maduracion de
monocitos
CSE3 CSF3R Progenitores hematopoyeéticos: maduracion de

granulocitos

Fagocitosis y endocitosis

La fagocitosis y endocitosis son mecanismos de defensa y limpieza de los macréfagos.
Ambos mecanismos presentan pasos similares pero se diferencian en que la fagocitosis
engulle particulas mas voluminosas como una célula o bacteria mientras que la endocitosis
atrapa particulas méas pequefias como lipoproteinas o glucoproteinas. La endocitosis
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interioriza al citoplasma compuestos solubles a través de la generacién de vesiculas
Ilamadas endosomas mediada por receptores. Los endosomas maduran, fusionandose con
diferentes vesiculas endociticas desde los compartimientos temprano y tardio y finalmente
se dirige a los lisosomas cuyo contenido degrada el contenido endosémico (8).

Por su parte en la fagocitosis se interiorizan particulas mayores de 0,5 pm tras su
reconocimiento por receptores. La fagocitosis se produce por la generacion de
pseuddpodos y formacion de fagosomas, los cuales siguen un proceso de maduracion
secuencial a traves de la fusion con endosomas tempranos Yy tardios; este proceso culmina
con la fusion de los fagosomas y lisosomas para formar los fagolisosomas y degradacion
de su contenido (8). Los fagosomas tempranos y tardios no requieren calcio, pero la unién
y fusion de los lisosomas con fagosomas tardios si requieren calcio porque pueden
necesitar la polimerizacion de actina (ver figura 1) (12).

MADURACION
FAGOSOMAL

E’
Fusién 4 .,
temprana -' Actina

/
Caz+ = Ca®
Endosomas OO independente ‘-“\ 2
tempranos O Caz+ & n

OO Aependente =
0 0%
endosomas . \
tardios '
LisosomnAs & N

Figura 1: Maduracion de los fagosomas en los macro6fagos. Figura adaptada de Nunes, 2010.

Mecanismos microbicidas presentes en fagosomas y fagolisosomas

La maduracion fagosémica se acomparia de la acidificacion de la luz (de 6,1-6,5 en los
fagosomas tempranos a 4,5 en los fagolisosomas), mediante la formacion de un gradiente
de iones H* por la ATPasa vacuolar. La acidificacion tiene actividad microbicida directa y
facilita la accion de enzimas que tienen un rendimiento 6ptimo a pH acido.
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Otro mecanismo microbicida lo constituyen las defensinas que son polipéptidos pequefios
muy catiénicos de 30 a 33 aminoacidos que forman canales permeables a los iones en la
bicapa lipidica de una gran variedad de microorganismos patégenos como Staphylococcus
aureus (cocos gram positivos), Escherichia coli (bacilos gram negativos), Cryptococcus
neoformans (levaduras) y virus envueltos.

Otro mecanismo que limita el crecimiento bacteriano en los fagosomas es el secuestro de
nutrientes esenciales por la lactoferrina gracias a sus propiedades quelantes del Fe** o el
transportador de membrana SLC11A1, que extrae Fe?*, Zn** y Mn®" de la luz (13).
Ademaés, los fagosomas contienen endopeptidasas, exopeptidasas e hidrolasas, que
destruyen los microorganismos patogenos (8).

El mecanismo microbicida mas conocido presente también en fagosomas y fagolisosomas,
incluye la secrecion de radicales libres derivadas del oxigeno (ROS) y derivadas del
nitrégeno (RNS). Por su transcedencia en esta Tesis le dedicamos un apartado especial. En
la figura 2 se resumen los principales mecanismos microbicidas presentes en fagosomas y
fagolisosomas.

H+
ATPasa
Fagosomas y
fagolisosomas
Exopeptidasas —————— Xx
I »
Endopeptidasas —— eee H+ NADP + 2H+

Hidrolasas OOO\ pH<55 / \
NADPH

Lactoferrina Fe 3+ ’ - oxidasa
Defensinas ‘[ \ v

OH
ONOO~
NADPH + O,

1

Mn2*

SLC11A] — 20" NO // Membrana

Plasmatica

Citrulina C:l. <<‘: Arginina ) IFNG

Figura 2: Mecanismos microbicidas presentes en fagosomas y fagolisosomas

ROS y RNS

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron desapareado en su
orbital mas externo. El electrén desapareado le confiere alto poder oxidante o reductor y
hace que reaccionen de inmediato para lograr mayor estabilidad quimica. Dentro del
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fagosoma los microorganismos contienen proteinas, carbohidratos, lipidos y &cidos
nucleicos que son los principales compuestos quimicos que reaccionan con los radicales
libres, lo que resulta en alteraciones en la composicion, estructura o funcion de dichas
biomoléculas y contribuyen a la muerte microbiana (14).

Los radicales libres se clasifican de acuerdo con el tipo de atomo del cual provienen (ver
Tabla 2). Tanto los radicales del oxigeno como los del nitrogeno son producidos
normalmente a bajas o moderadas concentraciones por el metabolismo celular. Los
radicales libres no sélo participan en la defensa frente a microorganismos, también
participan en los sistemas de sefializacion celular durante la respuesta celular a la anoxia-
hipoxia, en el mantenimiento del equilibrio de oxido-reduccion y en la induccion de una
respuesta mitogénica (14).

Tabla 2: Especies reactivas derivadas del oxigeno y del nitrogeno. Tabla adaptada de
Gutierrez-Salinas, 2014.

Tipo Especie reactiva Vida media Simbolo
(segundo)
Superéxido 10-* 0,*-
Radical hidroxilo 10-° *OH
. Peroxido dehidrogeno estable H,0,
Derivados e jical peroxilo ~1 ROO*
del oxigena Hidroperéxido organico estable ROOH
Oxigeno singlete 10-° Ag'O,
Ozono ~1 O;
Oxido nitrico ~1 NO*
Derivados | Peroxinitrito 10-° ONOO*
. c!el Acido peroxinitroso Moderadamente ONOOH
nitrogeno estable
Didxido de nitrégeno ~1 NO,

Los radicales libres derivados del oxigeno se producen en la membrana plasmatica y otros
compartimientos intracelulares por reacciones de oxido-reduccion catalizadas por las
enzimas nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADH) reductasa, la xantino-oxidasa,
la citocromo C-reductasa y otras deshidrogenasas y también se producen en la cadena
respiratoria de las mitocondrias. En la cadena respiratoria, la molécula de oxigeno puede
aceptar un total de cuatro electrones y sus correspondientes protones, uno a la vez; lo cual
genera dos moléculas de agua. Se ha reportado que de todo el oxigeno molecular que pasa
por la cadena respiratoria solo 2-3% se convierten en radicales del oxigeno.(14)

Los radicales libres derivados del nitrdgeno se producen a partir de la conversion de la L-
arginina en L-citrulina a través de la enzima oxido-nitrico-sintetasa (NOS) formando un
gas de vida corta, difusible y soluble en lipidos Ilamado 6xido nitrico (NO). Los radicales
del nitrogeno pueden nitrosilar diversas macromoléculas y alterar su estructura (14).
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Los macréfagos alcanzan su maxima actividad microbicida en presencia de IFNG
expresando cantidades elevadas de 6xido nitrico sintasa inducible (NOS2), que cataliza la
produccién de NO a partir de la arginina. Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
pueden interaccionar para producir peroxinitritos, y todas ellas actian dentro del fagosoma
para provocar efectos toxicos sobre los organismos patdgenos. El peroxinitrito actia como
agente de nitracion y como un potente oxidante capaz de modificar las proteinas
(formacion de nitrotirosina), lipidos y &cidos nucleicos. De esta forma se ven afectados el
metabolismo y la replicacion bacterianos (8), (14) (ver figura 2).

Receptores de reconocimiento de patdgenos en macrofagos y sus vias de sefializacion

Los macrofagos tienen variedad de receptores que pueden clasificarse en opsonicos y no
opsonicos, dependiendo de su capacidad para interactuar directamente con los estimulos o
su necesidad de unirse a una molécula como un anticuerpo o fragmentos del complemento,
que acttan como opsoninas (8).

Receptores opsonicos y opsoninas

Los receptores del complemento (CR) y los receptores para las regiones constantes ¢ Fc de
los anticuerpos (FcR) son los receptores opsénicos de los macrofagos, los cuales se unen a
bacterias opsonizadas por fragmentos del C3, pentraxinas, colectinas, ficolinas o
anticuerpos e inician la fagocitosis. Los monocitos y macrdfagos expresan una amplia
variedad de receptores de complemento, concretamente CR1, CR3 (15) y CR4. Los FcR
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y tienen una alta afinidad para
inmunoglobulina G (IgG). La union entre la bacteria y el macréfago se potencia si
participan varias opsoninas (ver tabla 3) (8).

fagocito opsonina union

2
factor del
complemento C3b e
3
anticuerpo ++
4 2
anticuerpo y
complemento C3b shetatih

Tabla 3: Potencia de la union bacteria-fagocito mediada por opsoninas. Tabla adaptada
de Male, 2013.

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Pagina 35



El C3 es la proteina central del sistema de complemento que en presencia de C3 convertasa
se escinde en C3a que estimula la inflamacion y C3b que se une mediante enlaces
covalentes a la superficie de los microorganismos para favorecer la fagocitosis o también
la formacion del complejo de ataque a la membrana.

La familia de las pentraxinas es un grupo de proteinas pentaméricas. Las mas conocidas
son las pentraxinas cortas: proteina C reactiva que reconoce la fosforilcolina bacteriana y
amiloide sérico P (APCS) que reconoce la fosfatidiletanolamina bacteriana. La pentraxina
larga més conocida es PTX3 que reconoce varias moléculas presentes en hongos, bacterias
y virus (16).

Las colectinas son una familia de proteinas triméricas o hexaméricas en las que cada
subunidad contiene una cola similar al colageno conectada por un cuello a una cabeza de
lectina tipo C. Las colectinas que favorecen la fagocitosis son la lectina ligadora de manosa
(MBL) vy las proteinas del surfactante pulmonar (SFTPA1 y SFTPD) (16).

Las ficolinas son proteinas con una estructura similar a las colectinas, que presentan un
dominio de reconocimiento glucidico de tipo fibrindgeno en lugar de un dominio de
lectina; que se unen a el &cido lipoteicoico y la N-acetilglucosamina (GIcNAc) de las
bacterias gram positivas y a GICNAc presente en Salmonella spp y Escherichia spp (17).

Receptores no opsdnicos y sus vias de sefializacion

La fagocitosis de microorganismos no mediada por opsoninas, se inicia con el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a microorganismos patdgenos (PAMP)
a través de los receptores de reconocimientos de patrones (PRR) o receptores no opsonicos.
Los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos son el prototipo de PAMP. Otros PAMPs incluyen
al &cido lipoteicoico y peptidoglucanos para las bacterias gram positivas, y fragmentos de
acidos nucleicos en los virus. La existencia de diferentes tipos de receptores no opsonicos
permite identificar mdltiples moléculas microbianas, los cuales describiremos a
continuacion.

Receptores tipo Toll

Los receptores no opsonicos mejor conocidos en los macrofagos son los receptores tipo
Toll (TLR), los cuales son glucoproteinas integrales de membrana tipo | que presentan una
region extracelular responsable de la union al ligando, que contienen repeticiones ricas en
leucina rodeadas por unas estructuras caracteristicas ricas en cisteina y un dominio
citoplasmatico responsable de desencadenar una cascada de sefiales intracelulares, que
contiene un dominio TIR.

Los TLR pueden formar heterodimeros y homodimeros entre si, o0 complejos con otros
receptores con la finalidad de detectar una amplia variedad de compuestos microbianos.
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Ademaés pueden localizarse en la superficie celular o en los endosomas. Los TLR que se
expresan en los macrdfagos se detallan en la tabla 4. Los humanos expresan los TLRs del
1 al 10 y en el raton estan descritos los TLRs 1-9 y 11-13 (18). EI TLR10 s6lo se expresa
en células B y células dendriticas en humanos (19).

Tabla 4: Receptores TLR de los macrofagos y sus ligandos. Tabla adaptada de Male, 2013.
Microorganismo
patdgeno
Bacterias gram
negativas

Receptor Localizacion Ligando

TLR1 Superficie celular Lipopéptidos

Lipoproteina triacilo, factor
soluble
Acido lipoteicoico (LTA), Bacterias
lipoproteinas, glucolipidos, espiroquetas,
Superficie celular lipoarabinomananos, LPS 'y micobacteria,
fimbrias, GPI, HSPD1, HSPA4 y levaduras,
HSP90B1 (9) Trypanosoma cruzi
Lipoproteina diacilo, GBS-F,
modulina

TLR1/TLR2 | Superficie celular Bacterias

TLR2/TLR6 | Superficie celular Bacterias

Superficie celular o

TLR3
endosoma

dsRNA Virus

Bacterias gram
negativas,
Chlamidias,
flavobacteria, virus,
retrovirus maridos

LPS,flavolipina, proteina
F,proteinas de envoltura, HSPD1,
HSPA4, HSP90BL1 (9),
fibronectina, &cido hialurénico

Superficie celular

Superficie celular Flagelina Bacterias
Superficie celular Lipopeptidos diacilo Micobacterias
Endosoma SSRNA Virus
Endosoma sSRNA Virus
Endosoma DNA sin metilar Bacterias

La cascada de sefiales intracelulares se inicia con la union del ligando al TLR, lo que lleva
a la dimerizacion de las proteinas TLR que provoca reclutamiento de proteinas adaptadoras
como son MYD88, IRAKs, TRAF6, TAB2 6 TICAML, y éstas a su vez activan quinasas
como MAPK vy factores de transcripcién. Los principales factores de transcripcion
activados son el NF-kB, la proteina de activacion 1 (AP-1), el factor de respuesta al
interferon 3 (IRF3) e IRF7. NF-kB y AP-1 estimulan la expresién de genes que codifican
citocinas inflamatorias como TNF e IL1B, quimiocinas como CCL2 y CCL8 vy las
moléculas de adhesion endoteliales como la selectina. IRF3 e IRF7 promueven la
produccién de interferones tipo |1 (IFNA1 e IFN-B), importantes para las respuestas
inmunitarias innatas antiviricas (ver figura 3y 5) (20), (9), (21).
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Figura 3: Sefales intracelulares de los receptores TLR en los macréfagos. Figura
adaptada de Abbas, 2013.

Todos los TLR, excepto TLR3, envian sefiales a través de MYD88 e inducen una respuesta
inflamatoria. TLR3 transmite sefiales a través de TICAML vy, por tanto, activa IRF3 e
induce la expresion de interferones del tipo I. Por su parte, TLR4 transmite sefiales a través
de MYD88 y TICAML1, y es capaz de inducir los dos tipos de respuestas. TLR3 también
puede producir una respuesta inflamatoria independiente de MYD@88 a través de TICAM1
(ver figura 4) (22), (23).

CD14 es una proteina de membrana que facilita el reconocimiento del LPS por el TLRA4.
CD14 esta ligada al glicosilfosfatidilinositol (GPI) que lo ancla a la membrana
citoplasmatica e interacciona con el TLR, transfiriendo el LPS que esta unido previamente
con una proteina ligadora de LPS (LBP) al LY96, para después activar varias proteinas
adaptadoras y asi dar comienzo a la transducciéon de la sefial (ver figura 4) (24). CD14 es
una proteina multifuncional ya que también facilita el reconocimiento de ligandos por el
TLR2 y TLRS3. Por su parte, TLR4 también reconoce la matriz extracelular degradada y la
proteina nuclear HMGBL, que puede liberarse de las células necrosadas (25), (26).

TLR2 puede reconocer ligandos con diversas estructuras a través de la combinacion con
otros receptores como TLR1 o TLR6 (ver tabla 4). Por su parte, la opsonina MBL2 es
capaz de incrementar los efectos de TLR2 frente a S. aureus dentro del fagosoma. De
hecho, en estudios con ratones deficientes de MBL2 se ha observado una disminucion en la
produccion de citocinas como TNF, CCL5, CXCL2, CCL2, queratinocito quimioatrayente
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(KC) e IFN vy el desarrollo de una septicemia en comparacion con ratones salvajes (27),
(28), (29), (20).

LBP

MYD88, IRAK
TRAF6

complejo I-xB

o factord‘elranscripoi(in,
e IRF3

Figura 4: Interaccion entre TLR4 y LY96 para identificar microorganismos en los
macrdfagos. Figura adaptada de Male, 2013.

Receptores tipo scavenger

Existen otros receptores no opsonicos tipo scavenger, como son MSR1, MARCO (30),
CD163, CD36, y SCARB1(31), que participan en la eliminacion de células apoptdticas,
eritrocitos, colageno (tipo 1y IV), LTA, LDL oxidadas, acido polirribonucleico y LPS. Los
receptores tipo scavenger son capaces de unirse directamente a los microorganismos. Se ha
demostrado que el receptor MSRL1 se une a Escherichia coli favoreciendo su fagocitosis en
células dendriticas (32), también MSR1 se une a la proteina NMB1220 de Neisseria
meningitis en los macréfagos (33), (34) 6 el receptor SCARBL1 que se une a
Mycobacterium tuberculosis en macrofagos. Sin embargo, presentan un papel menor en la
respuesta inmune y tienden a favorecer las respuestas generadas por el estimulo de otros
receptores no opsonicos. Asi que, por ejemplo son capaces de incrementar la produccion
de citocinas en macrofagos infectados con M. tuberculosis (31) o pueden servir para
reducir las respuestas inducidas por la via TLR4-CD14 y asi limitar la liberacion sistémica
de TNF vy el shock séptico resultante (32). Los receptores no opsénicos tipo scavenger
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estan en la superficie celular y sus mediadores intracelulares son desconocidos excepto
para el receptor CD36 que se ha identificado a Lyn y MAP3K2 (9). CD36 es capaz de
ayudar al receptor TLR2 para reconocer a Staphylococcus aureus y M. tuberculosis (8).

Receptores lectina tipo C

Los receptores lectina tipo C son también receptores no opsonicos que se caracterizan por
reconocer hidratos de carbono de microorganismos facilitando su fagocitosis y estimulando
las respuestas inmunitarias adaptativas mediado por el calcio.Todos estos receptores tienen
en comun un dominio glucidico.

El receptor para la manosa MRCL1 es el receptor lectina tipo C més estudiado presente en
la superficie celular. MRC1 es capaz de reconocer p-manosa, _-fucosa y n-acetil-p-
glucosamina presentes en diversos microorganismos como son M. tuberculosis,
Streptococcus pneumonie, Yersinia pestis, Candida albicans, Pneumocystis jiroveci,
Cryptococcus neoformans, HIV, virus de la influenza, virus del dengue y Leishmania.
También es capaz de unirse a otros ligandos para su posterior eliminacion o reciclaje como
son: hidrolasas lisosémicas, mieloperoxidasa, lutropina y coladgeno (35) y ademaés
promueve las respuestas Ty2. Sus mediadores intracelulares son CDC42 y Rho (9).

El receptor CLEC7A contiene un dominio tipo lectina y una estructura tirosinica de
activacion del receptor inmunitario (ITAM) intracelular, que fagocita particulas de (-
glucano presentes en la pared de Candida albicans en forma de levadura, gracias a la
cinasa SYK y CARD?9. Recientemente se ha descrito que contribuye con la respuesta
microbicida del macrofago frente a Leishmania al activar SYK para la produccion de
caspasa 1 e IL1B (36). Ademas se ha descubierto que participa en la diferenciacion del
linfocito T helper.

El receptor CLECAE se asocia a FcRy para inducir sefiales intracelulares a través de SYK,
CARD9 y MAPK para producir diversas citocinas y quimiocinas como son: TNF, CXCL2,
CXCL1 e IL6. CLECA4E vy los receptores TLR también pueden colaborar sinérgicamente
(37), (38).

Otros receptores lectina tipo C descritos en los macréfagos son: CD209 que modula las
sefiales del TLR para promover la transcripcion de varios genes de citocinas, en particular
IL10 y CXCLS8, CLEC4A, CD207 y CLECG6A.

Receptores citosélicos

Los receptores citosolicos macrofagicos son aquellos que reconocen la infeccién o el dafio
celular en el citoplasma. Los dos principales receptores citosolicos son: 1.Los receptores
tipo helicasas (RLH) reconocen ARN bicatenario (dSRNA) que se produce durante la
replicacion viral. Por ejemplo, el receptor RIG-I reconoce el virus de la gripe mientras que
el receptor IFIH1 el virus de la poliomielitis. Ambas helicasas estan asociadas a la
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proteina adaptadora MAVS y activan IRF3 y NF-kB. 2. Los receptores tipo NOD (NLR,
NOD-like receptors) que se unen a nucleétidos y a peptidoglucanos bacterianos. La
transduccion de sefiales de estos receptores se realiza a través de RIPK2 para activar NF-
kB y MAPK (ver figura 5) (39), (9), (40).

peptidoglucano
bacteriano

corto : E e

‘ IFIH1
mitocondria

MAPK
(NFkB)

Figura 5: Receptores citosélicos y sus vias de sefializacion. Figura adaptada de Male, 2013.

La familia NLR se caracteriza por la presencia de un dominio central NACHT que regula
la auto-oligomerizacion; un dominio LRR con repeticiones ricas en leucinas en el extremo
C-terminal implicado en el reconocimiento del ligando y los dominios efectores en el
extremo N-terminal CARD, PYD 0 BIR que regulan la transduccion de sefiales a través de
interacciones proteina-proteina. EI dominio NACHT es el Unico comun a todos los
miembros de la familia NLR; en cambio, los dominios en los extremos N-terminal y C-
terminal pueden variar como se observa en la figura 6. El estudio filogenético permite
distinguir tres subfamilias de la familia NLR tanto en humanos como en ratones que se
denominan: NOD, NLRP e IPAF (ver figura 6) (41).
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Figura 6: Miembros de la familia NLR en humanos y ratones. A. Relaciones filogenéticas
de la familia NLR. Los miembros de la familia NLR en humanos estan expresados en letras mayusculas y los
miembros de la familia NLR en ratones en letras minGsculas. B. Representacion esquematica de los
dominios que constituyen a algunos de los miembros de la familia NLR en humanos. Dominios: BIR;
CARD; FIIND; LRR; NACHT; PYD.Figura adaptada de Schroder, 2010.

Algunos miembros de la familia NLR se dedican a la vigilancia citoplasmatica de PAMP y
patrones moleculares asociados a dafios (DAMP). Los mas conocidos en los macréfagos
son NOD1 que contiene el dominio CARD4 y reconoce el acido p-glutamil-meso-
diaminopimelico (iE-DAP) de las bacterias gram negativas y el receptor NOD2 que
contiene el dominio CARD15 y reconoce el dipéptido muramilo (MDP) procedente de
bacterias gram positivas y gram negativas (9). NOD1 y NOD?2 posterior a la union con el
ligando, reclutan RIPK2 a través de interacciones de los dominios CARD-CARD que
culminan con la activacion del factor de transcripcion NF-kB que impulsa la traduccion de
genes proinflamatorios.

Otros miembros de la familia NRL responden a PAMP y DAMP citoplasmaticos formando
inflamasomas. El inflamasoma es un complejo mutiproteinico que se ensambla en el
citoplasma, activa la caspasa 1 y éste activa a las citocinas proinflamatorias IL1B e 1L18
que pueden desencadenar la muerte celular inflamatoria de la célula infectada por un
mecanismo conocido como piroptosis. La piroptosis provoca la liberacion del contenido
celular e induce la inflamacion.

La composicion del inflamasoma varia dependiendo del estimulo iniciador los cuales
pueden ser: flagelina, dipéptido muramilo, LPS, toxinas formadoras de poros, ARN
bacteriano, ARN virico, amianto, silice, urato monosodico, pirofosfato de calcio,
disminucion de la concentracion de potasio intracelular y especies reactivas de oxigeno.
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Los inflamasomas més conocidos son los generados a partir de NLRP1, NLRP3 (42) (ver
figura 7) elPAF (41), (43), (44), (45).
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Figura 7: Vias de activaciéon del inflamasona NLRP3. (1) Las moléculas de ATP activan el
poro P2X7 y asi permiten la formacion de hemicanales de panexina-1, por los cuales penetran los ligandos
extracelulares y se acoplan a NLRP3. (2) Ligandos de NLRP3 son fagocitados y por sus caracteristicas
fisicas conducen a la ruptura lisosomal. EI NLRP3 detecta el contenido lisosomal en el citoplasma que puede
ser a través de la catepsina. (3) Ligandos de NLRP3 activan la generacidn de especies reactivas de oxigeno y
éste activa la formacidn del inflamasoma. Figura adaptada de Schroder, 2010.

Receptores y fagocitosis de microorganismos

Es importante destacar que la fagocitosis de microorganismos se produce gracias a la
participacion conjunta de los diversos receptores antes mencionados, segun sean bacterias
gram positivas, bacterias gram negativas 60 levaduras que la figura 8 nos ilustra (16).
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Figura 8: Receptores opsonicos y no opsdnicos en los macrofagos. Los microorganismos
seglin sean gram positivos, gram negativos o levaduras son reconocidos por una combinacion de receptores
opsénicos y no opsonicos que generan respuestas inflamatorias en los macréfagos. LBP son proteinas
ligadoras de LPS. Figura adaptada de Stuart, 2005.

Citoesqueleto y modelos de fagocitosis en los macréfagos

El citoesqueleto es una red tridimensional y dinamica formada por microtibulos,
microfilamentos y filamentos intermedios. Las funciones que desempefia el
citoesqueleto en los macréfagos son multiples y vitales, siendo las mas importantes: dar
forma a la célula segun el tejido en que se encuentre, transporte intracelular, participacion
en la division celular y en la fagocitosis (46).

Los microtubulos son estructuras no ramificadas, constituidos por tubulina y que tienen 25
nm de espesor. Tubulina es una proteina globular que se codifica por dos genes y se
traducen en dos proteinas: las tubulinas a y B que forman un heterodimero y es la unidad
estructural de los microtdbulos. Por medio de la polimerizacion de los heterodimeros se
forman protofilamentos, en los cuales se alternan las unidades o y . Trece de estos
protofilamentos configuran la pared de un microtubulo. El punto de partida del sistema de
microtubulos es el centrosoma donde se encuentra una estructura cilindrica llamada
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centriolo formada por nueve tripletes de microtdbulos que se distribuyen de forma radial
por el citoplasma y constituyen las vias para el transporte de vesiculas y para la
estabilizacion de la estructura celular (47).

Los microfilamentos en los macrofagos estan constituidos por abundantes filamentos de
actina y escasos filamentos de miosina. Actina es una proteina globular filogenéticamente
conservada cuyos mondmeros polimerizan formando filamentos que se entrelazan en doble
hélice. Los microfilamentos participan en el mantenimiento de la forma celular, en
procesos dindmicos como el movimiento ameboide y el proceso de fagocitosis (47), (46).

El tercer tipo de componente del citoesqueleto son los filamentos intermedios que tienen
un espesor aproximado de 10 nm. Los filamentos intermedios proporcionan un andamiaje
que integra a los otros componentes del citoesqueleto y organiza la estructura interna del
macrofago (46).

El citoesqueleto y la membrana citoplasmatica tienen una interaccion reciproca. La
membrana es un regulador clave del citoesqueleto, que proporciona sitios de union para los
componentes del citoesqueleto antes mencionados, a través de proteinas de
transmembrana, lipidos e interacciones electrostaticas, y también sirve como la fuente de
sefializacion que controlan la organizacién del citoesqueleto y su remodelacién durante la
fagocitosis. Por el contrario, el citoesqueleto es un factor determinante de las propiedades
biofisicas y bioquimicas de la membrana, incluyendo su forma, tensién, movimiento,
composicion, asi como la movilidad, la divisién celular y el reciclaje de sus componentes
(48).

El elemento clave de la participacion del citoesqueleto en la fagocitosis es la
remodelacién de los filamentos de actina que se produce a través de la sefializacion que
se genera al activarse los receptores presentes en la membrana citoplasmatica. Las
moléculas de sefializacion mas reconocidas son GTPasas pertenecientes a la subfamilia
Rho; tales como, Rac y CDC42 (23) que estimulan a proteinas pertenecientes a la familia
WASP (49), que activan al complejo Arp2/3 para la polimerizacion de los filamentos de
actina por el extremo plus con consumo de energia, en forma de ATP. Los mondmeros de
actina provienen de la despolimerizaciéon de los filamentos por el extremo minus como
podemos observar en la figura 9. Esta remodelacion dirigida de los filamentos de actina
produce los movimientos celulares necesarios para englobar la particula y fagocitarla (50-
51).

En la remodelacion de los filamentos de actina en los macrofagos también se ha descrito
una proteina adaptadora llamada DEF6 que interactia con Rac para provocar la
reorganizacion del citoesqueleto. La sobreexpresion de DEF6 inhibe la habilidad fagocitica
mediada por el receptor IgG FcR al reclutar la proteina DEF6 en la formacion de los
fagosomas tempranos. El reclutamiento de DEF6 en los fagosomas es més eficiente cuando
los macrofagos expresan Racl 6 Rac2. En ausencia de DEF6 se produce un aumento de la
fagocitosis mediada por el receptor FCR, un aumento en la cantidad de filamentos de actina
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alrededor de estos fagosomas, asi como un aumento en la cantidad de proteina Racl
reclutado en el fagosoma (52).

Figura 9: Formacion de filamentos de actina. Polimerizacion y formacion de filamentos de
actina ramificados posterior a la estimulacién de Rac y CDC42. Figura adaptada de Cooper, 2013.

El citoesqueleto y la membrana citoplasmatica participan activamente en las etapas de la
fagocitosis. Moller y colaboradores, presentaron un modelo de fagocitosis macrofagica con
Escherichia coli que se muestra en la figura 10 en la que resaltan la interaccion entre el
microorganismo y los receptores celulares para la formacién de los pseudopodos (53).

Otro posible modelo de fagocitosis es el ofrecido por Masters y colaboradores quienes
estudiaron la tension superficial del macréfago y su repercusion en la fagocitosis de
particulas inertes. Consideran que la tension superficial es un activador de la exocitosis y
éste paso es necesario para completar la fagocitosis. Ademas tomaron en consideracion
otros elementos como el reordenamiento de los filamentos de actina y GTPasas (ver figura
11) (54).

Luego de la fagocitosis los filamentos de actina que rodean al fagosoma se despolimerizan
rapidamente (55), liberando al fagosoma para su maduracion. Los fagosomas pueden
presentar dos tipos de movimientos en el citoplasma, uno lento en la periferia de la célula
mediado por la miosina V y filamentos de actina, que ocurre poco tiempo después de la
fagocitosis y otro rapido que ocurre cuando el fagosoma alcanza el interior de la célula a
través de los microtibulos. Algunas GTPasas transforman GTP en GDP obteniendo
energia para movilizar los fagosomas y fagolisosomas en los microtdbulos como son:
Rab4a, rabfilina 11 y Rab5 (56), (57), (58).
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Figura 10: Modelo de fagocitosis macrofagica de E. coli. La fagocitosis macrofagica de E.
Coli. Se inicia con la interaccion de la fimbria tipo 1 de la bacteria y el receptor de superficie anclado a la
membrana CD48 de los macréfagos (a). EI CD48 se une especificamente a la punta de la fimbria llamado
FimH, que contiene un Unico sitio de unién a manosa en el dominio de lectina. (b) CDC42 induce en los
macro6fagos la formacion de filopodios (57) que son proyecciones citoplasmaticas delgadas que al retraerse
alargan la fimbria bacteriana gracias a que se desenrolla la estructura helicoidal cuaternaria de la fimbria.
Como las bacterias se adhieren fuertemente a las superficies de sustrato a través de enlaces mdaltiples, los
macrdfagos no pueden tirar de las bacterias de la superficie a través de un solo filopodio. (c) Por tanto, para
facilitar la captacion, Racl induce en los macrdéfagos la formacion de prolongaciones de forma laminar y
transitorias, llamados lamelipodios (57), hacia la bacteria para romper secuencialmente los enlaces que
anclan a E. coli a la superficie. (d) Una vez que la bacteria estd completamente levantada de la superficie y se
encuentra en el lamelipodio, se forma una bolsa fagocitica para internalizar la bacteria. Figura adaptada de
Moller, 2013.
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Figura 11: Modelo de fagocitosis en macréfagos de particulas inertes. Después de la union
de la particula inerte a la membrana citoplasmética (i), la sefializacion de PIP3-Racl se activa y la
polimerizacién de actina empuja la membrana del pseuddpodo hacia adelante y alrededor de la particula
durante la primera fase de la extension de los pseuddpodos (ii). La tension superficial de la membrana es
mayor en esta fase debido a la protrusion, provocando un agotamiento de los pliegues de la membrana. En la
transicidn (iii) el aumento en la tensién de la membrana debido a la competencia entre el agotamiento del
area de la membrana y la actividad protrusiva conduce a la desactivacion PIP3-Racl y la reorganizacion de
las fibras de actina en el pseudépodo, asi como la activacion de la exocitosis. En la segunda fase de extension
del pseudopodo (iv), el area de la membrana se incrementa por exocitosis de vesiculas que contienen
proteinas ancladas a GPI. La internalizacion de la particula se inicia cuando la extensién del pseudépodo
envuelve progresivamente la particula mientras entra en el citoplasma de la célula. Después de la inmersion
(v), se inicia la maduracién del fagosoma que posteriormente se fusiona con lisosomas y posiblemente con
compartimientos del reticulo endoplasmatico. Figura adaptada de Masters, 2013.

Mecanismos de control de la fagocitosis en los macroéfagos

Uno de los principales mecanismos de regulacion de la actividad fagocitica de los
macrofagos es a través de la expresidn en sus membranas citoplasmaticas del CD47 que se
une al receptor SIRPA de los macrofagos. El receptor SIRPA presenta una estructura
inhibidora tirosinica del receptor inmunitario (ITIM) que inhibe el inicio de la fagocitosis.

También es bien conocida la capacidad de la interleucina 1L21 de regular la actividad
fagocitica de los macrofagos. 1L21 es producida por linfocitos T CD4, células NK y células
T helper. El receptor para IL21 se localiza en linfocitos T CD4, linfocitos T CDS,
linfocitos B, células NK, macrofagos y células dendriticas, por lo que sugiere que 1L21
participa en un amplio rango de funciones. IL21 inhibe significativamente la expresion de
MRNA inducida por LPS, la expresion de IL1B, TNF e IL6 en macréfagos pero no inhibe
los efectos de IFNG, IL10, CCL5 y CXCL2. IL21 disminuye la expresion de los
marcadores de superficie de CD86, NOS2 y TLR4 en células estimuladas con LPS (59).

Evaluacion de la fagocitosis: in vitro e in vivo

Uno de los ensayos mas utilizados para evaluar la fagocitosis se realiza a través del ensayo
de proteccion con gentamicina. Aungue en un principio este ensayo se disefié para medir
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la actividad bactericida, sucesivas investigaciones demostraron que también es util para
evaluar la fagocitosis.

El ensayo consiste en incubar un cultivo de la célula eucariota que se desee analizar en
presencia de alguna especie bacteriana conocida. Luego se afiade una dosis de
gentamicina que permite eliminar exclusivamente los microorganismos no fagocitados. Se
ha demostrado que la gentamicina no se acumula en el citoplasma de los macréfagos y
que su concentracion intracelular es ain mas baja que la esperada por mecanismos de
difusion simples. Ademas el bajo pH en los fagosomas reducen la actividad bactericida de
la gentamicina y por ultimo las bacterias fagocitadas pueden volverse insensibles al
antibidtico ya que la proteina transportadora del antibiético en su membrana es oxigeno
dependiente y no funciona adecuadamente dentro del fagosoma (60). Posterior al tiempo
de incubacion con gentamicina, se realizan lavados para eliminar las bacterias
extracelulares y el antibiotico; asi que, sélo se conserva el cultivo celular con bacterias
intracelulares. Estas células se incuban nuevamente y finalmente se utilizan diferentes
técnicas para medir la capacidad bactericida (si el tiempo de incubacion total es superior
a 2 horas) o la capacidad fagocitica (si el tiempo de incubacion total es inferior a 2 horas).
El porcentaje de recuperacion de la especie bacteriana empleada se determina por cultivos
de diluciones por lisis de las células fagocitica y del sobrenadante.

El ensayo de proteccién con gentamicina es muy Vvérsatil, ya que se puede modificar las
condiciones de experimentacion como el pH, la temperatura, el tiempo de incubacion
bacteria-célula, concentraciones de O, y CO,. Pueden utilizarse células humanas, animales
o lineas celulares ya conocidas. Pueden utilizarse bacterias con fenotipo salvaje o con
modificaciones génicas. El ensayo también permite estudiar genes especificos o proteinas
que interactGan entre la especie bacteriana y la célula, disefiando modelos experimentales
sin el gen en estudio en la célula y compararlo con la célula salvaje.

Las técnicas complementarias que se utilizan con mas frecuencia para medir la capacidad
bactericida son: A. Quimioluminiscencia: durante la fagocitosis las células producen ROS
gue a su vez reaccionan con sustratos oxidables presentes en los microorganismos,
produciendo intermediarios inestables que liberan energia luminica al regresar a su estado
basal, la cual es medida a través de un lumindémetro y asi se mide la respuesta oxidativa de
los fagocitos ante una variedad de estimulos solubles y particulados. B. Otros métodos
bioguimicos especificos para medir peroxido de hidrogeno, anion superoxido, sintesis de
citocinas como IL1B, TNF o IL6, sintesis y liberacion de éxido nitrico, entre otras
manifestaciones de la actividad bactericida celular (61).

Las técnicas que se utilizan con més frecuencia para medir la capacidad fagocitica son: A.
lisis de las células, cultivo y conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC); B.
medicion por citdbmetro de flujo de la fluorescencia emitida por parte de las células
fagociticas que contienen en su citoplasma bacterias marcadas con un fluorocromo
previamente; C. conteo de las bacterias marcadas con fluorocromo en el citoplasma de los
fagocitos a través del microscopio de fluorescencia.
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Generacion de macrofagos

Como ya se ha mencionado, los macréfagos son células tisulares, por tanto, para realizar
cualquier experimento es necesario utilizar previamente algin método para generar
macrdfagos, que presenten las caracteristicas fenotipicas mas parecidas a los macrofagos
humanos que se deseen analizar. Para ello se pueden utilizar monocitos humanos o de
animales de experimentacidn que son obtenidos a partir de: sangre periférica, médula 0sea,
esplenocitos, peritoneo 6 también se pueden utilizar lineas celulares como THP-1. Luego
se cultivan y/o incuban con diferentes factores que provocan la diferenciacion hacia
macrofagos.

Generacion de macrofagos a partir de sangre periférica: se puede seleccionar los
monocitos de la sangre periférica utilizando una solucién de anticuerpos y separandolos del
resto de los componentes hematicos con un gradiente de densidad y lavados. Finalmente
los monocitos son cultivados en placas con soluciones estandares como RPMI al 10% y
suplementada con los factores de diferenciacion segun el fenotipo de macréfago que se
quiere estudiar.

Generacion de macrofagos a partir de médula 6sea: los agregados de médula 6sea se
disgregan mecanicamente. Luego se resuspenden en tampdn de lisis para lisar las células
rojas y posteriormente sembrarlas en placascon soluciones estandares y suplementarlas con
los factores de diferenciacion (62).

Generacion de macro6fagos a partir de esplenocitos: se homogenizan muestras de bazos
y los esplenocitos se pasan a través de un tamiz para eliminar los residuos. Las células se
resuspenden y se cultivan con soluciones estandares y factores de diferenciacion (62).

Generacion de macrofagos peritoneales: en animales de experimentacion se puede
administrar periodato 6 tioglicolato al espacio peritoneal y asi estimular la generacion de
macrdfagos a partir de monocitos que posteriormente se obtienen a través de un lavado
peritoneal con soluciones estandares.

Generacion de macréfagos a partir de THP-1: suelen utilizarse lineas celulares
conocidas, en especial THP-1que proviene de un paciente masculino de un afio de edad
con leucemia monocitica aguda. Las células THP-1 al ser activadas adquieren
caracteristicas similares a los macrofagos: dejan de proliferar para producir citocinas
proinflamatorias, se adhieren a las superficies de plastico de las placas de cultivo y son
capaces de fagocitar microorganismos. PMA y VD3 son usados cominmente para inducir
diferenciacion en lineas monociticas hacia macréfagos. Daigneault y sus colaboradores
compararon diferentes protocolos y evidenciaron que los macrofagos diferenciados con
PMA presentaron cambios similares a macréfagos derivados de monocitos (MDM) como
son: aumento del radio nuclear, aumento del nimero de mitocondrias y lisosomas,
resistencia a estimulos apoptoticos, niveles mantenidos de la proteina anti-apoptética
dependiente de la diferenciacion MCL-1 y presencia de marcadores de superficie de
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diferenciacion celular similares. Estos macréfagos conservaron una alta capacidad
fagocitica de particulas de latex y expresaron un perfil de citocinas que se asemejaba a
MDM en respuesta a ligandos de TLR, en particular con TLR2 marcados (63). Sin
embargo, otros autores han demostrado que puede diferenciarse THP-1 hacia macrofagos
usando PMA a bajas concentraciones (desde 5 ng/ml). También demostraron que el uso de
dosis elevadas (igual o mayor de 100 ng/ml) produce en la célula diferenciada
sobreexpresion de algunos genes que pueden enmascarar la respuesta celular frente a
estimulos débiles (64).

Por tanto, las condiciones de generacion y diferenciacion de los macréfagos tienen gran
influencia en los fenotipos obtenidos debido a su gran plasticidad (65), versatilidad y
multitud de funciones en las que participan en el sistema inmune.

Fenotipos de los macrofagos

Los macréfagos constituyen las células centinelas en los tejidos y se mantienen inactivos
hasta que son estimulados. Cuando los macrofagos se activan presentan diferentes
fenotipos, que describimos a continuacion.

Los macrofagos M1 se generan al ser estimulados con LPS, TNF, CSF2 o IFNG, lo que se
denomina activacion clasica (ver figura 15) (9). Son efectores proinflamatorios (secretan
IL23A, IL12B, IL1B, IL6 y TNF) y tienen funciones bactericidas. Ademas, los macrofagos
M1 promueven respuestas Tyl al producir IL12B y secretar CXCL9 y CXCL10, que
reclutan selectivamente linfocitos Ty1.

Los marcadores de superficie asociados al fenotipo M1 son: 1. TNFRSF1B que se ha
relacionado con la supervivencia celular, activacion de NF-kB, activacion e incluso
proliferacion en otros tipos de células como los linfocitos T. 2. SLAMF7 que se ha descrito
niveles elevados en macréfagos de pacientes con rechazo de aloinjerto de intestino (66).

Los macrofagos M2 se generan por una activacion alternativa (ver figura 15) y se dividen
en subgrupos: M2a después de la exposicion a IL-4 6 IL13 y producen CCL24, CCL22,
CCL17 y CCL18 que son reconocidos por CCR3, CCR4 y CCR8 y promueven el
reclutamiento de eosinofilos, basofilos y células Tn2; M2b después de la exposicion a
inmuno-complejos en combinacién con IL1B o LPS y producen CCL1 el cual recluta
linfocitos Tregs; M2c después de la exposicion a IL10, TGFB1 o glucocorticoides y
producen CCL16 que recluta eosinéfilos y CCL18 que recluta linfocitos T naive (67) y
M2d se producen en un microambiente tumoral y presentan un perfil M2 ( IL10high —
VEGFA high) pero también exhiben algunas caracteristicas M1 como la expresion de
IFNG, CCL5, CXCL10 y CXCL16 (68).

Estos macrdfagos M2 poseen menos actividad bactericida ya que producen menor cantidad
de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (8), mejoran la eliminacién de los desechos
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celulares, promueven la remodelacion y reparaciéon de tejidos y aumentan la capacidad
para combatir las infecciones parasitarias (69).

Los marcadores de superficie asociados al fenotipo M2 son: 1. CD1A y CD1B que son
glucoproteinas de transmembrana que estructuralmente estan relacionados con el MHC y
median la presentacion de lipidos y glucolipidos de los microorganismos a los linfocitos T.
CD1A se localiza en la membrana plasmatica y es Util para el reciclaje de vesiculas del
sistema endocitico temprano. En cambio, CD1B se localiza en endosomas tardios y
lisosomas a través de una base de tirosina en la cola citoplasmética, y requiere la
acidificacion vesicular para unirse a antigenos lipidicos. 2. CD93 es una glucoproteina de
membrana tipo | implicada en procesos biolégicos como la adhesion, migracion y
fagocitosis. Su cola citoplasmatica intracelular interactda con la proteina miosina la cual
participa en la union de las proteinas transmembrana al citoesqueleto y a su remodelacion.
3. CD226 es una glucoproteina presente en la superficie celular, que en los monocitos
favorece la adhesion al endotelio, pero en los macréfagos M2 esta por definir sus funciones
(66). En modelos murinos se han asociado al fenotipo M2 otros marcadores como son
arginasa 1 (Argl), Chil3 y Retnla (69).

Hay otros fenotipos de macrofagos descritos recientemente como son M4, Mhem y Mox.
M4 se generan después de la exposicion a CXCL4 6 al factor estimulante de colonias de
macrofagos (CSF1) que es un importante factor de crecimiento, diferenciacion y
supervivencia, selectivo para monocitos y macrofagos y es producido por los fibroblastos,
las células estromales, las células endoteliales, el musculo liso y el propio macréfago (8).
Los macrofagos M4 producen CD86 y CD206. Mhem se generan después de la exposicion
a haptoglobina ¢ globulos rojos oxidados y producen CD163; y Mox se generan después
de la exposicion a Ox-PL-PPc (ver figura 12) (69).

Algunos autores han propuesto otra clasificacion de los macréfagos activados de acuerdo
con sus funciones: defensa del organismo, reparacion de heridas y regulacion inmunitaria.
Ademas de estos tres grupos es posible definir numerosos estados funcionales intermedios,
lo que indica que existe un amplio rango de estados de activacion de los macrofagos para
ejecutar muy diversas funciones in vivo (70), (71).

Otro aspecto a tomar en consideracion son las diferencias que existen entre los macrofagos
humanos y muaridos. En ausencia de inflamacion los macrofagos tisulares maridos son
generalmente diferenciados hacia la subpoblacion de monocitos muaridos Gr-1 low
CX3CR1 high CCR2— CD62L-. Estas células se corresponden funcionalmente con la
subpoblacion humana de monocitos CD14+ CD16+ CX3CR1 high CCR2—- CD62L-.
Durante la inflamacion, los macréfagos se activan, se expanden y llegan nuevos monocitos
inmaduros que rapidamente se diferencian a Gr-1 high CX3CR1 low CCR2+ CD62L+ en
maridos 0 CD14 high CD16— CX3CR1 low CCR2+ CD62L+ en humanos (9). También
hay marcadores diferentes como por ejemplo, Argl, que se expresa en macrofagos M2
muridos y no se expresa en macréfagos humanos (72 112).

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Pagina 52



M2a

M1
CD204/
cD301
CD200R cDso
. SRA. CD2 cDs4  MHCIm
\\rl'/ cD183 AN l /. _coss
cozs MWV 7 4 S =
D208 —> < =3 | =
= N ST 2
Lq N =0
l‘// \ T
AR
M2b [ement =
=]
e
CD86 MHCII
A
\'ii;-l, f\/’ L 5
— ~ Y
N E
;':)_, . e
AN
o L
M2c
cD20s SLAM
<l ad
NPV/E

Figura 12: Fenotipos de macro6fagos. Figura adaptada de Labonte, 2014.

Por tanto, los macréfagos presentan gran diversidad funcional. De hecho, existen algunos
factores que contribuyen a esta diversidad funcional y que ain no han sido completamente
definidos. Ademas, cuando se colocan macréfagos idénticos en diferentes microambientes
son capaces de mostrar diferentes funciones en respuesta a un estimulo comdn. Los
macrofagos también son capaces de cambiar su patron funcional en el tiempo a medida que
la respuesta progresa y por ultimo son capaces de volver a su estado original o inactivo una
vez que el estimulo original cesa (73 107).

FAMILIA DE PROTEINAS FAST (FAS-ACTIVATED SERINE THREONINE
PHOSPHOPROTEIN)

La familia de proteinas FAST (Fas-activated serine threonine phosphoprotein), de reciente
descripcion, esta integrada por seis proteinas de origen nuclear denominadas FAST
(considerada el prototipo de la familia por ser la primera en describirse) y FASTKD1-5.

Todas ellas comparten una secuencia de localizacion mitocondrial amino terminal y tres
dominios carboxilo terminal (FAST_1, FAST 2 y RAP). El dominio RAP de
aproximadamente 60 aminoacidos es un dominio de unién a RNA vy esta presente en
numerosas proteinas involucradas en trans-splicing (74). Los dominios FAST 1 (70
aminoacidos) y FAST_2 (90 aminoé&cidos) situados en el extremo carboxilo de todos los
miembros de la familia FAST, tienen funciones desconocidas por ahora (ver figura 13-A).
Las posiciones de los aminoacidos que flanquean estos dominios de proteinas se indican en

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Pagina 53



el anexo A-1. Las proteinas FASTKD tienen baja homologia de secuencia fuera de los
dominios mencionados (ver anexo A-2) (75).

Los genes ortélogos de FAST se encuentran en el antepasado comudn de los vertebrados
como se observa en la figura 13-B. Se identificaron genes ortdlogos de FAST en pez zebra
(Danio rerio), en gallo (Gallus gallus), raton (Mus musculus) y humano (Homo sapiens)
que podemos detallar en el anexo A-3. La homologia de secuencia entre los ortélogos es
entre un 5y un 10% mayor en los dominios FAST_1, FAST_2 y RAP que la observada en
el dominio amino terminal. Algunos ortélogos pueden haber evolucionado
independientemente lo que sugiere que estos genes pueden tener funciones no redundantes
en vertebrados. La restriccion de los miembros de la familia FASTKD a las clases de
animales relativamente recientes, sugiere que estas proteinas pueden modular la regulacion
fina de produccion de energia en la mitocondria (75).
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Figura 13: Estructura primaria de las proteinas FAST y FASTKD1-5. (A) Caracteristicas
de la estructura primaria de las proteinas FAST y FASTKD1-5 en humanos. MTS es la secuencia de
direccionamiento mitocondrial. (B) Arbol circular de las secuencias de las proteinas FAST Y FASTKD1-5 en
humanos (Hsa), ratones (Mmu), pollos (Gga) y pez cebra (Dre). La barra de escala indica la distancia
genética y es equivalente a 0,2 sustituciones por aminoacidos. Figura adaptada de Simarro, 2010.

Las proteinas FASTKD1-5 poseen secuencias de localizacion mitocondrial que fueron
confirmadas por inmunofluorescencia como se observa en la figura 14 (75).
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Figura 14: Localizacion celular de las proteinas FASTKD1-5. Las células COS-7 fueron
transitoriamente transfectadas con plasmidos que codifican proteinas de fusién que consisten en cada uno de
los miembros de FASTKD fusionados en su extremo carboxilo a la proteina fluorescente amarilla (YFP). Las
células fueron tefiidas con anticuerpos antimitocondrial de suero humano (M2) y analizado por
inmunofluorescencia. Se presentan las imagenes individuales (YFP y hMITO) y combinadas (MERGE).
Figura adaptada de Simarro, 2010

La distribucion tisular de los transcritos de FASTKD1-5 fueron analizados en trece
tejidos humanos y once tejidos de ratones mediante reaccién en cadena de la polimerasa a
tiempo real cuantitativa (QRT-PCR) como se observa en la figura 15. Aunque todos los
miembros de la familia FASTK se expresan de forma ubicua, algunos son particularmente
abundantes en tejidos ricos en mitocondrias como el corazén, musculo esquelético y tejido
adiposo pardo (75).
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Figura 15: Distribucion tisular de los genes de FASTKD1-5 en humanos y ratones.
Distribucion tisular de los genes de FASTKD1-5 en humanos (panel superior) y ratones (panel inferior). Los
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resultados son expresados en relacién con el nivel de mRNA en el pulmén. Figura adaptada de Simarro,
2010.

Los genes que codifican a los miembros de la familia FASTKD en humanos se encuentran
en diferentes cromosomas que detallamos en la tabla 5.

Tabla 5: Localizacién de los genes de cada miembro de la familia FAST en los
cromosomas de la especie Homo sapiens

Familia FAST Localizacion en los cromosomas humanos
FAST 7935
FASTKD1 2031
FASTKD2 2033.3
FASTKD3 5p15.31
| FASTKDA4 7p13 |
| FASTKD5 20p13 |

Las funciones biolégicas y los mecanismos moleculares de cada miembro de la familia
FAST se estan describiendo y estudiando activamente en estos Ultimos afios, las cuales
detallaremos a continuacion.

FAST

FAST es una proteina multifuncional localizada en el nucleo celular, el citoplasma y las
mitocondrias (76), (77), (78); ademas de ser la mas estudiada de esta nueva familia. Las
primeras descripciones se hicieron hacen unos 20 afios aunque los hallazgos mas
significativos han sido descritos recientemente y abarcan diferentes funciones
intracelulares.

En el citoplasma, FAST se localiza en los granulos de estrés y se encarga de modular la
traduccion de proteinas (75) mediante su interaccidn con el represor intracelular de células
T (TIA-1). TIA-1 inhibe la produccién de mediadores proinflamatorios que incluyen TNF,
IL1B, IL6, ciclooxigenasa 2 y metaloproteinasa 13. Mediante la inhibicién de la actividad
de TIA-1, FAST promueve la traduccion de estos mediadores (ver figura 16). Por tanto,
FAST y TIA-1 tienen funciones antagonicas que ayudan a determinar si las células viven o
mueren.
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Figura 16: Esquema representativo de la funcion de FAST en los granulos de estrés
citoplasmaticos.

FAST y TIA-1 estan también en el ndcleo celular donde regulan el splicing alternativo de
exones flanqueados por secuencias de reconocimiento con empalme débil. FAST
promueve la inclusion del exén 6 del mRNA del receptor Fas/CD95. El transcrito de Fas
que incluye el exdén 6 da lugar a un receptor transmembrana que promueve la apoptosis,
mientras que el transcrito sin el exdn 6 a un receptor soluble que inhibe la apoptosis (ver
figura 17) (79).

También se ha descrito que FAST promueve la inclusion del exon I11b en el mMRNA del
receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2). FGFR2 se puede producir a
partir de dos transcritos que incluyen uno de los dos exones adyacentes y mutuamente
excluyentes (I1lb o Illc) que codifican receptores con distintas propiedades de union a
ligando. La variante FGFR2 Illb es un receptor que participa en el mantenimiento del
crecimiento y diferenciacion de las células epiteliales sensible a andrégenos. La variante
FGFR2 llic es critica para la organogénesis y la progresion del cancer de prostata. La
inclusion del exon I11b depende de un potenciador intronico del empalme rico en uridina
Ilamado I1AS1 localizado inmediatamente después del exén Illb. FAST no se une
directamente a IAS1, sin embargo, permite a U1-snRNP unirse en el sitio de empalme 5’
al interactuar con otros factores de union de IAS1. De hecho, se ha encontrado que los
ultimos 188 aminoacidos de la proteina FAST son absolutamente necesarios para la
inclusion del exon IlIb en el transcrito de FGFR2. Ademas, FAST se une a otros
reguladores de splicing como son: HNRNPK, KHDRBS1, TIAL1 y SF3B4 (SAP49) como
se observa en la figura 17 (78).
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Figura 17: Esquema representativo de la participacion de FAST en el nucleo para
regular el splicing alternativo.

Recientemente se ha descrito la importancia de la proteina FAST en la respuesta inmune
innata. Para ello, se generaron ratones modificados genéticamente que carecen del gen que
codifica FAST (FAST KO) como se explica en material y métodos.

FAST esta sobreexpresado en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
atopia, asma, diabetes tipo |, esclerosis multiple, artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico (80-81). Para comprender el papel de FAST en estas patologias se eligio el
modelo de inflamacion pulmonar alérgica en ratones porque utiliza un alérgeno
clinicamente relevante con adyuvantes enddgenos que rompen la tolerancia de la barrera
mucosa. Este protocolo da como resultado una inflamacién de las vias aéreas asociadas a
respuestas Ty2 caracterizada por la presencia de linfocitosis, eosinofilia, neutrofilia e
hiperplasia de células caliciformes a nivel broncovascular. Los ratones WT y FAST KO
fueron expuestos al extracto de polvo de &caros comunes (HDM) intranasal. Se observo
que FAST no modula la inducciédn de respuestas T2 ni la inflamacion alérgica de las vias
respiratorias; sin embargo es necesario para el reclutamiento de los neutréfilos en los
pulmones inflamados (77).

También se utilizé un modelo de dafio pulmonar agudo inducido por LPS en ratones WT y
FAST KO; donde se observa que la inflamacion pulmonar fue significativamente menor en
los ratones FAST KO en comparacion con los ratones WT, con gran reduccién en el
namero de neutrofilos en el lavado broncoalveolar como se observa en la figura 18-A y
que se confirma con el analisis histoldgico del tejido pulmonar y espacios alveolares que se
observan en las figuras 18-B.
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Figura 18: Inflamacion pulmonar en ratones WT y FAST KO tratados con LPS. (A)
Namero total de células (TCN) y de neutréfilos (NEU) en lavado broncoalveolar de ratones WT (barras
negras) y FAST KO (barras blancas) tratados con LPS (n= 10 ratones por cada grupo). **p<0.01. (B) Imagen
histolégica de parenquima pulmonar y espacios alveolares en ratones WT y FAST KO tratados con LPS. Los
neutrdfilos fueron tefiidos de rojo y detectados con el sustrato cloroacetato esterasa (magnificacion de 340 del
original). La barra de la escala es de 10 um. Figura adaptada de Simarro, 2010.

Esta reduccion en el nimero de neutrofilos se debe a que FAST ejerce sus efectos
proinflamatorios dentro del pulmén. Estos efectos proinflamatorios se observan cuando se
cuantifican las citocinas TNF, IL6 e IL23A, las quimiocinas CXCL2 y KC en el lavado
broncoalveolar como se observa en la figura 19. Sin embargo, los neutréfilos WT y FAST
KO no presentan diferencias en: A. el nimero absoluto y relativo en sangre periférica; B.
actividad quimiotactica hacia el tejido infectado; C. supervivencia y apoptosis en el tejido
infectado y D. produccion de ROS. Por tanto, estos efectos proinflamatorios dentro del
pulmon se deben a otras células presentes en el tejido que a través de la generacion de
ratones quimericos se planted que sean células hematopoyéticas presentes en el tejido
previo a la infeccion como son los macréfagos alveolares y las células dendriticas (77).
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Figura 19: Niveles de citocinas y quimioatrayentes en el lavado broncoalveolar de

ratones WT y FAST KO. Niveles de diferentes citocinas y quimioatrayentes en el lavado
broncoalveolar de los ratones después de 20 horas de la instilacion intranasal de LPS. Las barras negras
representan a los ratones WT y las barras blancas representan a los ratones FAST KO. *p<0.05; **p<0.01;
***p<(0.001. Figura adaptada de Simarro, 2010.

También en otro modelo murino de artritis se observo que se producia menos inflamacion
articular, erosion 6sea y del cartilago en ratones KO comparado con ratones WT (ver
figura 20). Es posible que FAST contribuya con la patogénesis de la artritis al inhibir a
TIA-1 que induce la represion de citocinas proinflamatorias (ver figura 16) (82).

Existen varios articulos que asocian la sobreexpresion o la baja expresion de FAST con
diversos tumores malignos que comentamos a continuacion:

Céancer de pancreas: El adenocarcinoma ductal maligno de pancreas que representa el
90% de los tumores pancredaticos y el carcinoma mucinoso papilar intraductal presentan
sobreexpresion de FAST en el andlisis de inmunohistoquimica. Cuando se realiza el
analisis de siRNAs con reduccion de la expresion de FAST se observa que varios genes
presentaron una disminucion significativa en sus niveles de transcriptos como son:
MAPK3, MAPK12, MAPK13, PLAU, MMP9, BCL-2, EGFR, el protooncogen MET, IL6
y el antigeno carcinoembrionario (CEA), todos ellos conocidos por estar asociados con la
agresividad clinica en el cancer de pancreas (83).

Céancer epitelial de ovario: Cisplatino es un quimioterapico usado en el cancer epitelial de
ovario que interfiere con la mitosis celular favoreciendo la apoptosis. Algunas lineas
celulares tumorales como OVCAR-3 y SKOV-3 son resistentes al cisplatino. Sin embargo,
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se ha descrito recientemente que la linea celular SKOV-3 sobreexpresa FAST cuando se
administra cisplatino aumentando la apoptosis celular por un mecanismo no descrito (84).
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Figura 20: Evaluacién histolégica de un modelo murino de artritis. Score histoldgico de
inflamacién sinovial. Las barras negras representan a los ratones WT y las barras blancas representan a los
ratones FAST KO **p<0.01. Figura adaptada de Simarro, 2015.

Astrocitoma: Los micro RNA (miRNAs) son cadenas de RNA enddgenas no codificantes
formadas por 19-24 nucledtidos los cuales modulan la expresion génica. Se ha descrito
recientemente que el miR-106a-5p regula la expresion de FAST a través de un mecanismo
postranscripcional y alterando la estabilidad de su mRNA. Pacientes con astrocitoma
presentan bajos niveles de miR-106a-5p y ello favorece la sobreexpresion de FAST, el cual
contribuye a un estado antiapoptatico en las células tumorales. El analisis de supervivencia
de Kaplan Meier mostr6 que la baja expresion de miR-106a-5p y la elevada expresion de
FAST se asocian con peor supervivencia en pacientes con astrocitoma (85).

Un articulo bastante interesante sobre FAST sea el publicado por Loh y colaboradores
donde describen que en un modelo de regeneracion de neuronas dopaminergicas
observaron que la ausencia de FAST incrementa la formacién de neuritas, es decir,
cualquier expansién del soma de una neurona, ya sea una dendrita 0 un axén en cultivos de
células nerviosas inmaduras, ya que en estos cultivos es dificil distinguir el caracter de
dendrita 0 axon de la proyeccion neuronal (86).

Aunque lo publicado hasta ahora se refiere principalmente a las funciones bioldgicas de
FAST, aun quedan por aclarar muchos aspectos.

FASTKD1

La expresion de mRNA de FASTKDL1 en los tejidos humanos experimentados se observa
principalmente en corazon, cerebro, testiculo y tiroides (ver figura 15). Se ha descrito que
en pacientes con cancer de endometrio presentan sobreexpresion de FASTKDL1 en el
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analisis de microarray (87). También se ha asociado la expresion génica de FASTKD1 en
leucemia linfobl&stica aguda con peor pronoéstico clinico (88).

FASTKD2

La expresion de mRNA de FASTKD2 en los tejidos humanos analizados se observa
principalmente en tiroides, grasa parda, corazon y ovario. En tejidos de ratones es
[lamativa la expresion de FASTKD2 en testiculo, grasa parda y corazén (ver figura 15). Se
ha descrito recientemente en dos hermanos una encefalomiopatia que se caracteriza por
presentar retraso en el desarrollo, hemiplejia, convulsiones y atrofia asimétrica del cerebro;
cuya fisiopatogenia se asocié a un descenso de la actividad de la citocromo C oxidasa en
musculo esquelético y a una mutacion del gen KIAA0971 que codifica la proteina
FASTKD2 que localizan en la membrana interna mitocondrial. La mutacion hallada en
estos hermanos es homocigota y consiste en el cambio del nucléotido citosina por timina
en la posicién 1246, que cambia el coddn original CGA por un coddn de terminacion TGA,
a diferencia de sus padres que eran heterocigotos. Este cambio de codon provoca la
finalizacion prematura de la proteina FASTKD2, por lo que se pierden 278 residuos de
aminoéacidos carboxilo terminal que incluyen dos dominios transmembrana y los dominios
FAST 1y FAST_2 como se observa en la figura 21. La funcion de FASTKD2 no pudo
ser aclarada pero se sugirié que participa en la regulacion de la produccion de energia en
las mitocondrias (89).
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Figura 21: Caracteristicas géenicas de FASTKD2. (A) Analisis de la secuencia del exén 7 del
gen KIAA0971 presentando el cambio en el ¢.1246C/T en los pacientes enfermos (homocigoto T), sus padres
(heterocigotos C/T) y el control (homocigoto C).(B) Estructura esquematica de la proteina FASTKD2. TP
indica el sitio de escisién; TM indica la ubicacion de los dominios transmembrana. Una flecha roja indica la
posicion de la mutacion R416X.

Otras mutaciones sin sentido de FASTKD2 han sido identificadas en un grupo de pacientes
con ataxias hereditarias. Las variantes heterocigotas de FASTKD2 se producen por las
mutaciones en ¢.149A4G:p.Lys50Arg, el cual esta altamente conservado; y en c.-66A4G
que predice modificaciones en el splicing alternativo del exon 1 (90).
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En otro articulo se describe que los genes proapoptdticos FASTKD2 y BNIP3L y los genes
antiapoptoticos TNFAIP8 y BCL2L2 se encontraron sobreexpresados en subcultivos de
células madre provenientes de cordon umbilical humano. Plantean que se produce un
equilibrio en la expresion de estos genes que permite que las células madre sobrevivan en
los subcultivos. Proponen que FASTKD2 puede desemperiar un papel en la regulacion de
la apoptosis via mitocondrial (91).

De modo similar, en otro articulo donde se realizan analisis de microarrays en lineas
celulares de cancer de mama detectan que el complejo DIF-1 reprime al gen FASTKD2,
mediante inmunoprecipitacion de la cromatina y asi se previene la apoptosis de las células
cancerigenas (92). Cuando DIF-1 es inactivado por NRIF3, se produce una desrepresion de
FASTKD2 que provoca apoptosis aproximadamente unas 6-8 horas después de su
expresion en células cancerigenas de cerebro y prostata (93).

Aparte de los hallazgos en enfermedades cancerigenas, también se estdn encontrando
hallazgos en enfermedades degenerativas del sistema nervioso central. EI Alzheimer se
caracteriza por déficits en las tasas metabdlicas cerebrales de glucosa en el giro congulado
posterior y precuneo, décadas antes de la aparicién de los déficits cognitivos medibles.
Teniendo en cuenta el papel de los astrocitos en el almacenamiento de energia y la
inmunidad del cerebro, se caracterizo el transcriptoma de los astrocitos y se identificé que
FASTKD2 estd poco expresado en Alzheimer (94). Otro estudio gendmico descubrié una
nueva asociacion de un polimorfismo en el gen de FASTKD2 (rs7594645-G) con un mejor
rendimiento de la memoria. Este efecto neuro protector muestra un mayor volumen del
hipocampo, mayor densidad de materia gris y disminucion de los niveles de los mediadores
de apoptosis en el liquido cefalorraquideo. Estos hallazgos plantean que FASTKD?2
participa en la modulacion de la neurodegeneracion y sugieren mecanismos potenciales
para las terapias para combatir la pérdida de memoria en el envejecimiento cognitivo
normal y la demencia (95-96).

FASTKD3

La expresion de mRNA de FASTKD3 en los tejidos humanos analizados se observa
principalmente en higado, tiroides, cerebro, bazo, testiculo y ovario (ver figura 15). En el
2010 se describié que FASTKD3 es una proteina mitocondrial esencial para la respiracion
celular, posiblemente a través de su interaccion con proteinas implicadas en los complejos
mitocondriales, sin alterar el ensamblaje de los supercomplejos mitocondriales (75).

FASTKD4

La expresibn de mRNA de FASTKD4 en los tejidos humanos analizados se observa
principalmente en grasa parda, corazén, testiculo, cerebro e higado (ver figura 15).Se ha
descrito recientemente como FASTKD4 participa también en el funcionamiento génico
mitocondrial (97).
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FASTKD5

La expresion de mRNA de FASTKD5 en los tejidos humanos analizados se observa
principalmente en grasa parda y corazén (ver figura 15). FASTKDS5 también participa del
funcionamiento génico mitocondrial del RNA (98).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar el impacto de FAST en la capacidad fagocitica y bactericida de los
macrofagos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar la capacidad de fagocitar bacterias de los macréfagos procedentes de
ratones silvestre y los ratones deficientes en FAST.

2. Comparar la actividad bactericida de macro6fagos procedentes de ratones silvestre y
ratones deficientes en FAST.

3. Estudiar los mecanismos moleculares responsables de las diferencias observadas.

4. Evaluar si los resultados obtenidos en macrofagos de raton son trasladables a los

macrofagos humanaos.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Los ratones C57BL/6 silvestre (WT) y ratones C57BL/6 deficientes en la proteina FAST
(KO) son alimentados y mantenidos en jaulas estériles (4-5 ratones por jaula) en una
habitacion del animalario de la Facultad de Medicina de Valladolid con un ciclo de
luz/oscuridad estandar (12 horas luz/12 horas oscuridad). Los ratones utilizados en todos
los experimentos fueron de 8 a 12 semanas de edad con un promedio de peso de 18-20 g.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo una campana de flujo laminar usando las
precauciones asepticas. EI uso de los ratones para esta Tesis Doctoral fue revisado y
aprobado por el Comité de Etica en Experimentacion y Bienestar Animal (CEEBA) de la
Universidad de Valladolid.

Generacion de ratones C57BL/6 deficientes en la proteina FAST

Se generaron ratones modificados genéticamente que carecen del gen que codifica FAST
(FAST knockout, FAST KO) como se observa en la figura 22. El gen de FAST contiene
10 exones que abarcan 4,3 kb (ver figura 22-A). Se disefi6 un vector dirigido para sustituir
el gen FAST con un casete de expresion flanqueado por neo-loxP utilizando secuencias
aisladas de las células derivadas del DNA genomico llamada W4/129S6 ES. Este vector se
transfecté en las células W4/129S6 ES para seleccionar integrantes estables que se
identificaron utilizando la técnica Southern blotting (ver Anexo A4-B) y PCR (ver Anexo
A4-C). Los clones de celulas ES fueron inyectadas en los blastocistos de los ratones
C57BL/6J (B6) para generar quimeras (ver figura 22-B). Después de la transmision de la
linea germinal se cruzaron con ratones hembras B6, luego la progenie resultante fueron
criados con ratones transgénicos para eliminar el casete neo. Los ratones FAST KO se
retrocruzaron con ratones B6 durante 12 generaciones. De los ratones FAST KO se
prepararon fibroblastos para confirmar que no expresan mRNA de FAST (ver Anexo A4-
D) o proteinas (ver Anexo A4-E) (77).
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Figura 22: Generacion de ratones FAST KO. (A) Estrategia génica utilizada. La eleccion
correcta elimind FAST, reemplazdndolo con un casete flanqueado por neo-loxP. El casete se elimina
mediante cruces con ratones Ella-Cre. Los exones estan indicados en cajas negras. E, Ecl 1361l; H, Hindlll;
K, Kpnl; N, Notl; neo, casete con el gen de resistencia a neomicina; Sl, Sacl; X, Xhol; A, sitio loxP. (B)
Representacion de los diferentes pasos para generar ratones FAST KO. Explicacion en el texto.

Genotipado de los ratones

Se realiz6 el genotipado de los ratones C57BL/6 WT y ratones C57BL/6 FAST KO para
confirmar su fenotipo (ver figura 23). Para ello se extrajo el DNA a partir de las colas de
los ratones. Para la obtencion de DNA gendmico, las colas se incubaron en buffer de lisis
(Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,5%) con proteinasa K (300 pg/ml)
durante 1 hora a 56°C. EI DNA se precipit6 afiadiendo al lisado 600 pl de etanol absoluto y
20 pl de NaCl a 5M. Se incubd la mezcla durante 20 min a -20°C y se centrifugaron los
viales a 15.000 rpm durante 20 minutos. Se retir0 el sobrenadante y el DNA genémico
precipitado se lavo con etanol al 70%. Se volvié a centrifugar y el pellet de DNA se
resuspendié en un buffer Tris 10 mM, EDTA 1mM. El DNA se amplificoé mediante 32
ciclos de PCR de 15 sa 95°C, 30 s a58°C y 60 s a 72°C. Los ratones se genotiparon con
los oligonucledtidos:
e WT sentido 5> GTGAATGACCTCAGGCTTAAC 3’ y
e WT antisentido 5> AGAGAGCAGGATTCGAAGCAT 3’ para amplificar el alelo
WT
e KO sentido 5> CTCGAGGTCGACGGTATCGATA 3’y
e KO antisentido 5> AATCTTCACTGAGCGAGAAATG 3’ para amplificar el alelo
FAST KO.
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Figura 23: Genotipado de los ratones. Analisis de Northern de mRNA de DNA gendmico de la
cola de los ratones WT y FAST KO.

Cepas de Bacterias

Se utilizaron tres cepas bacterianas (dos cepas de bacilos gram negativos y una cepa de
cocos gram positivos). Escherichia coli DH5-a y BL21 provenian de Invitrogen (Life
Technologies, Carlsbad, CA) y la cepa Staphylococcus aureus Cowan 1 provenia de la
American Type Culture Collection (ATCC 12598).

Obtencion de macrdfagos peritoneales

Los animales fueron estimulados con 2 ml del medio tioglicolato de Brewer estéril al 3%
por via intraperitoneal. Cinco dias después, fueron anestesiados con isoflurano vy
sacrificados por dislocacion cervical. Se colect6 el exudado de células por lavado de la
cavidad peritoneal con 8 ml de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) a 4°C. El exudado obtenido se
centrifugé a 1200 r.p.m. durante 5 minutos; el pellet se resuspendié en 20 ml de medio
completo: RPMI con Glutamax | (Gibco) con SFB al 10%, 100U/ml de penicilina G, y 100
pg/ml estreptomicina (Gibco).

La viabilidad celular se evalud por exclusién con azul de tripano (Sigma) y las células se
contaron con una camara de Neubauer utilizando un microscopio invertido Leica. La
concentracion celular se ajusté a 1x10° macréfagos/ml. Sembramos los macréfagos a una
densidad de 2x10° macréfagos por pocillo suspendidas en 2 ml de medio completo en
placas de 6 pocillos. Las células se incubaron a 37°C en atmosfera humeda y 5% de CO,
durante 24 horas antes de realizar los experimentos.

Diferenciacion de monocitos humanos a macrofagos

La linea celular THP-1 procede de un varén de un afio con leucemia monocitica aguda y
las hemos empleado como modelo de monocitos humanos. Estas células presentan un
comportamiento caracteristico al ser activadas con 12-miristato 13-acetato de forbol
(PMA) en virtud del cual adquieren caracteristicas similares a los macréfagos: dejan de
proliferar para producir citocinas proinflamatorias, se adhieren a las superficies de plastico
de las placas de cultivo y son capaces de fagocitar microorganismos.
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La linea celular THP-1 fue mantenida en el medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
SFB, GlutaMAX-1 y 2-mercaptoetanol (0.05 mM). Para diferenciar las células THP-1 a
macrofagos, sembramos las células a una densidad de 250.000 células por pocillo
suspendidas en 2 ml de medio completo con PMA a una concentracién de 100 ng/ml (en
placas de 6 pocillos). Las células se incubaron a 37°C en atmosfera humeda y 5% de CO,
durante 72 horas.

Silenciamiento génico mediante RNA de interferencia

En los ultimos afios, el RNA de interferencia se ha convertido en una herramienta
altamente especifica y de gran potencia para silenciar genes diana. Nosotros hemos
utilizado la tecnologia de RNA interferente pequefio (SIRNA) para silenciar la expresion de
FAST en macrofagos derivados de células THP-1. Los siRNAs fueron obtenidos de
Ambion (actualmente absorbida por Invitrogen) y son de tipo Silencer Select.

Los oligo Silencer Select representan una nueva generacion de siRNAs disefiados por un
nuevo algoritmo generado por Ambion que permite identificar las secuencias mas potentes
y asegurarse que son especificas para el gen diana. Ademas introduce modificaciones
quimicas (modificacion lock nucleic acid, también Illamada RNA inaccesible) que reducen
los efectos secundarios de los SIRNAs.

Los siRNAs usados fueron los siguientes:
e Control negativo catadlogo 4390843
e FAST#1 corresponde a un oligo Silencer Select validado con catalogo s21478
proveniente de Ambion (Life Technologies Ltd, Paisley, UK).
e FAST#2 corresponde a un oligo Silencer Select validado con catadlogo s21479
proveniente de Ambion (Life Technologies Ltd, Paisley, UK).

Ambos siRNAs se han obtenido de forma liofilizada y anillada, y se han resuspendido en
agua libre de RNasas a una concentracion de 10 uM. Para la transfeccion de los siRNAs
usamos los reactivos de Lipofectamine® 2000 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. A continuacion detallo el protocolo que hemos seguido:

Material y reactivos:
e “LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent” de Invitrogen.
e Medio Opti-MEM de Invitrogen sin antibidticos.
e Suspension de siRNA.
e Medio de cultivo completo.

Procedimiento:
1. Transfectamos los macréfagos derivados de células THP-1 tras tratamiento con
PMA. Las células THP-1 dejan de proliferar después del tratamiento con PMA por lo que
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habia una densidad aproximada de 250.000 células por pocillo (en placas de 6 pocillos) y
las células estaban entre el 30-50% de confluencia, que es lo recomendado.

2. Lavamos dos veces los pocillos con 2 ml de medio completo para eliminar PMA 'y
finalmente dejamos 2 ml de medio completo en cada pocillo. EI medio completo habia sido
previamente precalentado a 37° C.

3. Diluimos 1,2 ul de cada siRNA con 200 pl de Opti-MEM.

4. En otro tubo mezclamos 2,5 ul de Lipofectamina 2000 con 200 ul de Opti-MEM.
Esperamos 5 minutos.

5. Mezclamos el contenido de ambos tubos, agitamos y esperamos 20 minutos (no
mas de 30 minutos).

6. Afadimos 400 pl de la mezcla a cada pocillo de placa de 6. La concentracion final
del siRNA en cada pocillo era de 5 nM.

7. Homogeneizamos la suspensién moviendo la placa en cruz.

8. Esperamos 48 horas antes de realizar los experimentos.

Ensayo de Fagocitosis

Para estudiar la capacidad fagocitica de los macrofagos de ratones WT y ratones KO, asi
como la de los macréfagos derivados de células THP-1 en los que se ha silenciado la
expresion de FAST respecto a las células control, se utiliz6 la técnica de citometria de
flujo. El citdbmetro de flujo es un aparato que permite caracterizar e incluso separar
diferentes poblaciones celulares in vitro mediante el uso de anticuerpos monoclonales
marcados con fluoresceina frente a los marcadores de superficie especificos. La citometria
de flujo permite utilizar varios fluorocromos a la vez. Las células marcadas pasan a través
de un haz de un laser que detecta su capacidad para dispersar la luz y la fluorescencia que
emiten. Para los ensayos de fagocitosis se realizo el siguiente protocolo:

Material y reactivos:
e Cepas bacterianas de Escherichia coli DH5a, Escherichia coli BL21 y
Staphylococcus aureus Cowan 1
e Medio Luria-Bertani (LB)
e Medio RPMI 1640
e Tampdn fosfato salino (PBS)
e Citémetro de flujo

Procedimiento:
Preparacion de la suspension bacteriana:

1. Se tomaron colonias individuales de las cepas bacterianas de interés, pasandolas a 2
ml de medio liquido LB, y se incubaron a 37° C en agitacion (200 r.p.m.) durante 12 horas.
2. Se leyo la absorbancia a 600 nm de una dilucion del cultivo bacteriano. Una

densidad 6ptica de 1 equivale aproximadamente a 10° unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml.

Inactivacion y tincion de la cepa bacteriana:
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1. Se transfirieron el equivalente a 10° UFC de la cepa de interés en un tubo eppendorf
de 1,5 ml estéril y se centrifug6 la suspensién a 12000g durante 2 minutos a 4° C. Se
elimind el sobrenadante con ayuda de una pipeta dejando el pellet lo mas seco posible y se
resuspendieron las células en 1 ml de PBS. Centrifugamos de nuevo a 1.700 g durante 10
minutos a 4° C. Se repiti0 este lavado dos veces y se resuspendieron las células
nuevamente en 1 ml de PBS.

2. Inactivamos las bacterias sometiéndolas a calor: 60 minutos a 80° C.

3. Centrifugamos la suspension de bacterias inactivadas a 12.000 g durante 2 minutos
y eliminamos el sobrenadante con ayuda de una pipeta.

4. Resuspendimos el pellet bacteriano en 1 ml de una solucion FITC (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO) a una concentracién de 0,1 mg/ml en PBS y dejamos incubar a 37°C
durante 30 minutos.

5. Centrifugamos de nuevo a 12.000 g durante 2 minutos y resuspendimos el pellet
bacteriano en 1 ml de PBS. Se repitid este lavado 3 veces y se resuspendieron las bacterias
inactivadas en PBS a una concentracién de 1x10'%/ml para el ensayo de fagocitosis.

Se utilizaron también en los ensayos de fagocitosis cepas de Escherichia coli (DH5-a. y
BL21) genéticamente modificadas que expresan la proteina verde fluorescente (GFP) que
se obtuvieron mediante la introduccion de un pldsmido basado en pUC que lleva un gen
GFP (resistente a la ampicilina) en bacterias quimicamente competentes.

Ensayo de fagocitosis in vitro:

1. Agregamos 2 ml de RPMI 1640 de una suspension de bacterias inactivadas y
tefiidas con FITC 06 cepas que expresan GFP, equivalente a 100 bacterias por macréfago, a
los cultivos de macro6fagos murinos y de macréfagos derivados de THP-1. Los pocillos se
habian lavado previamente dos veces con RPMI 1640.

2. Se incubaron a 37°C en atmosfera himeda y 5% de CO; durante 1 6 2 horas.

3. Lavamos 3 veces los pocillos con 2 ml de PBS a 4 °C para eliminar las bacterias no
ingeridas.

4. A continuacion afiadimos 1 ml de una solucién azul de tripano al 4% (0.2 mg/ml)

(Sigma) durante 1 minuto a cada uno de los pocillos para eliminar la sefial de bacterias
tefiidas con FITC adheridas al macréfago que no han sido ingeridas.

5. Aspiramos la solucion azul de tripano y lavamos 3 veces los pocillos con 2 ml de
PBS para eliminar los restos de azul de tripano.

6. Despegamos con un raspador las células adheridas al plastico de los pocillos, las
transferimos a un tubo de plastico y las fijamos con paraformaldehido al 3.7% en PBS.

7. Se realizo6 la lectura de los macr6fagos en suspension en el citdmetro Gallios de
Beckman Coulter. Las bacterias tefiidas con FITC también se contaron en un microscopio
de fluorescencia.

Para cuantificar con mas precision las posibles diferencias calculamos el indice de
fagocitosis (phagocytic index, PI) que tiene en cuenta no sélo el porcentaje de células
fagociticas sino la intensidad de fluorescencia de las células positivas para FL-1. La
intensidad de fluorescencia estima el nimero de bacterias fagocitadas. El PI se calcul6 con
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la siguiente formula: PI= % de células positivas x intensidad de fluorescencia de las células
positivas. Las bolas de latex marcadas con fluoresceina se utilizaron como control de
ingesta de particulas inertes. La fagocitosis también se comprobd mediante microscopia de
fluorescencia.

Ensayo de fagocitosis in vivo:

1. Inyectamos a los ratones por via intraperitoneal con 8x10° bacterias de Escherichia
coli DH5-a tefiidas con FITC.

2. Sacrificamos los ratones una hora después de la inyeccion intraperitoneal y se
recolectaron muestras de lavado peritoneal.

3. Centrifugamos las muestras de lavado peritoneal, descartamos el sobrenadante y
nos quedamos con las células peritoneales.

4. Lavamos 3 veces con 2 ml de PBS a 4 °C para eliminar las bacterias no ingeridas. A

continuacion afiadimos 1 ml de una solucion azul de tripano al 4% (0.2 mg/ml) (Sigma)
durante 1 minuto para eliminar la sefial de bacterias tefiidas con FITC adheridas al
macréfago que no han sido ingeridas.

5. Aspiramos la solucion azul de tripano y lavamos 3 veces los pocillos con 2 ml de
PBS para eliminar los restos de azul de tripano.

6. Fijamos los macrofagos con paraformaldehido al 3.7% en PBS.

7. Se realizo la lectura de los macrofagos en el citometro Gallios de Beckman Coulter

en el Servicio de Citometria de Flujo del Instituto de Biologia y Genética Molecular. Los
datos fueron analizados usando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). La
intensidad de la fluorescencia se expresé en escala logaritmica.

Para cuantificar con mas precision las posibles diferencias calculamos el indice de
fagocitosis que tiene en cuenta no solo el porcentaje de células fagociticas sino la
intensidad de fluorescencia de las células positivas para FL-1. La intensidad de
fluorescencia estima el numero de bacterias fagocitadas. El Pl se calcul6 con la siguiente
formula: Pl= % de células positivas x intensidad de fluorescencia de las células positivas.
Las bolas de latex marcadas con fluoresceina se utilizaron como control de ingesta de
particulas inertes. La fagocitosis también se comprobé mediante microscopia de
fluorescencia.

Ensayo de Proteccidén con Gentamicina

La actividad bactericida de los macréfagos la estudiamos usando el ensayo de proteccion
con gentamicina.

1. Cultivamos macrofagos inducidos por tioglicolato en placas de 24 pocillos a una
concentracion de 5x10°/pocillo, en triplicado por cada condicion y tiempo.

2. Incubamos los macrofagos con las bacterias a razon de 10:1 (bacteria:macréfago)
durante una hora a 37 °C para permitir la fagocitosis.

3. Después de la primera hora, afiadimos gentamicina a una concentracién de 100
ug/ml para matar las bacterias extracelulares durante una hora.
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4. A las dos horas reemplazamos el medio celular por otro medio fresco que contenia
gentamicina a una concentracion de 10 ug/ml.

5. A las 2, 6 y 24 horas pos-infeccién, los macréfagos los lavamos con PBS vy los
lisamos con 1 ml de agua estéril durante 15 minutos a temperatura ambiente.

6. Cultivamos en agar Lennox-Bertani varias diluciones de la lisis celular e incubamos
a 37 °C durante 24 horas.

7. Contabilizamos las colonias crecidas al finalizar la incubacion.

Los recuentos bacterianos en los puntos tempranos del ensayo (2 horas) reflejan capacidad
fagocitica. Los recuentos bacterianos en los tiempos 6 y 24 horas reflejan capacidad
bactericida.

Ensayo de madurez celular
Se comparé la madurez celular de los macréfagos peritoneales de ratones WT y KO. Los
macrofagos fueron tefiidos con los siguientes anticuerpos conjugados que se muestran en la

tabla 6:

Tabla 6: Anticuerpos conjugados utilizados en el ensayo de madurez celular.

Provenientes de BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ
FITC-conjugado anti-CD80 (16-10A1) | FITC-conjugado anti-CD86 (GL1)

FITC-conjugado anti-CD40 (3/23) FITC-conjugado anti-CD38 (90/CD38)
FITC-conjugado anti-CD14 (rmC5-3) FITC-conjugado anti-CD206 (19.2)
APC-conjugado CD11b (M1/70) Phycoerythrin (PE)-conjugado anti-rat Ig

Proveniente de AbDSerotec, Kidlington, UK
(PE)-conjugado F4/80 (CI:A3-1,)

Provenientes de Thermo Scientific Pierce, Hampton, NH

anti- TLR2 (6C2) anti-TLR4 (MTS510)

Se realiz6 la lectura de los macréfagos en un citometro Gallios de Beckman Coulter. Los
datos fueron analizados usando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). La
intensidad de la fluorescencia se expresd en escala logaritmica. EI nimero de células
presentes en cada muestra depende de la subpoblacion estudiada, aunque al menos 10000
celulas fueron analizadas.

Ensayo de Produccion de ROS

La produccion de ROS se midio usando el reactivo fluorescente dihidroetidium (DHE;
Sigma-Aldrich). Las células fueron tefiidas con 2 microM de DHE durante 15 minutos a
37°C antes de los ensayos de fagocitosis.
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Se realizd la lectura de los macréfagos en el citometro Gallios de Beckman Coulter en el
Servicio de Citometria de Flujo del Instituto de Biologia y Genética Molecular. Los datos
fueron analizados usando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). La intensidad de la
fluorescencia se expresd en escala logaritmica. EI nimero de células presentes en cada
muestra depende de la subpoblacién estudiada, aunque al menos 10000 células fueron
analizadas.

Evaluacion por real time PCR del silenciamiento de FAST mediante siRNA

Se utilizo la técnica de PCR a tiempo real para cuantificar la cantidad que se expresé de un
determinado mRNA en la célula en un momento concreto. Brevemente, la técnica consiste
en amplificar una secuencia especifica del mMRNA que se quiere valorar y hacer un
seguimiento a tiempo real de la amplificacion. Esto se consigue, retrotranscribiendo el
mMRNA de la célula a cDNA previamente a la PCR, y durante ésta, hacer un seguimiento de
la reaccion midiendo la fluorescencia emitida, que se obtiene al incorporar reactivos a la
mezcla de la reaccién que se unen especificamente a la secuencia amplificada (sondas) o
bien cuando se intercalan en el DNA de doble cadena (SYBR-Green).

La cuantificacion puede ser absoluta o relativa. En la primera se determina el nimero de
copias del mRNA valorado, usando como recta patron un DNA que contiene el fragmento
de DNA amplificado a diferentes concentraciones. En la segunda se determina la expresion
del RNA valorado en relacion a un RNA constitutivo cuya expresion no varia en las
condiciones experimentales. En esta tesis Doctoral, las cuantificaciones que se han
realizado son relativas, se han referido a la expresion de los genes 18S y B-actina, y se han
realizado usando el sistema SYBR Green. Seleccionamos estos genes normalizadores tras
aplicar la funcion applet de GeNORM a un conjunto extenso de genes constitutivos. El
analisis se realiz6 con el método del 2-AACt.

Material y reactivos:
e TRIzol (Invitrogen)
e Nanodrop (Thermo Scientific)
e Kit de retrotranscripcion (BioRad)
e Mezcla SYBR Green (Applied Biosystems)
e Aparato Lightcycler 480 (Roche)

Procedimiento:
Extraccion de RNA:

1. Usamos TRIzol para la extraccion de RNA segun las instrucciones del producto.

2. Afiadimos 1 ml de TRIzol por cada 5x10° células y pipeteamos la muestra.

3. Incubamos la muestra homogeneizada durante 5 minutos a temperatura ambiente
para permitir la disociacion completa de los complejos nucleoproteicos.

4. Afadimos 0,2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol. Agitamos los tubos

vigorosamente durante 15 segundos y los incubamos a temperatura ambiente durante 2 0 3
minutos.
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5. Centrifugamos las muestras a 12.000 g durante 15 minutos a 4° C. Las muestras se
separan en dos fases donde el RNA se encuentra en la fase superior 0 acuosa.

6. Transferimos la fase acuosa a un tubo nuevo. Precipitamos el RNA de la fase
acuosa mezclandola con isopropanol. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente
durante 10 minutos y centrifugamos a 12.000 g durante 10 minutos a 4° C. El precipitado
de RNA, generalmente invisible, forma un pellet en el fondo del tubo.

7. Quitamos el sobrenadante con ayuda de una pipeta. Lavamos el pellet con etanol al
75% afadiendo al menos 1 ml por cada ml de TRIzol usado. Mezclamos la muestra en el
vortex y centrifugamos a 7.500 g durante 5 minutos a 4° C.

8. Secamos brevemente el pellet de RNA (al aire por 5-10 minutos). Disolvemos las
muestras de RNA en agua libre de DNasas y RNasas.
9. El RNA se cuantificd utilizando el Nanodrop a una absorbancia de 260 nm. Un

valor de OD260=1 es equivalente a 40 pg/ml de RNA.

Obtencién de cDNA a partir de RNA:

Nosotros utilizamos un kit de BioRad que incluye una mezcla de cebadores inespecificos:
oligonucleotidos polidT que hibrida con las secuencias poliA de los mRNAs y
oligonuclettidos degenerados que idealmente permiten la retrotranscripcion de todo el
RNA. Procedimos segun las instrucciones del producto:

1. En un tubo de PCR mezclamos:
e 0,5 ug de RNA total
e 4 ul de un buffer 5x que incluye los oligonucledtidos cebadores
e 1 ul de retrotranscriptasa
e H,0 hasta completar 10 pl

2. A continuacion realizamos la sintesis de cDNA en dos etapas:
e 5minutosa25°C
e 30 minutosa42°C
¢ Finalmente 5 minutos a 85° C para inactivar la retrotranscriptasa.

Amplificacion y deteccién de DNA mediante PCR a tiempo real:

El disefio y eleccion de unos correctos cebadores (oligos/primers) para amplificar los genes
que queriamos valorar es fundamental para una eficiente cuantificacion de su expresion
mediante PCR a tiempo real usando el reactivo SYBR Green. Para el disefio de cebadores
hemos usado el programa ‘“PrimerQuest” del paquete “SciTools” de “Integrated DNA
Technologies”. Estas son las secuencias de los cebadores usados:

e FAST sentido: 5 CAGCAGCAAGGTGGTACAGA 3’

e FAST antisentido: 5 CGACGCACAATCAGAGCATG 3’

e 18S sentido: 5 TCAACTTTCGATGGTAGTCGCCGT 3°

e 18S antisentido: 5> TCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCT 3’

e Beta actina sentido: 5> ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA 3’
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e Beta actina antisentido: 5° TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA 3’

Usamos la mezcla de SYBR Green siguiendo las instrucciones del producto: las
amplificaciones se hicieron en un volumen final de 25 ul por pocillo de placa de 96
pocillos:
e 5 ul del cDNA a una concentracion final en el pocillo de 10 ng de equivalentes de
RNA/ul
e 12,5 ul de una mezcla de SYBR Green (2x)
e 1 ul de una mezcla de cebadores sentido y antisentido (cada uno a una
concentracion de 10 pmol/ul)
e H,0 hasta completar 25 pl

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones:
e 1ciclode 10 minutosa 95°C
e 40 ciclos de:
o 15segundosa95°C
o 30 segundos a 60°C
o 40segundosa72°C

Una vez finalizada la amplificacion se realizaron las curvas de fusion para cada pocillo
para descartar amplificaciones inespecificas o formacion de dimeros de cebadores.

Evaluacion por Western blot del silenciamiento de FAST mediante siRNA

El analisis Western blot permite la identificacion de una proteina separada por
electroforesis mediante un anticuerpo que la reconoce especificamente.

En primer lugar se obtuvieron extractos proteicos y los separamos en un gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Después se transfirieron las
proteinas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa de manera que quedaron
inmovilizadas. Una vez transferidas, esta membrana se incubd con el anticuerpo primario
especifico para FAST y su presencia se reveld con un segundo anticuerpo conjugado a
peroxidasa que, en presencia de sustrato, gener6 un producto luminiscente.

Obtencidn de extractos proteicos
Material y reactivos:
e Tampdn de lisis RIPA: NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 20 mM pH 7,4,
SDS al 0,1%, acido deoxicolico al 1%, Nonidet P-40 al 1%, inhibidores de proteasa
(coctel de inhibidores de proteasas de Sigma)

Procedimiento:
1. Partimos de macrdfagos derivados de células THP-1 adheridos al plastico de
pocillos de placas de cultivo de 6 pocillos. Lavamos cada pocillo dos veces con PBS.

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Pagina 78



2. Recogimos las células con la ayuda de una rasqueta y las transferimos a un tubo
eppendorf en hielo. Centrifugamos y resuspendimos el pellet celular en 100 ul de solucién
de lisis RIPA por cada 2,5x10° células.

3. Dejamos que se complete la homogeneizacion de la muestra, dejando los tubos en
hielo durante 30 minutos.

4. Centrifugamos los eppendorf durante 30 minutos a 4° C a maxima velocidad en una
centrifuga de mesa.

5. Recogimos el sobrenadante que contenia las proteinas solubilizadas en otro tubo
limpio y descartamos la fraccion no solubilizada que esta en el pellet.

6. Congelamos las muestras a -80° C hasta su uso.

Electroforesis en gel de poliacrilamida sds-page
Material y reactivos:

e Tampdén de carga Laemmli x4 (LSB x4): Tris-HCI (pH 6,8) 200 mM,
dodecilsulfato sodico (SDS) al 8%, glicerol al 40%, azul de bromofenol al 4%,
ditiotreitol a 100 mM.

e Solucion acrilamida-bisacrilamida (30%-0,8%)

e Gel concentrador o stacking gel: acrilamida/bisacrilamida al 3,3%, Tris-HCI (pH
6,8) 125 mM, SDS a 0,1%, persulfato amonico (APS) a 0,1%, TEMED a 6,6 mM.

e Gel separador o running gel: acrilamida/bisacrilamida al 10%, Tris-HCI (pH 8,8)
375 mM, SDS a 0,1%, APS a 0,1%, TEMED a 2,2 mM.

e Tampdn de electroforesis: Tris-Base 25 mM, Glicina 250 mM, SDS al 0,1%.

e Marcador de tamafio molecular pretefiido (Fisher Scientific).

e Miniprotean (BioRad).

Procedimiento:

1. Polimerizacion de los geles: Montamos los vidrios del sistema de electroforesis
segun las instrucciones del fabricante. Preparamos el gel separador y se vertio entre los
vidrios. Depositamos una capa de isopropanol para nivelar el gel separador. Una vez
polimerizado el gel separador, se decanté el isopropanol y se afiadio el gel concentrador.
Inmediatamente se sumergio el peine y se dejo que polimerice a temperatura ambiente.

2. Preparacion de las muestras: en un tubo eppendorf se depositaron 15 ul del lisado
celular (equivalente a 40.000 células) y 5 ul de LSB x4. Se mezclaron y se hirvieron las
muestras a 95° C durante 5 minutos y se centrifugaron a 12.000 g durante 30 segundos a
temperatura ambiente.

3. Electroforesis: Cargamos las muestras y los marcadores en el gel. Fijamos el voltaje
a 150 V y se corrié durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién el gel se
transfirié a una membrana de nitrocelulosa para analisis por Western blot.

Analisis Western blot

Material y reactivos:
e Tampdn de transferencia: Tris-base a 25 mM, Glicina a 192 mM, Metanol al 10%.
e Membrana de nitrocelulosa (BioRad).
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e Papel Whatmann 3MM.

e Mini-Protean TransBlot Cell (BioRad).

e Solucion de bloqueo y de incubacion para los anticuerpos primario y secundario:
Tris base 20 mM, NaCl 150 mM, suero de caballo normal al 5%.

e Tampdn de lavado: Tris base a 20 mM, NaCl a 150 mM, Tween-20 a 0,1% (pH
7,6).

e Anticuerpo primario: policlonal de cabra contra FAST (Santa Cruz, sc 1820) y
anticuerpo monoclonal de raton frente a  actina (Sigma).

e Anticuerpo secundario: policlonal de burro contra anticuerpo de cabra acoplado a
peroxidasa de rdbano picante (HRP) (Santa Cruz).

e Reactivo ECL.: este reactivo permite la deteccion de anticuerpos conjugados con
HRP debido a que la peroxidasa cataliza una reaccion quimica que produce un
sustrato luminiscente (Amersham).

e Peliculas de revelado.

Procedimiento:
Transferencia:

1. Después de la electroforesis descartamos el gel concentrador y el gel separador se
sumergio en el tampon de transferencia.
2. Preparamos una bandeja que contenia 500 ml de tampon de transferencia en la que

se hiz6 el montaje. Sobre la parte negra colocamos por este orden: esponja, un papel
Whatmann, el gel, la membrana de nitrocelulosa, un papel Whatmann y una esponja.

3. Cerramos el soporte y se coloco en una cubeta de transferencia orientando la parte
negra del soporte hacia el polo negativo de manera que las proteinas migren del gel a la
membrana al desplazarse hacia el polo positivo.

4. Llenamos la cubeta de tampdn de transferencia y aplicamos una corriente constante
de 100 V durante 1 hora. Una vez acabada la transferencia desmontamos el sistema y se
separd la membrana.

Inmunodeteccién:

1. Preincubamos la membrana con la solucién de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente o durante 12 horas a 4° C.
2. A continuacion incubamos la membrana con el anticuerpo primario diluido

(1:1000) en solucion de blogueo durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
orbital. Posteriormente se hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con tampon de
lavado.

3. Después incubamos la membrana con el anticuerpo secundario conjugado con HRP
diluido (1:5000) en solucién de blogueo durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion orbital. Tras la incubacion, se hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno con
tampon de lavado.

4. Se eliminaron los restos de tampdn de lavado y se afiadio 4 ml de reactivo de ECL.
Después de un minuto se limpiaron los restos del reactivo ECL y las proteinas se
detectaron con una exposicion a un film autorradiografico.
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Analisis estadistico y graficos

Los resultados se presentaron como medias * error estandar de la media de, como minimo,
tres experimentos independientes. El analisis estadistico se realizd mediante el test t de
Student utilizando el Software Microsoft Office Excel 2010. También se utilizd Microsoft
Office Excel 2010 para analizar los resultados de la PCR a tiempo real. Los valores se
consideraron significativos cuando p < 0,05.

*valor p< 0,05
** yalor p< 0,01
*** valor p< 0,001

Los graficos fueron realizados usando el software GraphPad Prisma 5, Adobe Photoshop
6.0 y Adobe Illustrator CS3.
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RESULTADOS

Ausencia de FAST provoca incremento de la fagocitosis en macrofagos peritoneales.

El primer paso fue determinar si la ausencia de FAST tiene impacto en la capacidad
fagocitica de los macrdfagos. Para probarlo, expusimos macrofagos peritoneales WT y
KO, activados con tioglicolato, a las bacterias Escherichia coli (DH5-0 y BL21) y
Staphylococcus aureus Cowan 1 marcadas con fluoresceina. La fagocitosis se midi6é por
citometria de flujo y se comparé con particulas inertes de latex marcadas con fluoresceina.

Como se muestra en la figura 24-A, el analisis revela que el porcentaje de fagocitosis de
ambas cepas de Escherichia coli fue més alto en macréfagos KO que en macrofagos WT.
Sin embargo, no hubo diferencias significativas en la actividad fagocitica frente a
Staphylococcus aureus y particulas de latex marcadas con FITC entre macr6fagos WT y
macrdfagos KO.
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Figura 24: Fagocitosis de Escherichia coli DH5-a, Escherichia coli BL21,

Staphylococcus aureus Cowan 1 y particulas de latex en macréfagos WT y KO. (A)
Citometria de flujo de la fagocitosis. Los datos son representativos de 6 experimentos independientes. Se
representaron los macrdéfagos incubados con bacterias tefiidas con FITC o particulas de latex tefiidas con
FITC con un histograma coloreado de gris y los macréfagos no tratados con una linea negra sin relleno. (B)
El indice fagocitico (PI) fue calculado multiplicando el porcentaje de macrofagos positivos con la media de
intensidad de fluorescencia de los macréfagos positivos. Las barras blancas representan a los ratones WT y
las barras negras representan a los ratones KO. Se representa la media £+ SEM (fueron 6 experimentos
independientes). EI PI fue normalizado con un control, que consisti6 en fijar al 100% los promedios de los
ratones WT.*p< 0.05, ** p< 0.01 and *** p< 0.001.
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Figura 25: Fagocitosis de Escherichia coli DH5-a y Staphylococcus aureus Cowan 1 en

macrofagos WT y KO. Imagenes representativas que ilustran la fagocitosis de Escherichia coli DH5-a
tefiida con FITC (A) 0 Staphylococcus aureus Cowan 1 tefiida con FITC (B) por los macréfagos WT y KO.
Las imégenes individuales y combinadas estan presentadas a un aumento de 40x. El Pl esta representado en
los paneles de la derecha. El Pl fue calculado multiplicando el porcentaje de macrdfagos que contienen al
menos una bacteria con la media del nimero de bacterias dentro de los macréfagos. Las barras blancas
representan a los ratones WT y las barras negras a los ratones KO. Se representa la media + SEM de 3
experimentos independientes. El Pl fue normalizado con un control de los promedios de los ratones WT. *p<
0.05.
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Después, calculamos el indice normalizado de fagocitosis (P1), el cual es un promedio de
los porcentajes de las células fagociticas y la intensidad de fluorescencia de las células
positivas, para cuantificar con mas precision las diferencias. El Pl de los macrofagos KO y
WT presentan diferencias significativas como se muestra en la figura 24-B. El Pl de
Escherichia coli DH5-a fue significativamente mayor en macréfagos KO comparado con
WT (154 £ 21% versus 100%, p<0.01). De forma similar, el Pl de Escherichia coli BL21
estaba incrementado en macrofagos KO comparado con WT (144 + 8% versus 100%,
p<0.05). ElI Pl para Staphylococcus aureus Cowan 1 fue ligeramente superior en
macréfagos KO comparado con WT (115 + 9% versus 100%, p=0,343). EL PI de las
particulas de latex fue similar en ambos grupos de macro6fagos.

También cuantificamos la fagocitosis de bacterias marcadas con FITC a través de la
observacién en un microscopio de fluorescencia como se muestra en la figura 25. El Pl de
Escherichia coli DH5-a estaba incrementado en macréfagos KO comparado con WT a las
2 horas (162 + 15% versus 100%, p=0,035). Nuevamente, el Pl de Staphylococcus aureus
Cowan 1 fue ligeramente superior en macréfagos KO comparado con WT (113 £ 9%
versus 100%, p= 0,365) aunqgue sin significacion estadistica.

La actividad bactericida de los macréfagos es independiente de FAST

A raiz de los hallazgos experimentales previos, nos propusimos estudiar la actividad
bactericida de los macréfagos KO usando el ensayo de proteccion con gentamicina. Como
se muestra en la figura 26-A a las 6 y 24 horas post-infeccion, el numero de bacterias
supervivientes fue similar en macréfagos KO y WT. Estos datos demuestran que la
actividad bactericida no esta alterada en macréfagos KO.

En contraste con esto, a las 2 horas post-infeccion, el numero de bacterias Escherichia coli
(DH5-0 y BL21) que sobreviven al ensayo de proteccion con gentamicina fue mas elevado
en macrofagos KO comparado con macréfagos WT en Escherichia coli DH5-o (2805 +
373 C.F.U./well versus 1495 + 121 C.F.U./well, p= 0,016) y Escherichia coli BL21 (2315
+ 335 C.F.U./well versus 1543 + 96 C.F.U./well, p<0.05). ElI nimero de colonias de
Staphylococcus aureus vivos fue ligeramente superior pero no estadisticamente
significativo en macréfagos KO comparado con macr6fagos WT (157134 + 18291
C.F.U./well versus 124248 = 24078 C.F.U./well, p= 0,296). Estos hallazgos obtenidos
sobre el numero de bacterias vivas a las dos horas del ensayo de proteccion con
gentamicina se correlacionan bien con la capacidad fagocitica.

La actividad bactericida a las 24 horas fue corroborada al medir la produccién de radicales
de oxigeno (ROS) en macrofagos WT y KO cuando se expusieron a Escherichia coli DH5-
a. Como se muestra en la figura 26-B, la produccion de ROS que se midio con el
promedio de la fluorescencia, fue similar en ambos grupos de macréfagos. De forma
similar no se observaron diferencias significativas en los niveles basales de ROS entre
ambos grupos de macréfagos. Estos hallazgos indican que la capacidad intracelular de
matar las bacterias gram negativas es independiente de la presencia de FAST.
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Figura 26: Supervivencia de Escherichia coli DH5-a, Escherichia coli BL21 y

Staphylococcus aureus Cowan 1 dentro de los macréfagos KO y WT. (A) La actividad
bactericida se midié utilizando el ensayo de proteccién con gentamicina. Se representdé el nimero de
UFC/campo (x10°) de Escherichia coli DH5-a, Escherichia coli BL21 y el niimero de UFC/campo (x10%) de
Staphylococcus aureus Cowan 1 recuperadas a las 2, 6 y 24 horas post-infeccién. Las barras blancas
representan a los ratones WT y las barras negras a los ratones KO. Se representa la media + SEM de mas de 6
experimentos independientes. *p< 0.05 y *** p< 0.001. (B) La produccién de ROS se midié por citometria
de flujo utilizando el tinte dihidroetidium. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes.
Los macrofagos no tratados se representan con una linea negra sin relleno y los macréfagos infectados con
las bacterias tefiidas con FITC se representan con un histograma coloreado de gris.

Los macrofagos KO tienen aumentado el contenido de la proteina F-actina durante la
fagocitosis

Para comenzar a identificar como FAST afecta la fagocitosis de los macréfagos, nosotros
examinamos el contenido de F-actina, la expresion de TLR2, TLR4 y los marcadores de
superficie de maduracién celular como son: CD11b, CD80, CD86, CD40, CD38, CD14 y
CD206. Una posible explicacién se basaba en que la ausencia de FAST podia incrementar
la expresion de TLR y con ello facilitar la interaccion de estos receptores celulares con los
antigenos bacterianos aumentando la fagocitosis celular.
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Figura 27: Citometria de flujo de la expresion de TLR2, TLR4 y el contenido de F-

actina. (A) Los macrofagos peritoneales de ratones WT y KO fueron analizados por citometria de flujo
para evaluar la expresion de TLR2 y TLR4 en macréfagos F4/80+. Los marcadores de superficie celular
tefiidos se representan con un histograma coloreado de gris y los no tefiidos con una linea negra sin relleno.
Los histogramas son representativos de tres experimentos independientes utilizando macro6fagos peritoneales
estimulados con tioglicolato en grupos de tres ratones por experimento. (B) Macrofagos peritoneales de
ratones WT y KO se analizaron por citometria de flujo para evaluar el contenido de F-actina. Se representan
los macrofagos no tratados con una linea negra sin relleno y los macréfagos infectados con bacterias tefiidas
con FITC se representan con un histograma coloreado de gris.

Otra posible explicacion del aumento de la capacidad fagocitica de los macréfagos sin
FAST se basaba en que se produjeran defectos en la maduracion celular. Como se observa
en la figura 27-A, nosotros descartamos diferencias en la expresion de los receptores
TLR2 y TLR4 entre los macrofagos WT y KO. También descartamos defectos en la
maduracion celular entre los macréfagos WT y KO ya que la expresién de los marcadores
de superficie celular son similares como se observa en la figura 28.
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Sin embargo, como se observa en la figura 27-B, nosotros observamos que la ausencia de
FAST se acompafia de un incremento en el contenido de la proteina F-actina durante la
fagocitosis.
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Figura 28: Citometria de flujo de los marcadores de superficie celular en los

macrofagos WT y KO. Los macréfagos peritoneales de los ratones WT y KO fueron analizados por
citometria de flujo para evaluar la expresion de los marcadores de superficie celular expresado en macréfagos
F4/80+. Los marcadores de superficie celular tefiidos se representan con un histograma coloreado de gris y
marcadores de superficie celular no tefiidos se representan con una linea negra sin relleno. Los histogramas
son representativos de tres experimentos independientes utilizando macrdfagos peritoneales estimulados con
tioglicolato en grupos de tres ratones por experimento.

La ausencia de FAST también provoca incremento de la fagocitosis en macrofagos
peritoneales in vivo

Después de demostrar que los macrofagos KO tiene mayor capacidad fagocitica que los
macrofagos WT in vitro, nosotros exploramos si también ocurre in vivo. Para este
proposito, los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con Escherichia coli DH5-a
teflidos con FITC. El grado de fagocitosis de los macrofagos in vivo fue cuantificado por
citometria de flujo. Como se muestra en la figura 29, los macrdfagos peritoneales KO son
mas eficientes para fagocitar Escherichia coli que los macréfagos WT in vivo. El proceso
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de fagocitosis actué de manera més eficiente in vivo que in vitro. Tomados en conjunto, los
resultados indican que la ausencia de FAST causa un incremento de la habilidad fagocitica
de ambos macréfagos tanto in vitro como in vivo.

250]

[ 1 WT|
] KO

Figura 29: Fagocitosis de Escherichia coli por macréfagos peritoneales in vivo. Los
ratones WT y KO fueron inyectados por via intraperitoneal con Escherichia coli DH5-o. tefiida con FITC.
Una hora mas tarde, los macréfagos peritoneales fueron recolectados y analizados por citometria de flujo.
Los macrofagos se identificaron en las células CD11b F4/80. Los histogramas son representativos de tres
experimentos independientes utilizando grupos de tres ratones por experimento. Los macrofagos KO se
representan con un histograma coloreado de gris y macr6fagos WT se representan con una linea negra sin
relleno.

Papel de FAST en la capacidad fagocitica de los macro6fagos humanos

Para demostrar el papel de FAST en la capacidad fagocitica de los macréfagos humanos
fue necesario realizar dos pasos previos que consistieron en: A. Diferenciacion de los
monocitos humanos THP-1 en macro6fagos. B. Silenciamiento de FAST mediante siRNA.

THP-1

Control PMA 100ng/ml 48 h

Figura 30: Diferenciacion de THP-1 humano en macrofagos usando PMA. Imagenes
representativas que ilustran los monocitos humanos THP-1 (Control) y los macréfagos después de incubarlos
con PMA a una concentracion de 100 ng/ml durante 48 horas. Las imagenes estan presentadas a un aumento
de 40X.
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La diferenciacion de los monocitos THP-1 en macrofagos se realiz al incubarlos con
PMA a una concentracién de 100 ng/ml durante 72 horas (ver figura 30). Como se puede
observar los mécrofagos aumentan de tamafio y dejan de proliferar a diferencia de las
células control.

El silenciamiento de FAST mediante siRNA en los macrofagos se realizo a través de la
transfeccion de dos siRNAs a una concentracion de 5 nM durante 48 horas. Los dos
siRNAs reducen la transcripcién de mRNA al 50% como se demuestra por PCR a tiempo
real (ver figura 31).
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Figura 31: Niveles relativos de mRNA de FAST en macrofagos humanos
transfectados con SiRNA. Experimento representativo de més de tres realizados por PCR a tiempo
real. La barra negra representa a los macrofagos humanos sin siRNA. La barra roja a los macréfagos
transfectados con siRNA#1 y la barra rosa a los macrofagos transfectados con siRNA#2. *p< 0.05, **p< 0.01
y *** p< 0.001.

La reduccidn de la transcripcion del mRNA conlleva que la sintesis de proteinas también
esta afectada como se demuestra en el analisis de transferencia de Western blot que se
observa en la figura 32. Los macrofagos humanos transfectados con siRNA#1 presentan
ésta disminucion de la sintesis de proteina FAST. En la figura también se observan dos
formas de FAST. La banda superior de 60 KDa se corresponde a la forma
extramitocondrial de FAST. La banda inferior de 50 KDa se corresponde a la forma
intramitocondrial de FAST. FAST tiene una secuencia de localizacién mitocondrial que se
corta por una peptidasa en el interior de la mitocondria. La B actina es utilizada como
control de carga. Después de demostrar el silenciamiento de FAST en los macrofagos
humanos, nosotros realizamos los ensayos de fagocitosis con Escherichia coli DH5-a y
BL21 tefiidos con FITC.

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Pagina 90



siRNA

Q
Z

- =
55kDa= s == ti-FAST

FAST#1

42 kDa = s s anti-3 actina

Figura 32: Andlisis de transferencia de Western blot de extracto de proteinas de

macréfagos humanos transfectados con siRNA#1. Los macréfagos humanos transfectados con
siRNA#1 se comparan con macrofagos humanos no transfectados con siRNA (NC: control negativo). La
actina es utilizada como control de carga.

Como se esperaba, el silenciamiento de FAST con ambos siRNAs (FAST siRNA#1 y
FAST siRNA#2) incrementa la tasa de fagocitosis comparado con macr6fagos humanos
tratados con siRNA de control (ver figura 33-A). Como se observa en la figura 33-B, el PI
de Escherichia coli DH5-a esta significativamente incrementado en los macrofagos
humanos con silenciamiento de FAST comparado con los macrdfagos tratados con siRNA
de control (FAST # 1 133 + 3% versus 100%, p<0.05; FAST # 2 136 * 3% versus 100%,
p<0.05). De forma similar, el Pl de Escherichia coli BL21 también se incrementa en los
macrofagos humanos con silenciamiento de FAST comparado con los macrofagos tratados
con SiRNA de control (FAST # 1 129 + 4% versus 100%, p<0.05; FAST # 2 127 + 3%
versus 100%, p<0.05). Estos resultados demuestran que FAST es un regulador negativo de
la fagocitosis de Escherichia coli en macr6fagos humanos y de ratones.
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Figura 33: Fagocitosis de Escherichia coli DH5-a y Escherichia coli BL21 en

macréfagos humanos con silenciamiento de FAST. La expresion de FAST fue silenciada en
macrofagos humanos derivados de THP-1 usando dos diferentes siRNAs frente a FAST (#1 y #2). (A)
Citometria de flujo representativa de fagocitosis en mas de tres experimentos independientes. Los
macrofagos humanos fueron tratados con los siRNAs a 5 nM durante 48 horas seguido de una incubacién
durante 2 horas con Escherichia coliDH5-0 6 Escherichia coli BL21 tefiidas con FITC. Los macréfagos que
se sometieron al ensayo de fagocitosis se representan con un histograma coloreado de gris y los macréfagos
no tratados se representan con una linea negra sin relleno. (B) El Pl de Escherichia coliDH5-a y Escherichia
coli BL21 fue calculado multiplicando el porcentaje de macréfagos positivos con la media de la intensidad de
fluorescencia de los macrofagos positivos. Las barras blancas representan a las células tratadas con el control
SiRNA, las barras negras a las células tratadas con KO siRNA # 1y las barras grises a las células tratadas con
KO siRNA # 2. Se representa la media +SEM de mas 3 experimentos independientes. EI Pl fue normalizado
con el control, que consisti6 en fijar al 100% los promedios de las células control. *p< 0.05.
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DISCUSION

La presente Tesis Doctoral revela un nuevo papel de FAST en la regulacion de la
fagocitosis Fc-independiente. La descripcion de esta nueva familia de proteinas
mitocondriales, cuyo prototipo es FAST, es bastante reciente. Los primeros articulos
cientificos fueron publicados a partir de 1995. Sin embargo, es desde el 2007 que se ha
avanzado mucho en la comprension de las funciones moleculares y celulares. Para ello, se
generaron previamente ratones sin el gen FAST y se describid en el afio 2010 que la
proteina FAST es un componente clave en la respuesta inmune innata (77). En un modelo
de dafio pulmonar agudo por lipopolisacérido, los ratones que carecian de FAST mostraron
una reduccion en la infiltracion de neutrofilos y en las concentraciones de citoquinas y
quimioquinas en el lavado broncoalveolar. EI analisis de quimeras de médula 6sea sugeria
que las células responsables del fenotipo eran células residentes en pulmon de origen
hematopoyético. Méas tarde, en experimentos realizados in vitro se sugiri6 que los
macrofagos alveolares de los ratones FAST KO eran las células responsables del fenotipo
inflamatorio de los mismos (resultados no publicados). Ademas, se encontré que FAST
esta sobreexpresado en células mononucleares en sangre periférica de pacientes asmaticos
y pacientes con enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide y esclerosis maltiple (80), (81). Asi que, todos estos datos sugieren que FAST
es un importante regulador de diversas funciones en la linea celular macrofégica.

Una funcion caracteristica de los macréfagos, como su nombre lo indica, consiste en
fagocitar una gran variedad de restos celulares propios y extrafios. Los macréfagos se
derivan de los monocitos y acttan en los tejidos para eliminar todos aquellos restos que se
producen durante cualquier proceso inflamatorio sea de origen infeccioso, toxico,
autoinmune o traumatico. Los macr6fagos poseen varios tipos de receptores para poder
interactuar con una gran variedad de proteinas, lipidos y carbohidratos. Estos receptores
son capaces de identificar bacterias, virus, hongos, células infectadas, células muertas o
incluso eliminar residuos toxicos para los tejidos. Ademas cuentan con un citoesqueleto
desarrollado para facilitar la formacién de fagosomas y abundantes mitocondrias que
aportan toda la energia necesaria. Asi que, los macréfagos tienen un papel destacado en la
inmunidad innata y en la defensa frente a patdgenos. Por tanto, era necesario dilucidar el
posible efecto de FAST en esta funcion primordial y asi abrir nuevas rutas de investigacion
para esclarecer los mecanismos biologicos.

AUSENCIA DE FAST Y FAGOCITOSIS EN MACROFAGOS MURINOS Y
HUMANOS

Los resultados experimentales de esta Tesis Doctoral demuestran que la ausencia de FAST
en macrdfagos murinos y humanos aumenta la actividad fagocitica frente a bacterias.
Aungue no se ha demostrado experimentalmente, es posible que la fagocitosis de otras
particulas o restos celulares también este aumentado.
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La fagocitosis es un proceso dindmico en el cual los diversos componentes celulares
(membrana citoplasmatica, receptores, mediadores intracelulares, citoesqueleto,
mitocondrias) participan activamente en las diferentes fases (1. Quimiotaxis, 2. Adherencia
y opsonizacion, 3. Ingestion y vacuolizacion, 4. Digestion). Este proceso dinamico es
bastante complejo y todavia no se ha logrado elaborar un Unico modelo que pueda explicar
por completo el proceso de internalizacion de patogenos. Esta complejidad es en parte
debida a la diversidad de receptores capaces de estimular la fagocitosis como se observa en
la figura 8 y en parte debido a la enorme variedad de microorganismos.

La fagocitosis en los macrdfagos es un proceso diverso; las sefiales que conducen a la
polimerizacion de actina (figura 9) y la internalizacién de particulas dependen de los
receptores especificos que median el proceso y sefiales modificadoras adicionales que
pueden ser generadas por particulas complejas. Las particulas complejas, tales como
bacterias, pueden activar maultiples receptores cuyas vias de sefalizacion pueden
interactuar de forma intrincada. Ademas algunas bacterias vivas tienen la capacidad de
modificar vias de sefializacion dentro de las células eucariotas como se ha demostrado en
Mycobacterium tuberculosis (99) 6 Salmonella tiphimurium (100). Por tanto, cualquier
modificacion en la célula macrofagica podria alterar esta funcién celular. Se ha avanzado
mucho en el conocimiento del papel que juegan en la fagocitosis muchos de los
componentes celulares. Sin embargo, aln existen aspectos por aclarar y profundizar y esta
Tesis Doctoral da un paso mas en este sentido. Para ello vamos a desgranar los resultados
de nuestros experimentos.

Obtencion de macrofagos murinos para fagocitosis in vitro

A menudo se utiliza la inyeccion de tioglicolato intraperitoneal como un agente
estimulante de la acumulacion de macrofagos a nivel peritoneal. Este estimulo tiene la
ventaja de reclutar un gran namero de células al sitio de la inflamacion, pero no aumenta la
actividad microbicida de los macrdfagos y por lo tanto no los activa. Los macrofagos
obtenidos con este método se comportan de forma similar a los residentes en tejido en
cuanto a su capacidad de fagocitosis de bacterias opsonizadas. EIl tamafio y numero de los
macrofagos asi estimulados aumenta progresivamente hasta alcanzar un maximo a los 5
dias post-inyeccion con una minima contaminacion por granulocitos, los cuales podrian
obstaculizar los ensayos (101). Por todo ello los experimentos de fagocitosis in vitro se han
hecho con macréfagos intraperitoneales murinos obtenidos 5 dias después de la inyeccion
de tioglicolato.

Obtencion de macrofagos humanos a partir de THP-1

Para la obtencion de macrofagos humanos inducimos la diferenciacion de los monocitos a
macrofagos mediante PMA siguiendo las recomendaciones de cultivo de la American Type
Culture Collection (ATCC), agencia depositaria y distribuidora de lotes controlados de la
linea celular THP-1.
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Las THP-1 al ser activadas con PMA adquieren caracteristicas similares a los MDM como
son: aumento del radio nuclear, aumento del nimero de mitocondrias y lisosomas,
resistencia a estimulos apoptoticos, presencia de marcadores de superficie de
diferenciacion celular similares y alta capacidad fagocitica (63). En presencia de >5ng/ml
de PMA, alrededor del 90% de las células THP-1 se adhieren y adquieren una morfologia
macrofagica. Esta morfologia no presenta diferencias significativas usando PMA a
diferentes dosis entre 5 y 100 ng/ml.

Para la aparicion en las células de mRNA de CD14, un marcador de macrofagos, se
requiere un tiempo minimo de 48 horas en medio de diferenciacion (64). Puesto que
nuestros experimentos de fagocitosis requerian células ya diferenciadas, decidimos
emplear una concentracién de 100 ng/ml de PMA durante 72 horas (ver figura 30).

La transfeccién de los macréfagos asi obtenidos se llevo a cabo con siRNA de Invitrogen
siguiendo un protocolo basado en R. Dhiman y sus colaboradores en su publicacién de
2008 (102) y optimizado con las recomendaciones del fabricante de lipofectamina. La
comprobacion de la eficiencia del silenciamiento se llevd a cabo examinando tanto el
MRNA especifico como la correspondiente proteina. En los dos casos se demostrd una
reduccion del 50% de los niveles normales presentes en las células tratadas con siRNA-
FAST en comparacion con un siRNA control negativo (ver figura 31 y figura 32).

Fagocitosis in vivo e in vitro

La respuesta de los macréfagos a bacterias completas se considera fisiolégicamente mas
relevante que la que ocurre a diversos extractos purificados de las mismas (103). Por ello
los experimentos se llevaron a cabo con bacterias enteras tefiidas con FITC, que fueron
inactivadas por calor. La extincion de la fluorescencia derivada de las bacterias no
fagocitadas se llevd a cabo mediante azul tripano, por lo que se analizaron sélo las
bacterias que fueron sido internalizadas y se cuantificaron utilizando la citometria de flujo.

Se realizaron varios experimentos de fagocitosis tanto in vivo (ver figura 29) como in vitro
en macrofagos murinos (ver figura 24 y figura 25) y en macréfagos humanos (ver figura
33). El proceso de fagocitosis actué de manera mas eficiente in vivo que in vitro, lo cual
puede estar relacionado con la presencia de opsoninas o reactantes de fase aguda como
LBP. LBP es una proteina soluble que se sintetiza principalmente en el higado y se une al
LPS para favorecer su reconocimiento por parte de CD14 y TLR4 (25), (104).

Expresion de receptores TLR2y TLR4

Es importante demostrar que las diferencias en la capacidad fagocitica entre los
macrofagos KO y WT no pueden atribuirse a una diferencia en la expresién de los
receptores como son los TLR2 y TLR4. Estos receptores presentan un papel destacado en
la interaccion con bacterias. En efecto, se explord la expresion de TLR2 y TLR4 en los
macrofagos humanos mediante citometria de flujo, y no se aprecié una diferencia
significativa en ninguno de ellos cuando se compararon celulas tratadas con siRNA con
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células control sin tratar. Los macr6fagos murinos tampoco mostraron diferencias como se
observa en la figura 27-A.

Maduracion de los macréfagos

También es importante descartar que las diferencias no se deban a modificaciones en el
proceso de maduracion de los macrofagos. La madurez celular se estudia analizando y
comparando los perfiles de expresion de determinados marcadores celulares, los cuales
son:

1. CDA40: es un miembro de la superfamilia de receptores TNF y es esencial para la
mediacion de una amplia variedad de respuestas inmunes e inflamatorias (105).

2. CDB80: es un receptor de membrana que esta activado al unirse a CD28. La
activacion del receptor induce la produccion de citoquinas (106), (107).

3. CD86: es una proteina de membrana tipo I que es un miembro de la superfamilia de
las inmunoglobulinas. Esta proteina es el ligando de dos proteinas de la superficie
celular de las células T: el CD28 con el cual contribuye a la activacion de las
células T(108) y CTLA-4 con el cual inhibe la activacion de las células T y
disminuye la respuesta inmune (109).

4. CD11B (Itgam): es un canal de la integrina alpha M. Las integrinas son proteinas
de membrana heterodimeras compuestas por un canal alpha y un canal beta. La
integrina alpha M beta 2 es importante en la adherencia de los monocitos para
estimular al endotelio y también para estimular la fagocitosis (110).

5. CD38: es una enzima multifuncional expresada en una gran variedad de células y
tejidos en especial en leucocitos y macréfagos. CD38 participa en la adhesion
celular y en la sefializacion intracelular (111).

6. CD14: es un antigeno de superficie expresado tanto en monocitos y macrofagos
que coopera con otras proteinas para mediar la respuesta inmune frente al
lipopolisacérido (112).

7. CD206 (MRC1): el reconocimiento de complejas estructuras de carbohidratos en
las glicoproteinas es un paso importante en diversos procesos bioldgicos como el
reconocimiento intercelular y la neutralizacion de patdégenos. CD206 es un receptor
de membrana tipo | que favorece la endocitosis de glicoproteinas. Este receptor se
une a estructuras de manosa en la superficie de potenciales patdégenos bacterianos,
virales o fangicos y asi pueden ser neutralizados por fagocitosis (113).

En nuestros experimentos se demostrd que los patrones de expresion de estos marcadores
de superficie de los macrofagos WT y KO eran similares (figura 28) y por tanto no hay
defectos en su desarrollo. En la bibliografia cientifica publicada hasta ahora, tampoco se
encontré evidencia que la alteracion en la madurez celular provocard modificaciones en la
capacidad fagocitica y en sus diferentes procesos. Los macrofagos murinos utilizados
provenian de ratones adultos, de tal manera que su sistema inmune es maduro también. Asi
que el aumento de fagocitosis en ausencia de FAST es independiente de su estado
madurativo.
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Ademés queremos destacar que aunque hay diferencias genéticas, fenotipicas y de
maduracion entre los macréfagos murinos y los macréfagos derivados de la linea celular
THP-1 conocidas, el fenotipo de la fagocitosis en ausencia de FAST se conserva.

FAGOCITOSIS DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS

En el proceso dindmico de la fagocitosis, las bacterias tienen también un papel destacado
que es necesario profundizar. La interaccion entre el macrofago y la bacteria, durante el
proceso de la fagocitosis, es tambien modulada por componentes de la superficie
bacteriana. Pero las bacterias presentan diferencias estructurales que son importantes
conocer y comprender como pueden afectar la interaccion con las células fagociticas.

La estructura de la pared celular es diferente entre las bacterias gram positivas y gram
negativas. En general, una bacteria gram positiva tiene una membrana plasmética rodeada
de una pared celular compuesta principalmente de peptidoglicanos con acidos teicoicos,
acido lipoteicoico, lipoproteinas y polisacaridos complejos que son esenciales para la
viabilidad y para promover la union a otras bacterias y a receptores especificos en la
superficie de células de mamiferos (ver figura 34). En efecto, hay evidencia creciente de
que las lipoproteinas juegan un papel importante en la activacion del receptor TLR2 en los
estafilococos (27). Ademaés la toxina de Panton-Valentine ha sido identificado como un
potente ligando de TLR2. Por el contrario, es controvertido que el peptidoglicano y el
acido lipoteicoico sean potentes ligandos (20).

También se ha identificado una familia de proteinas de adhesion, unidas con enlaces
covalentes a los peptidoglicanos en los estafilococos que se ha denominado MSCRAMM
(componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de la matriz adhesiva)
que pueden actuar como “invasinas" capaces de favorecer la penetracion de
Staphylococcus aureus en células hospedadoras (20). Esta pared celular se puede tefiir con
el colorante cristal violeta o violeta de genciana y permite visualizar a las bacterias gram
positivas y diferenciarlas de las bacterias gram negativas.
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Figura 34: Figura representativa de las caracteristicas morfoldgicas y estructurales

de las bacterias gram positivas y gram negativas. (A) Esquema de las bacterias gram positivas.
(B) Esquema de las bacterias gram negativas. Figura adaptada de la publicada el 17-01-2013 en el siguiente
enlace: http://www.vi.cl/foro/topic/1071-apuntes-de-biologia-y-quimica-revisado-y-corregido/page-
63.

Las bacterias gram negativas tienen una pared celular mas compleja que las bacterias gram
positivas. A diferencia de la bacteria gram positiva, la capa de peptidoglicano en la bacteria
gram negativa es delgada y esta rodeada por otra membrana que es una bicapa lipidica, la
cual estd formada en su zona externa por LPS y en su zona interna por fosfolipidos. Hay
también un espacio periplasmico que contienen enzimas liticas y factores de virulencia.
Los LPS son también conocidos como endotoxinas, que activan la respuesta inmune a
través del receptor TLR4 y su correceptor LY96 (114), (24). Las bacterias gram negativas
se caracterizan porque son acido alcohol sensibles y aunque se tifien con el colorante cristal
violeta o violeta de genciana, se decoloran facilmente con alcohol acetona; por lo que se
afiade otro colorante como safranina o fuscina basica para poder identificarlos en el
microscopio.

En nuestros experimentos de fagocitosis se utilizaron una cepa de Staphylococcus aureus
gue es una bacteria gram positiva y dos cepas de Escherichia coli que son bacterias gram
negativas. Los resultados mostraron que las cepas de bacterias gram negativas eran mas
fagocitadas en ausencia de FAST con un valor estadisticamente significativo. Por su parte,
la cepa bacteriana gram positiva presentaba porcentajes de fagocitosis superiores a las
bacterias gram negativas tanto en macrofagos WT como KO pero sin diferencias
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estadisticamente significativas con respecto a la ausencia de FAST. Creemos que estas
diferencias pueden ser explicadas por las caracteristicas estructurales y por los diferentes
mecanismos de defensa de las bacterias utilizadas.

Las diferencias estructurales entre gram positivos y gram negativos antes mencionadas,
pueden explicar el porqué en ausencia de opsoninas, Staphylococcus aureus es mas
facilmente fagocitado por los macréfagos peritoneales de ratones comparado con
Escherichia coli. El peptidoglicano que es un componente muy abundante en las paredes
celulares de las bacterias gram positivas y juega un papel muy importante en la fagocitosis
de estas bacterias a través de TLR2 (115). Por su parte, el LPS es un componente principal
de las paredes celulares de las bacterias gram negativas e inducen a los macréfagos para
fagocitar las bacterias gram negativas a través de los TLR4 (115).

Otra posible explicacion se basa en la presencia de mecanismos de defensa frente a la
fagocitosis. De hecho, muchas cepas de Escherichia coli producen una capsula
polisacarida extracelular que permite a la bacteria evitar la fagocitosis y la inactivacion por
los factores del complemento (116). S. aureus también ha desarrollado varias propiedades
antifagociticas. La proteina A que es un componente de la pared celular de S. aureus,
puede contribuir a la formacién de biopeliculas para prevenir la fagocitosis. El acido
lipoteicoico y el factor de aglutinacion A que es una proteina de la superficie de union a
fibrindgeno de S. aureus, pueden interferir e inhibir la fagocitosis de los leucocitos contra
S. aureus (115). Pensamos que ambos factores explican las diferencias de porcentajes de
fagocitosis entre bacterias gram negativas y gram positivas como se observa en la figura
24.

Otro aspecto a considerar en nuestros resultados es que la fagocitosis de las bacterias gram
positivas no presentan diferencias estadisticamente significativas entre macréfagos WT y
KO. Una posible explicacion se basa en que los receptores con afinidad por las bacterias
gram positivas se encuentran saturadas y aungue los macrofagos KO son mas proclives a la
fagocitosis, éste no aumenta porque no hay mas receptores suficientes para unirse a las
bacterias. De hecho la concentracion de los receptores TLR2 con alta afinidad por las
bacterias gram positivas presentan similares perfiles de expresién como se observa en la
figura 27-A.

Los macrdfagos tienen una gran variedad de receptores que son capaces de interactuar con
los diferentes patdgenos y restos celulares. Un ejemplo caracteristico lo constituyen los
receptores TLR4 que presentan mayor afinidad por las bacterias gram negativas (24) y son
ayudadas por la proteina de membrana CD14 que facilita el reconocimiento del LPS por el
TLR4. CD14 interacciona con el TLR, transfiriendo el LPS que estd unido previamente
con LBP al LY96 (ver figura 4). Los dominios N-terminal y central de TLR4
proporcionan un area hidrofilica para su union en el co-receptor LY-96 formando un
estable heterodimero 1:1. LY-96 es mas pequefio que TLR4 y posee una estructura
plegable cuyo interior es hidrofobico y tiene la forma ideal para la union de ligandos
hidrofobicos planos como el LPS (104). Por tanto, los macrdéfagos poseen diferentes

FAST Y FAGOCITOSIS BACTERIANA Péagina 100



herramientas para favorecer la fagocitosis bacteriana y ademéas presentan diversos
mecanismos bactericidas para su destruccion y eliminacion.

FAST Y ACTIVIDAD BACTERICIDA

La fagocitosis de las bacterias es un mecanismo bastante eficaz de defensa del sistema
inmune que se acompafia de diversos mecanismos bactericidas debido a que los
microorganismos presentan variaciones estructurales y diferentes mecanismos patogénicos.
Los mecanismos bactericidas (ver figura 2) se pueden clasificar en:

1. Quimicos: por ejemplo: la acidificacion de los fagosomas 6 la produccién de ROS.

2. Enziméticos: por ejemplo: endopeptidasas, helicasas, entre otras.

3. Secuestro de nutrientes: por ejemplo: lactoferrina que secuestra el hierro

disponible.

En nuestros experimentos se analizd si la ausencia de FAST afectaba la actividad
bactericida de los macrofagos. Para ello se realizo el ensayo de proteccion con gentamicina
y se midi6é la produccion de ROS en macréfagos WT y KO cuando se expusieron a
Escherichia coli DH5-a.

El ensayo de proteccion con gentamicina mostrd que a las 6 y 24 horas post-infeccion la
actividad bactericida de los macr6fagos KO es similar a los macr6fagos WT como se
muestra en la figura 26-A. Esto nos plantea que todos los diversos mecanismos que poseen
los macrofagos para matar a las bacterias funcionan correctamente y FAST no esta
involucrada en los mismos.

Las ROS juegan un papel fisiol6gico importante y al mismo tiempo son capaces de ejercer
efectos toxicos. Todas las ROS son producidas como consecuencia del metabolismo y
participan en la produccién de energia, la sintesis de compuestos biol6gicos, la
transduccion de sefiales y la fagocitosis, Las ROS son componentes esenciales de la
respuesta immune innata frente a bacterias intracelulares. La produccion de ROS se realiza
principalmente a través de la enzima NADH oxidasa en la pared del fagosoma y en las
mitocondrias a través de la fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHQOS) cuando los
electrones que escapan prematuramente de los complejos 1y 11, reaccionan con moléculas
de oxigeno para generar superoxido (117).

La produccién de ROS se midié usando la citometria de flujo y mostré que tanto los
niveles basales como los niveles posterior a la exposicidén con una cepa gram negativa eran
similares en los macréfagos WT y KO (figura 26-B). Asi que FAST no participa de la
produccién de radicales de oxigeno y por tanto la capacidad intracelular de matar las
bacterias gram negativas no depende de la presencia de FAST.

La actividad bactericida puede verse afectada por los mecanismos de defensa de las
bacterias. Un ejemplo caracteristico lo constituye el Staphylococcus aureus, que puede
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escapar rapidamente de los fagosomas y proliferar dentro del citoplasma del macréfago al
inducir la expresién de CXCR1 (115).

Ademas de valorar la actividad bactericida de los macrofagos, otro aspecto destacado para
analizar de la fagocitosis es la remodelacion del citoesqueleto que se produce para la
formacion de los fagosomas.

CONTENIDO DE F-ACTINA EN LA FAGOCITOSIS

La fagocitosis requiere el remodelamiento del citoesqueleto de actina para producir
fagosomas ricos en F-actina (50). El citoplasma de los macrofagos se encuentra méas
desarrollado en comparacién con otras células del organismo, ya que su actividad
fagocitica asi lo requiere. Por tanto era necesario analizar el contenido de F-actina en los
macréfagos KO, ya que su capacidad fagocitica es mayor comparado con los macrofagos
WT. Ademas un hallazgo llamativo observado cuando se cultivaron los macréfagos
peritoneales KO o cuando se trataron los macréfagos humanos con siRNA frente a FAST
fue el cambio morfologico de estas células respecto a células control. Se observaron
células de apariencia mas grande debido a un incremento de las extensiones citoplasmicas
cuando se adhirieron al plastico de las placas de cultivo.

En nuestros experimentos se examind el contenido de actina polimerizada mediante tincion
con faloidina-TRITC y posterior analisis por FACS. Nuestros resultados mostraron un
contenido de F-actina significativamente incrementado tanto en THP-1 tratadas con siRNA
contra FAST, como en macr6fagos KO en comparacion con sus respectivos controles
(figura 27-B). Teniendo en cuenta la importancia de la polimerizacién de actina en el
proceso de internalizacion de patdgenos, hipotetizamos que el incremento en su contenido
podria tener relacion con el incremento de fagocitosis observado.

Los macréfagos KO tienen elevado contenido de F-actina cuando se fagocitan bacterias no
opsonizadas comparado con macréfagos WT. Curiosamente, el silenciamiento de FAST
mediante pequefios RNA de interferencia en las neuronas primarias y en la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, promueve el crecimiento de neuritas (86). El
crecimiento de neuritas es un paso critico en la maduracién neuronal, y es bien conocido
que la actina del citoesqueleto participa en este proceso (118). Por tanto, una linea de
investigacion a seguir consiste en explorar las vias de sefializacién que subyacen a la
elevacion del contenido de F-actina en los macrofagos KO comparado con los macrofagos
WT, el cual puede ser similar a lo que induce el crecimiento de las neuritas en las neuronas
con silenciamiento de FAST.

Otra linea de investigacion a seguir consiste en esclarecer los posibles mecanismos
bioldgicos que expliquen como la ausencia de FAST aumenta la fagocitosis. Uno de ellos
se basa en el splicing alternativo.
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SPLICING ALTERNATIVO, FAST Y FAGOCITOSIS

FAST se encuentra en el citoplasma y en el nucleo. En el nicleo, se ha descrito que FAST
actia como un regulador del splicing alternativo (79), (78). En ensayos de splicing in vitro
de FGFR2 y Fas, se demostro la habilidad de FAST para incluir el exon 1l1b de FGFR2 y
el exon 6 de Fas (79), (78). Por tanto, un posible mecanismo que explicaria el efecto de
FAST en la fagocitosis de los macrofagos pudiera ser la produccion de variantes proteicas
con un papel en la fagocitosis a través del splicing alternativo.

Hay una limitada literatura cientifica de como el splicing alternativo de RNA afecta a las
proteinas involucradas directamente en la fagocitosis. La lactoadherina también conocido
como MFGES8 promueve la fagocitosis de células apoptoticas al servir de molécula puente
entre las células apoptdticas y los fagocitos. Se describié recientemente dos pacientes
femeninas con lupus eritematoso sistémico que presentan una mutacion intronica
heterocigota, la cual causa que el intrén 6 se incluya en la transcripcion. Este exdn criptico
contiene un coddn de terminacion prematura que genera una proteina MFGE8 C-terminal
truncada. La proteina mutante MFGES glicosilada, sialilatada y unida a una fosfatidilserina
es capaz de aumentar la fagocitosis de las células apoptdticas (119).

CD33 (también conocido como SIGLEC-3) es un receptor transmembrana expresado en
células de la linea mieloide que inhibe la fagocitosis. Se ha reportado recientemente sobre
un polimorfismo de un nucleétido (SNP) gue altera la formacion del mMRNA de CD33 y
conduce a la sintesis de un receptor inactivo porque el mMRNA de CD33 carece del exon 2.
Esto provoca que se active la fagocitosis (120).

Se realizaron algunos experimentos no incluidos en esta Tesis Doctoral donde hemos
explorado el perfil de expresion de exones en macrdfagos peritoneales de ratones FAST
KO y no hemos identificado alteraciones en el splicing alternativo del mRNA de proteinas
que participan tanto directa como indirectamente en el proceso de fagocitosis. En la
fagocitosis se consume energia que proviene principalmente de las mitocondrias, asi que
otro posible mecanismo bioldgico puede estar relacionado con la respiracion mitocondrial.

RESPIRACION MITOCONDRIAL, FAST Y FAGOCITOSIS

Los macrofagos demandan energia, no solo para realizar los procesos de fagocitosis y de
sintesis, sino también para mantener el equilibrio estable con el medio extracelular. Las
mitocondrias son las organelas responsables de este aporte energético y poseen una
estructura caracteristica para cumplir sus funciones. Las mitocondrias (ver figura 35) estan
recubiertas por una doble membrana: la membrana interna circunscribe a la matriz
mitocondrial y la membrana externa se encarga de seleccionar las moléculas solubles
que penetran a la matriz (iones y moléculas de bajo peso molecular). Entre ambas existe un
espacio intermembrana y se ponen en contacto en puntos muy dispersos. La membrana
interna muestra en su periferia abundantes pliegues o crestas mitocondriales que tienen
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una conexion estrecha con el espacio intermembrana y presentan proteinas transportadoras
especificas. La membrana interna de las crestas esta formada por un 80% de proteinas y un
20% de lipidos. La membrana interna tiene permeabilidad selectiva asi que s6lo permite el
paso de ciertas moléculas como el piruvato y ATP. La matriz mitocondrial contiene
enzimas, coenzimas, agua, fosfatos y otras moléculas que intervienen en la respiracion,
también es asiento de otras funciones metabdlicas como la degradacion de acidos grasos,
transaminacion y desaminacion de aminoacidos y desintoxicacion (47) ,(97), (121) (122).

Sy w1 7L e e
Figura 35: Microfotografia electrénica de una mitocondria en un microscopio de

transmisién. Aumento 60.000x. Figura tomada el 15-01-2016 en el siguiente enlace:
http://www.medic.ula.ve/histologia/anexos/microscopweb/MONOWEB/bibliografia.htm.

El tamafio de las mitocondrias también varia desde 0,1 hasta varios micrometros. Pueden
ser redondas o alargadas, e incluso presentar bifurcaciones (47). Las mitocondrias se
fusionan entre si y se dividen lo que permite el intercambio de material genético y
posiblemente la supervivencia celular. EI genoma mitocondrial humano esta constituido
por moléculas circulares de DNA de 16 kb que codifican 13 proteinas implicadas en el
transporte de electrones y en la fosforilacion oxidativa como se observa en la figura 36.
Los genes se transcriben y traducen dentro de las mitocondrias, que contienen sus propios
ribosomas y RNA (46). La transcripcion del genoma mitocondrial genera dos mRNA
policistronicos. La cadena pesada expresa dos rRNA, 14 tRNA y 12 mRNA, mientras que
la cadena ligera solo expresa el MRNA de la proteina ND6 y 8 tRNA (97). (Ver figura 37).
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Figura 36: Mapa del DNA mitocondrial humano. Figura adaptada de Cooper, 2013.
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Figura 37: Localizacion en la cadena pesada y ligera de los transcritos del DNA
mitocondrial humano. Los rRNA y mRNA codificados por el DNA mitocondrial se marcan en el texto
blanco. Los tRNA se marcan con una letra de su simbolo. Figura adaptada de Wolf, 2014.

Las mitocondrias sintetizan la mayor parte del ATP a partir de moléculas de glucosa y
acidos grasos, aunque también puede sintetizarlo a partir de nucle6tidos y aminoacidos.
Las moléculas de glucosa presentes en el citoplasma son degradadas a piruvato a través de
la glucolisis, con la formacion neta de dos moléculas tanto de ATP como de NADH (ver
figura 38). El siguiente paso es la descarboxilacién oxidativa (ver Figura 39) del
piruvato en presencia de la coenzima A (CoA-SH) para obtener una molécula de CO,,
acetilCoA y NADH por cada molécula de piruvato. Por su parte, la degradacion de los
acidos grasos produce NADH, FADH; y acetilCoA dependiendo del nimero de atomos de
carbono presentes en su estructura. Las moléculas de acetilCoA obtenidas previamente
pasan al ciclo del &cido citrico (ciclo de Krebs) localizado en la matriz mitocondrial donde
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se produce por cada ciclo una molécula de GTP, tres de NADH y una de FADH, (ver
Figura 39) (46). Asi que por cada molécula de glucosa se obtiene neto: 2 ATP, 10 NADH,

2(3113,6(:()2y'2 FADH,.
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Figura 38: Glucolisis. Representacion de la glucolisis que se produce en el citoplasma, donde se
consumen dos moléculas de ATP, se produce cuatro moléculas y dos de NADH y se obtiene 2 moléculas de

piruvato. Figura adaptada de Zabala, 2015 (121).
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Figura 39: Ciclo del acido citrico (ciclo de Kreb). Representacion del ciclo del 4cido citrico. Por
cada molécula de acetilCoA se obtiene una molécula de GTP, tres de NADH y una de FADH,. Figura
adaptada de Zabala, 2015 (121).

Los electrones presentes en NADH entran en la cadena transportadora de electrones en
el complejo | mitocondrial, constituido por 43 cadenas polipeptidicas, se suceden
diferentes pasos de oxidacion y reduccion con liberacion de energia, luego los electrones
pasan por el complejo 111, constituido por 10 polipéptidos aproximadamente, donde
también se libera energia y por ultimo en el complejo 1V los electrones son transferidos al
O,. Por su parte, los electrones presentes en FADH, entran en la cadena transportadora de
electrones en el complejo 11 formado por cuatro polipéptidos, pasan por el complejo 111y
IV liberando también energia y finalmente también son transferidos al O, El transporte de
electrones a traves de los complejos I, 111 'y IV esta acoplado al transporte de protones
(H") al espacio intermembrana generando un gradiente de protones. Los complejos | y 1l
transfieren cuatro protones cada uno por cada par de electrones, mientras que el complejo
IV transfiere dos protones al espacio intermembrana y otros dos protones se combinan con
el O, para formar agua en la matriz (46) (ver figura 40).

Los protones en el espacio intermembrana generan un gradiente electroquimico formado
por un potencial eléctrico de 0,14 V a través de la membrana y un potencial quimico por la
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diferencia de pH entre el espacio intermembrana que es de 7 y la matriz mitocondrial que
es de 8. La energia del gradiente electroquimico se convierte en ATP mediante la accion
del complejo V 6 ATP sintetasa, formada por dos subunidades; Fo que proporciona el
canal de paso de los protones y F; que cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP e iones
fosfato (ver figura 40). De esta manera, la oxidacion de una molécula de NADH da lugar a
la sintesis de tres moléculas de ATP y una de FADH, genera dos moléculas de ATP (46).
Asi que por cada molécula de glucosa se obtiene en total: 38 moléculas de ATP. Las
mitocondrias generan el 95% del ATP celular.

4H* 4H* 2H*

3H*

Espacio intermembrana
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Matriz mitocondrial

FADH, 120, H,0
vy oo aH:

' Succinato Fumarato V

NADH+H* NAD*+2H* ADP+P,

ATP

3H*

Figura 40: Cadena transportadora de electrones y transporte de protones a través de
los complejos mitocondriales. Figura adaptada de Acin-Pérez, 2008.

Las mitocondrias son organelas complejas y aunque las primeras descripciones han sido
desde la década de 1880, aun hay aspectos por explorar y comprender en especial la
interacion con el nucleo y con las diversas funciones celulares como la fagocitosis. Las
funciones mitocondriales estan sincronizadas con el nucleo y los diferentes estimulos
extracelulares. De hecho, en el 2011 se demostré que la fagocitosis de las células
apoptoticas aumenta la actividad mitocondrial (123). Ademas se ha observado que cuando
se activan los fagocitos durante una infeccion se promueve su actividad glicolitica
facilitando asi su funcion en los sitios de inflamacién (124-125). ElI LPS de las bacterias
gram negativas induce cambios en la respiracion mitocondrial y en la fosforilacion
oxidativa para aumentar la glucolisis en los macréfagos (126). Este inductor conduce a la
acumulacion del intermediario succinato del ciclo del acido citrico que estabiliza a HIF1A
y que conduce a la expresion de IL1B (124).

Sin embargo, la regulacién de la respiracion mitocondrial es mas complicada. El sistema
de fosforilacién oxidativa incluye una cadena transportadora de electrones compuesta por
cinco complejos respiratorios. Anteriormente se creia que los complejos respiratorios se
movian libremente en la membrana interna de la mitocondria, pero este punto de vista ha
sido cuestionado, proponiendo que los complejos forman supercomplejos llamados
respirasomas que contienen los complejos CI, Clll 'y CIV, 6 Cl y CllI 6 Clll y CIV; estos
supercomplejos estan equilibrados en la membrana mitocondrial (127). El conjunto de los
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supercomplejos es dinamico y regula el flujo de electrones de los sustratos disponibles
(128). Ademas, la reorganizacion de los complejos puede afectar a otras funciones de la
cadena transportadora de la fosforilacion oxidativa y pueden regular la generacion de ROS
mitocondrial, el cual contribuye en menor medida en la degradacion del material ingerido
(117).

Recientemente se ha asociado a la familia de proteinas FASTKD con las mitocondrias.
FAST es el miembro fundador de esta familia de proteinas mitocondriales (FASTKD 1-5)
que comparten un dominio amino terminal que es un péptido de sefializacion mitocondrial,
dos dominios de proteinas parecidas a FAST de funcion desconocida y un dominio RAP
del cual se ha sido propuesto que participa en la union al RNA en el extremo carboxilo
terminal (74), (75). Todos los transcritos de los miembros de la familia FAST son ubicuos,
pero algunos estan expresados mas abundantemente en tejidos ricos en mitocondrias como
el masculo esquelético, corazon y tejido adiposo graso (75).

En nuestros resultados observamos que FAST muestra dos formas en el analisis de
transferencia de Western blot que se realizé con macréfagos humanos transfectados con
SiRNA#1 (ver figura 32). Una banda de 60 KDa que se corresponde a la forma
extramitocondrial y otra banda de 50 KDa que se corresponde a la forma intramitocondrial
de FAST. Estos resultados también coinciden con los obtenidos por Jourdain vy
colaboradores al estudiar la localizacién de FAST en las células 143B (linea celular
proveniente de un osteosaroma de mujer de 13 afios) y fibroblastos embrionarios de ratén
(ver Figura 41). Identifican un citoFAST que seria la forma extramitocondrial y un
mitoFAST que seria la forma intramitocondrial que describimos.
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Figura 41: FAST es una proteina mitocondrial. (A) Analisis de Inmunoblot de las células 143B
que expresan shRNA estable dirigido contra FAST. Las membranas fueron sondadas con anti-FAST y
resondadas con anti-PHB para verificar igual carga de muestra. (B) Analisis de Inmunoblot de fibroblastos
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embrionarios de raton WT y KO. Las membranas fueron sondadas con la misma técnica de A. Figura
adaptada de Jourdain, 2015.

Las dos isoformas de FAST se producen a través de mecanismos postranscripcionales. El
MRNA de FAST tiene dos codones de iniciacion ATG en la posicion 1y 103 que codifican
para la metionina 1 y metionina 35 respectivamente. La citoFAST es la isofoma larga que
contiene todos los aminoacidos codificados empezando por la metionina 1, y se encuentra
en el nacleo y en los granulos de estrés citoplasmaticos antes mencionados. La mitoFAST
es la isoforma corta que empieza por la metionina 35 y se encuentra exclusivamente en
focos especificos dentro de las mitocondrias (ver figura 42) llamados granulos de RNA
(129), (76).

A FASTK-HA CitoFAST MitoFAST

HA Tom20 Merge HA Tom20 Merge HA Tom20 Merge

B
mRNA Proteina
ATG1 ATG103 e
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Figura 42: FAST es una proteina mitocondrial. (A) Microscopia con focal de células 143B
teflidas. Las puntas de flecha sefialan los granulos de RNA mitocondrial. (B)EI mMRNA del gen FAST tiene
10 exones y dos codones de iniciacion ATG localizados en la posicién 1 que codifica la metionina 1y en la
posicién 103 que codifica la metionina 35. La mitoFAST se presenta sélo cuando la traduccion comienza en
el codon ATG 103. Los dominios FAST_1, FAST_2 y RAP son los dominios conservados de FAST Figura
adaptada de Jourdain, 2015.

Hay otros hallazgos cientificos de los miembros de la familia FAST que apuntan como
posibles mecanismos bioldgicos la respiracion mitocondrial y el metabolismo del RNA
mitocondrial que produndizaremos a continuacion.

FAST, miembros de la familia FASTKD, respiracion mitocondrial y metabolismo del
RNA mitocondrial

No solo FAST es una proteina mitocondrial, las proteinas FASTKD1-5 también poseen
secuencias de localizacion mitocondrial que fueron confirmadas por inmunofluorescencia
como se observa en la figura 17 (75). La restriccion de los miembros de la familia
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FASTKD a las clases de animales relativamente recientes, sugiere que estas proteinas
pueden modular la regulacion fina de produccion de energia en la mitocondria (75).

Ghezzi y colaboradores en el 2008 han identificado en dos hermanos con encefalomiopatia
mitocondrial infantil una mutacion homocigota sin sentido de FASTKD2 que se asocia a
una deficiencia del citocromo C oxidasa (complejo IV de la cadena transportadora de
electrones) (89). La enzima citocromo oxidasa C recibe electrones de las moléculas
reducidas y los transfiere luego al oxigeno. En este proceso, se transloca cuatro protones a
través de la membrana, para establecer el potencial de membrana mitocondrial. La funcion
de FASTKD2 y el mecanismo biologico subyacente no pudo ser aclarado en ese momento
pero se sugirid que participaba en la regulacion de la produccién de energia en las
mitocondrias (89). Posteriormente, Popow Yy colaboradores hallaron que en células
deficientes de FASTKD?2 se producia disminucion de la respiracion mitocondrial por una
reduccion de la actividad de todos los complejos mitocondriales (130).

Posteriormente en el 2010, se ha reportado que el silenciamiento de FASTKD3 en la linea
celular U20S derivada de un osteosarcoma humano provoca una disminucion tanto de la
tasa de consumo de oxigeno basal como de la tasa de respiracion maxima. Se utilizé un
analizador de flujo extracelular para comparar las tasas de consumo de oxigeno en células
U20S tratadas con siRNAs del control (control sSiRNA#1, D0) 6 siRNAs contra FASTKD3
(FASTKD3 siRNA#1). Las U20S tratadas con siRNAs contra FASTKD3 presentan
menores tasas de consumo de oxigeno comparadas con el control. La adicion de
oligomicina que inhibe a la enzima ATP sintasa permite cuantificar la respiracion acoplada
a ATP, que se redujo en las células U20S tratadas con siRNAs contra FASTKD3. La
adicién de un desacoplador mitocondrial (FCCP) provocd un aumento de la tasa de
consumo de oxigeno aunque muy inferior comparado con el control como se observa en la
figura 43-A. Estos datos sugieren un deterioro de la capacidad respiratoria de reserva en
las células U20S tratadas con siRNAs del FASTKDS3 frente a las crecientes demandas
metabolicas. La adicidén de rotenona (inhibidor del complejo 1) provoco una reduccion
adicional de las tasas de consumo de oxigeno equivalente a las fugas de protones. Estos
resultados revelan que FASTKD3 se requiere para la normal respiracién mitocondrial,
posiblemente a través de su interaccion con proteinas implicadas en la respiracion celular;
pero no se requiere para el acoplamiento de los complejos de la cadena respiratoria como
se demostro con la técnica de inmunotransferencia que se observa en la figura 43-B. La
inmunotransferencia se realizd con una mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra una subunidad de cada uno de los complejos de la cadena respiratoria que son
labiles cuando su correspondiente complejo no esta ensamblado y por lo tanto, son
indicativos de la cantidad de complejo ensamblado. VDAC1 es una proteina mitocondrial
utilizado como control de carga. Estos resultados indican que la disminucién del consumo
de O, inducida por el sSiRNA de FASTKD3 no se debe a una alteracién en el ensamblaje de
los supercomplejos mitocondriales (75). Por tanto, estos resultados demuestran que
FASTKD3 es necesario para la adecuada respiracion mitocondrial y para el mantenimiento
del potencial de membrana mitocondrial (75).
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Figura 43: Funciones respiratorias de células knockdown de FASTKD3. (A) El consumo
de oxigeno fue medido en células U20S tratadas con siRNAs del control (control siRNA#1, D0) 6 siRNAs
del FASTKD3 (FASTKD3 siRNA#1). Las lineas verticales indican el tiempo de adiccion de los reactivos
mitocondriales. Se representan diferentes parametros respiratorios. *p< 0.05, ** p< 0.01 y *** p< 0.001
comparado con el control. (B) El analisis de Western blotting de las subunidades representativas de los
complejos canales respiratorios mitocondriales en extractos de proteinas mitocondriales de las células U20S
tratadas con siRNAs del control (control siRNA#1, D0) 6 siRNAs del FASTKD3 (FASTKD3 siRNA#1):
complejo | (NDUFBS, 20 kDa), complejo 11 (subunidad Ip, 30 kDa), complejo 111 (proteina del core 11, 47
kDa), complejo IV (COX2, 24 kDa) y complejo V (la subunidad a de ATP sintasa, 53 kDa). VDAC es la
proteina mitocondrial de control. Figura adaptada de Simarro, 2010.

Recientemente, Park y colaboradores reportaron que la deficiencia en la proteina
desacopladora Ucp2 en ratones transgénicos mostraba profundos cambios y defectos in
vivo en la eliminacién de células en el timo y los testiculos por parte de los macréfagos.
Ellos también demuestran que la adiccion de diferentes desacopladores mitocondriales a la
linea celular de fibroblastos LR73 incrementa su habilidad para fagocitar células
apoptoticas (131). También se demostrd que la deficiencia en la proteina desacopladora
Ucp2 en macrofagos presentaba aumento de la capacidad para eliminar Toxoplasma gondii
y Salmonella typhimurium in vitro debido a un incremento en la produccién de ROS y NO
asi como incremento de citoquinas proinflamatorias (132).

FAST, asi como FASTKD2 y FASTKD3, pueden ser necesarios para mantener el potencial
de membrana mitocondrial, y esto pudiera incrementar la capacidad fagocitica de los
macrofagos KO.

En colaboracion con el prestigioso laboratorio de enfermedades mitocondriales del
Hospital Universitario 12 de Octubre liderado por el Dr. Miguel Angel Martin Casanueva,
hemos demostrado, en resultados preliminares, que los macrofagos de los ratones FAST
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KO tienen una disminucién en el potencial de membrana mitocondrial causada por una
deficiencia especifica del complejo | de la cadena respiratoria (del 40%) debido a una
alteracion en el metabolismo de algunos mRNA mitocondriales como se observa en la
tabla 7 y en la figura 44.

Tabla 7: Potencial de membrana mitocondrial en macrofagos WT y KO. *ClI: N=2; CV
WT=10,5%; CV KO=3,4%

MACROFAGOS MURINOS

WTQ KO
PROTS mg/mL 3,0 3,0

CS nmol/min mg 165,6 184,3

Cl cU/UCS 30,0* 18,5*

Cll cU/UCS 31,2 33,9

ClIl cU/UCS 133,1 138,2

CIV cU/UCS 165,6 184,3

W% Cambico XO respectoW T

Figura 44: Deficiencia del complejo I de los macrofagos KO.

También durante la ejecucion de esta Tesis Doctoral y en colaboracion con Suiza se
describié que FAST es necesario para la actividad del complejo | (76). Jourdain y
colaboradores probaron la actividad enzimatica de los complejos respiratorios de tejido
esquelético y cardiaco en ratones WT y KO y observaron una disminucion del 60% de la
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NADH deshidrogenasa que esta presente en el complejo I, mientras que la actividad de los
otros complejos no estaba alterado de manera significativa o incluso estaba ligeramente
aumentado (ver figura 45), lo que también coincide con los resultados preliminares
mostrados en la figura 43.

A Cuadriceps B Corazon
WT KO WT KO
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*
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1 1
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Complejos respiratorios Complejos respiratorios

Figura 45: FAST es necesario para la actividad del Complejo I mitocondrial. A)
Analisis de la actividad enzimatica mitocondrial del muasculo cuadriceps de ratones WT y KO. La actividad
enzimatica fue normalizada con la actividad de la citrato sintasa. Se representa la media + SEM de 3
experimentos independientes,*p< 0.05. (B) Analisis similar al presentado en (A) pero con corazdn de ratones
WT y KO. Figura adaptada de Jourdain, 2015.

Por tanto, la evidencia cientifica avala la participacion de FAST en la regulacién de la
actividad del complejo mitocondrial | necesario para mantener el potencial de membrana
mitocondrial y la produccién de energia. La clave del mecanismo bioldgico subyacente a
estos hallazgos esta en el metabolismo del RNA mitocondrial.

Los granulos de RNA mitocondriales pueden estar asociados con proteinas cuya funcién
principal es la regulacién postranscripcional del RNA mitocondrial, tales como: RNasa P,
RNasa Z y GRSF1 (133), (134). Se ha encontrado que FAST y su homologo FASTKD2
estan presentes en estos granulos aunque no son esenciales para su conformacion.

Una de las funciones de FAST de reciente descripcion en los granulos mitocondriales,
consiste en regular la expresion del mMRNA de ND6, la unica proteina codificada en la
cadena liviana del transcrito de RNA mitocondrial. FAST se une a la cadena inmadura de
mRNA en mdltiples sitios y participa en la generacion de la forma madura del mRNA de
ND6, junto con el degradosoma mitocondrial o complejo helicasa polinucle6tido
fosforilasa mitocondrial que se encarga de degradar el RNA complementario, la polimerasa
mitocondrial y el RNA metiltransferasa (ver figura 46). FAST modula la actividad del
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degradosoma para generar mMRNA maduros de ND6 evitando que degrade el transcrito de
mRNA de ND6 (76).

MTND6 MTND6 espejo ND5
CcDS 3'UTR (ncRNA)
Precursor de ..[IRNA™[ S ——
ND6
l tRNAs excision
MTND6 MTND6 espejo ND5
cDs 3'UTR (ncRNA)

Degradosoma

+ FAST /\ FAST
MTND6 MTND6
DS ' UT
FAST EAST FAST x &= CFS o YUR

i

Degradosoma

Degradacion del mRNA de ND6

MTND6 MTND6
CDs 3'UTR

mRNA maduro de ND6

Figura 46: Participacion de FAST en la generacion de la forma madura del mRNA de

NDG6. FAST se une al precursor inmaduro de mRNA de ND6 en multiples sitios inclusive el segmento UTR
3’, y bloquea su degradacion por parte del degradosoma mitocondrial. En ausencia de FAST, el degradosoma
elimina completamente la cadena ligera de mRNA. CDS: coding sequence. UTR: untranslated region. ncNA:
non-coding RNA. Figura adaptada de Jourdain, 2015.

La proteina ND6 forma parte del complejo | presente en las mitocondrias para la
respiracion celular. Se demostré que FAST es un factor limite en la expresion de esa
proteina y no afecta otras proteinas ni complejos mitocondriales (ver figura 47-A).
Ademas este efecto es demostrable en diferentes tejidos como cerebro, corazén, masculos
e higado, cuyas células son ricas en mitocondrias (ver figura 47-B). Particularmente el
dominio RAP de FAST juega un papel central en la regulacion del mRNA de ND6.
Cuando hay ausencia de FAST, los niveles de mRNA de ND6 y la actividad del complejo |
disminuyen significativamente (76).
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Figura 47: FAST regula la expresion de mMRNA de ND6 en la mitocondria. (A) Northern
blot representativo de RNA de fibroblastos de embriones de ratones (MEFs) WT y MEFs KO usando
ribosondas contra todas las subnidades proteicas del complejo 1. (B) Northern blot representativo de RNA
total de cuatro 6rganos diferentes de ratones WT y KO. Figura adaptada de Jourdain, 2015.
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También Popow y colaboradores encontraron que la ausencia de FASTKD2 conduce a una
expresion alterada de mRNA de RNR2 y ND6 que codifica subunidades del complejo |
mitocondrial, aunque en sus hallazgos fenotipicos se producia deterioro de la respiracion
mitocondrial con reduccién de la actividad de todos los complejos mitocondriales (130)

Se ha descrito recientemente como FASTKD4 participa en el funcionamiento génico
mitocondrial. EI genoma mitocondrial es altamente compacto y estd formado por una
cadena pesada que expresa dos rRNAs, 14 tRNAs y 12 RNA mensajeros (MRNAS),
mientras que la cadena ligera expresa el mRNA de la proteina ND6 y ocho tRNAS. Los
mRNA mitocondriales (mt-mRNA) tienen diferentes vidas medias que se agrupan en dos
categorias: los transcritos del complejo | (ND1-ND3 y ND5) y el transcrito CYTB del
complejo Il tienen vida media corta (t1/2 = 68-94 min), mientras que los transcritos del
complejo IV (citocromo oxidasa 1 (COX1), COX2 y COX3); el transcrito ATP6/8 del
complejo V' y el transcrito ND4/4L del complejo | son de vida media larga (t1/2 = 138-231
min) (97).
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Figura 48: Contenido relativo de mt-mRNA en células HEK293T. Resultados de
MitoString normalizados a shLacZ para cinco horquillas shFASTKD4 distintas en células HEK293T. La
horquilla de control se muestra en negro, y las horquillas de FASTKD4 se muestran en rojo. Figura adaptada
de Wolf 2014.

Se demostr6 que la ausencia de FASTKD4 afecta a algunos de los transcritos de mt-
MRNA, los cuales son COX1-COX3, ATP6/8, CYTB y ND3, como se observa en la
figura 48. Este efecto no se debe a una disminucién del mtDNA, que por el contrario esta
aumentado como se observa en la figura 49. Asi que, FASTKD4 estabiliza algunos
transcritos de mtRNA y retrasa su degradacion. Este efecto es palpable en COX2, ND3 y
COX1 como se observa en la figura 50. Este efecto no es palpable en los transcritos COX3
y ATP6/8 que parecen depender de otros factores. Como consecuencia de la alteracion de
los niveles basales de estos transcritos, FASTKD4 provoca una marcada reduccion del
complejo 1V en especial de la subunidad COX2 de la cadena respiratoria mitocondrial (97).
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Figura 49: Cuantificacidn relativa de mtDNA en celulas knockdown de shFASTKD4.
Cuantificacion relativa de mtDNA en las células knockdown de shLacZ comparado con las células
knockdown de shFASTKD4 medido a través de una PCR cuantitativa; *p< 0.05 (t-test de dos colas no
apareadas). Figura adaptada de Wolf 2014.
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Figura 50: Fraccion del RNA que permanece después de la inhibicion de la
transcripcion con bromuro de etidio (ETBR) medido por una PCR cuantitativa en lineas
celulares shLacZ y shFASTKDA4. Figura adaptada de Wolf 2014.

Por tanto concluyen que la proteina FASTKD4 se encuentra dentro de la matriz
mitocondrial (ver figura 51) y alli se asocia con los mtRNAs para estabilizarlos y
aumentar su tiempo de vida media contribuyendo al correcto funcionamiento del
metabolismo de RNA mitocondrial (97).
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Figura 51: Western blot representativo de la presencia de FASTKD4, OXALL, COX2

y ciclofilina D en mitocondrias aisladas con extraccion de carbonato y digestion de mitoplastos con
proteinasa K. Figura adaptada de Wolf 2014.

Los granulos de RNA mitocondriales son dinamicos y estan en constante proceso de
ensamblaje y desemsamblaje y por los hallazgos cientificos mas recientes son primordiales
para la biogénesis de los ribosomas mitocondriales. FASTKD2 estd presente en estos
granulos y aungue no es esencial para su conformacidn si que es necesario para el
ensamblaje de los ribosomas mitocondriales junto a unas helicasas llamadas DDX28 y
DHX30 (98). En el caso de FASTKDS5 se ha demostrado que es esencial para madurar los
transcritos mitocondriales que no estan flanqueados por tRNA (98).
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La mayoria de los mRNA y rRNA mitocondriales en el transcrito primario estan separados
entre si por uno 0 méas tRNA, que actian como sefiales de escision. Sin embargo, existen
cuatro transcritos mitocondriales no flanqueados por tRNA tanto en sus extremos 5' y 3"
tres transcritos codificados en la cadena pesada COX I, ATP8/6-COX Il y ND5-CYTB y
en la cadena ligera el transcrito de ND6. Antonicka y colaboradores demuestran que
FASTKD5 es esencial para el procesamiento de los tres transcritos codificados en la
cadena pesada y la ausencia de FASTKD5 provoca una acumulacion de éstos (ver figura
52-A) (98).

A
Transcritos no procesados
25 1
RNA19 ATP8/6+COX IIl
5'COX | H ND5+ CYTB
20 -
«©
2
<
L 154
=
hel
@
S 104
b=
-
(=
a
3 57
e e e e e &
GRSF1 DHX30 DDX28 FASTKD2 FASTKD5
siRNA
B
8 Transcritos mitocondriales maduros
128  ND1 m COX| ATP8/6 ND3 END5 mCYTB
7 m16S ~ ND2  COXII COX Il ™ ND4/4L ™ ND6
a 6
2
©
E 5
c
o) 4
[T}
I
Q
E 3
=
=
S 2
(8}
14
GRSFA1 DHX30 DDX28 FASTKD2 FASTKDS5
siRNA

Figura 52: Cuantificacion relativa de precursores de mRNA mitocondriales en células
con FASTKD?5 silenciado. (A) Cuantificacion relativa de transcritos mitocondriales no procesados. (B)
Cuantificacion relativa de transcritos mitocondriales maduros. Las barras representan la media de dos
experimentos independientes para las células tratadas con siRNA para GRSF1, DHX30, DDX28 y
FASTKD2. Figura adaptada de Antonicka, 2015.
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Curiosamente, el efecto sobre los niveles de los transcritos maduros difiere para cada uno
de los precursores, que van desde practicamente indetectable (MRNA de COX 1) a 30% de
los niveles de control (COX 111 y ATP8/6) a tres veces superior (ND5 y CYTB) (ver figura
52-B). No se sabe si FASTKD?5 tiene actividad nucleasa para procesar los transcritos o si
necesita la participacion de otras proteinas (98), por lo que sucesivas investigaciones
continuaran profundizando los mecanismos de regulacién mitocondrial.

En resumen, FAST, FASTKD2 y FASTKD5 se encuentran en granulos mitocondriales,
FASTKD4 en la matriz mitocondrial y FASTKD1 y FASTKD3 en las mitocondrias sin
especificar atn detalles mas precisos. FASTKD2, FASTKD3 y FASTKD4 participan en la
respiracion mitocondrial. FAST modula la actividad de los degradasomas para generar
MRNA maduro de la proteina ND6 del complejo | mitocondrial. FASTKD2 es necesario
para el ensamblaje de los ribosomas mitocondriales. FASTKD4 estabiliza los transcritos de
MtRNA de COX2, ND3 y COX1 vy retrasa su degradacion, por lo que participa del
funcionamiento del complejo 1V mitocondrial. FASTKDS5 es esencial para la maduracion
de los transcritos mitocondriales no flanqueados por tRNA excepto el transcrito ND6 que
depende de FASTKDA4. Asi que a la luz de los hallazgos cientificos hasta ahora realizados
los miembros de la familia de proteinas FAST tienen funciones especificas y esenciales en
el metabolismo RNA postranscripcional y la biogénesis ribosomal para contribuir con el
correcto funcionamiento de la respiracion mitocondrial y por ende de la funcion esencial
de las mitocondrias que es la produccion de energia. Casi todas las células de un organismo
tienen mitocondrias y cuando se produce un dafio, deterioro o disfuncion mitocondrial
afecta a todo el organismo.

Las enfermedades mitocondriales causan el mayor dafio a 6rganos con requerimientos
energéticos altos y con mayor dependencia del metabolismo mitocondrial como el cerebro,
el corazén, el higado, el musculo esquelético, el pancreas y el rifion; asi que el espectro
clinico y la edad de comienzo de las enfermedades mitocondriales varian ampliamente. Las
enfermedades mitocondriales siguen siendo las grandes desconocidas ya que pueden estar
causadas por mutaciones heredadas o adquiridas en el DNA mitocondrial, por mutaciones
en genes nucleares que codifican para proteinas implicadas en el correcto funcionamiento
de la mitocondria o bien por causas toxicas. La implicacién de la disfuncion mitocondrial
en las enfermedades clinicas ya conocidas 6 en las enfermedades raras sigue en intenso
proceso de investigacion . En efecto, se ha evidenciado que en varias enfermedades
autoinmunes, como lupus y artritis reumatoide, los niveles de mMRNA de FAST estan
elevados (80), (81). En cancer de pancreas, cancer epitelial de ovario y astrocitoma
también hay sobreexpresion de FAST (83), (84) y (84). Por el contrario, la ausencia de
FAST en los granulos de estrés citoplasmaticos disminuye la produccion de mediadores
proinflamatorios (78) asi como disminuyen los signos inflamatorios en un modelo murino
de artritis (82).

Sin lugar a dudas, el mejor conocimiento de los mecanismos bioldgicos de esta nueva
familia de proteinas mitocondriales contribuira al mejor entendimiento de la patogenia de
enfermedades mitocondriales heredadas y adquiridas. Asimismo, nuestros estudios de
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aclaramiento bacteriano y su relacion con la respiracion mitocondrial permitiran un mejor
conocimiento de la interrelacion entre el sistema endocrino - metabolico y el sistema
inmune innato y determinara el mecanismo biologico por el cual FAST modula la
fagocitosis lo que podria identificar nuevas dianas terapéuticas para el control de las
infecciones y sus efectos celulares.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. La ausencia de FAST provoca incremento de la fagocitosis bacteriana en
macrofagos peritoneales de raton tanto in vitro como in vivo.

2. Los macréfagos FAST KO tienen aumentado el contenido de la F-actina
durante la fagocitosis.

3. FAST no modifica ni la maduracion celular ni la expresion de los receptores
TLR2 y TLRA4.

4. El silenciamiento de FAST también provoca incremento de la fagocitosis en

macrofagos humanos.
5. FAST no modifica la produccién de ROS celular.
6. La actividad bactericida de los macrofagos es independiente de FAST.
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e Explorar si la fagocitosis de otros restos celulares esta alterado (hongos, células
muertas, células infectadas) en ausencia de FAST.

e Generar células KO para cada uno de los homdlogos de FAST en células THP-1
mediante un método de ingenieria genética de reciente introduccion; y asi estudiar
la funcion de todos los genes de la familia en la capacidad fagocitica de los
macrofagos y su importancia en la cadena respiratoria mitocondrial. EI método
consiste en una novedosa técnica de manipulacion genética basada en el sistema
inmune procariota CRISPR/Cas, considerada como uno de los descubrimientos mas
importantes de 2013. El sistema CRISPR/Cas de las bacterias permite detectar la
secuencia genética que el fago ha infectado, cortarla y sustituirla por fragmentos de
DNA sanos y operativos y también incorporar en su propio DNA fragmentos del
DNA exo6geno/material genético exdgeno con el objeto de que sirvan de guia para
evitar futuras invasiones. Este sistema procariota que ofrece increibles aplicaciones
médicas se ha comenzado a utilizar muy recientemente en células eucariotas para la
generacion de células y animales transgénicos (135), (136).

e Comprobar si las caracteristicas estructurales de las bacterias gram negativas y
gram positivas y/o los mecanismos de defensa pueden explicar las diferencias en la
fagocitosis de las mismas.

e Comprobar si el aumento de F-actina en los macréfagos KO se debe sélo a un
aumento de la actividad fagocitica o hay otros mecanismos que estimulan un
aumento de la cantidad.

e Estudiar los cambios de la expresion génica de FAST y sus homdlogos en células
mononucleares periféricas de pacientes con septicemia bacteriana y estudiar su
posible valor como marcadores pronosticos.
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ANEXOS

Anexo A-1

Ubicacion y limites de las secuencias de direccionamiento mitocondrial y los dominios
FAST_1, FAST_2 y RAP en proteinas FAST y FASTKD humanos.

Gene Accession

name number MTS (aa) FAST 1(aa) FAST_ 2 (aa) RAP (aa)
FAST Q14296 515 aa 1-38 243-309 319-410 449-502
FASTKD1 Q53R41 847 aa 1-41 575-643 B657-743 779-837
FASTKD2 QONYY8 710 aa 1-68 456-528 538-619 636-692
FASTKD3 Q14CZ7 662 aa 1-29 408-478 489-580 593-650
FASTKD4 Q96920 631 aa 1-19 369-439 449-536 566-620
FASTKDS Q7L8L6 764 aa 1-27 430-500 509-602 699-758

aa: amino-acid

MTS: mitochondrial targeting sequence

FAST_1: FAST kinase-like protein, subdomain 1; pfam06743
FAST_2: FAST kinase-like protein, subdomain 2; pfam08368

RAP: RAP domain; pfam08373
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Anexo A-2

Alineacion de la secuencia de aminodcidos de las proteinas humanas FAST y FASTKD1-
5. Los residuos estan coloreados segun el tipo: aminoacido polar no cargado (verde),
aminoéacido acido (rojo), aminoacido basico (azul) y aminoacido no polar (amarillo).
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Anexo A-3

Alineacion de la secuencia de aminoacidos de las proteinas FAST y FASTKD1-5 humana
(Hsa), raton (Mmu), pollo (Gga), y pez cebra (Dro). Los residuos estan coloreados segun
el tipo: aminodacido polar no cargado (verde), aminoacido acido (rojo), aminoacido basico
(azul) y aminoéacido no polar (amarillo).
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FASTKD1 LL PEAFAKLFFVL

FIAMWE I I

FASTKD2 e —
FASTKD2 > -arlll I
FASTKD2 N £
FASTKD2 -------m-=- ——m————m s ﬁi“RL

FASTKD3 TMAAGALY B

FASTKD3 - L
FASTKD3 -VFRAL
FASTKD3 -AFNKL

FASTKD4 -HFHQLLELL
FASTKD4 - VKL
FASTKD4 LIFI
FASTKD4

FASTKDS5
FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5

;lg'§|§ HHH e
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351

Hsa FAST AQTSPARLSGLLL-IP---PVQPCCLGPSKW| R——PVGGGPSAGPVQGLQRLL SPG-ELLRWLGQ

Mmu FAST AQTSPARLSGLLL-IP---PVQPCCLGPSKS R——PFGGGP————VQGLQRLL

Dre FAST SIVNCLYAVAALG-LPS|

PG-BLLRWLSQ
Gga FAST TGSSCFSLVLTLR-LPEGHSPLVR SRNRLG - -RFNQKBVSMVFSSVMRLHPSSPHPL-
SOIVQ SOARLS - -QFNOKB I SMVFSSSMKLHPSSQHPL - IBSCLAGL

SCLSSL

Hsa FASTKD1 [QLKSTMLIMS L—TG.QALAVLWSRNS——CLIKRVTSVLHKHL YKPL) LLKITQ.LTFLHF

Mmu FASTKD1 QLKSTILLLSEEL-SSQOALIVL

SRNS--HLLKKIVSVLYKHL ST LLKIIQALTFLHF

Gga FASTKD1 RLLATAALI F—SSHQALVILKTMQKMKCRHS——QLLIKMVSVLHRHL SYHVLQLVKLTQCLVLLHC
Hsa FASTKD2 [NLLFSLHAIVKLG-IPONTILVOTLLRVT! ICLSVLSTVL PCKNVHVLRTG-FRIL

Mmu FASTKD2 HLLFSLNAIVKLG-IPONTLMVQTLLRTI CLSILSTALVSMEPCMNVNALRAG-LRIL

Gga FASTKD2 [PLVFSLHAVVNLG-VPQONTLLVQTLLRVCOEKLN--Q CMSVLATTLA SALOAG-LOLL
Dre FASTKD2 [PLAYTLLAIINLG-VSQHTRIVQTLLRVVQERLN--Q LSVLAAGTQOOMENGNNVOALREATGLLL
Hsa FASTKD3 SLVIALGALILLH-VBPOSSLLLNLVABCONRLRKI LEILEESLITLHSSECVTILELI INOLOG
Mmu FASTKD3 GLVTALQSLLTLLPAPPQSSIMLSLVAECORRI.QORGN! LCVLGESLAMLOGASCETLKLVVROLOS

Gga FASTKD3 GLLNALQALIRLR-IBPHSTLIASLLSECEERLANRKLTVPSLCSLGESLLELEVPSCAMLEOIVSHMOR
Dre FASTKD3 VLVGALLSCTRLY-LGSRSSLVLRLVLECOKRIPSEKLNVKVL.CGISRASFAL HISGLVKQAMSQLQK

Hsa FASTKD4 [LSKLLGSLYALG-IPKASKELD: --KLK¥KHLAFLABSCATLS HS -LLTH
Mmu FASTKD4 TLVKLLRSLYTLV-LPQIS LQS WRLR--RLKYKHLVFLABSCAS -LLMH
Gga FASTKD4 TLVGLLKSLYSLG-MHESSS WRLR--RLSFROLASLAEFLAVKQG! s—— KLLS -VIKK
Dre FASTKD4 SLVGLLRTLTMLG- LPAHAPLLGAIQ WRIR--RLSYRHLSY. AFQRKMGYENEVLISTLLKQ
Hsa FASTKDS5 PLINVLKAFVILG-IPHSHS [TKCCHOVW- - LLLVABLWRYLGRKVPRFLNIFSSYLNL
Mmu FASTKD5 LISILKAFV.LR IPPSLS TRFCHQVW--EMTLBOLLLVADLWRNLGRRVPRFFKIFFSYLNL
Gga FASTKD5 ILKACVRLV VPPTHPVLNA FCRRVW--BMNLBOLLLYV: CLGRSVPSYLSILFSYANM
Dre FASTKD5 ILKAFVNLI -LPRSHSVLAS FCHOAS - -EMNLHQOLL LWRCLVRNVPKYLKKLYBNVSQ
421

Hsa FAST NPSKVRAHHYSVALRRLEOLLES - - - -RPRPPPVEQVTLOBLS - -0L.I IRNCPSFBIHTIHVELELAVLL
Mmu FAST NPTKVRAHHYPVALRRLGQLLVS - - - -QPRPSPVEQATLOBLS - -QLIIRNCPS TIHVCLHLAVLL
Gga FAST RH RHPOTLFLLLSYYRLR----AQALOG-HPASBOOL INNRKILRLVRHTLGOVS LALL
Dre FAST KNIERERHPQTL.FLLLSYYRTK-- - -WRALRAABTASPEOLVVNRKILRLVKHTLASVSS

Hsa FASTKD1 FFAKLRELLLSYLKNSFIP--TEVSVLVRAISLLPSPHLBEVEISRIEAVLPOCBLNNL -SSFATS
Mmu FASTKD1 s LFMKLRELLLSRLEASVIP--SEISVLVSALSMLPHPHLSETAVSRIBAVLPQOC L-NBLVVY
Gga FASTKD1 LFAKLKMLLLGFLKSSVIP--SBTAAI IRTLAILPSSQ IINKATAVLPQCRLOBL-SCIATA

Hsa FASTKD2 QQVWKI.VFTLQVVMKCIGK—— PIALKRK LBRFSVLNSQ! H-RSLILL
Mmu FASTKD2 OOVWNIKHVFTIL.QTVMKCIGK - -BAPSALKKK: LGRFSILNSQ L-RSVVLL

Gga FASTKD2 QRLPSIRIIFILQNLMKCMG --BAPVFLKKK

LTYPNAHRVFLGLVAMNY—CSIPVL

Dre FASTKD2 R- VPIISNVVVLQNMMRAMGK——NSPKILKMQLAIKTLS FSPPNTQYVFLSLAAMIL—NFKPLL

Hsa FASTKD3 [ERLETFTPEBIVALYRILOAC HOTFLNKINNFSLS I VSNLSPKLISOMLTALVVLEOSOAFPLI
Mmu FASTKD3 KS TFA ITSVYRILOVC KHOMFLNTLNNFSISVVPYLSPKSISHVLTALVALBOTHALPLL
Gga FASTKD3 KILQVVVGEREOYRBLLNRMNSATLTIAYOLCPKFTSAILNSLVALHOTOVVPLI
Dre FASTKD3 TAQ LVAVYCMLATG Y LLN.MNAQALRLVHQMIPIAVSKILGALVTLRQIQALPLV
Hsa FASTKD4 SHTLVIVMMKVG---HLSEP KCLEL LRKVLVMLAAQSR-RSVPLL
Mmu FASTKD4 SRTLVIMMTMAG- - - HLSESLMNH KCL L LRKVLVELAAQSR-RSVPLL
Gga FASTKD4 GTRTVVMLIARVG- HISS FSP IRRITLALAYONR-RSVPLL
Dre FASTKD4 LS SRTITILMGRAS———LFTP VALALASONR-RAVPLL
Hsa FASTKD5 LSLSQLVHLI¥VI Qv----8§ K SLILKYIPLINLEEVET1CLEFFKSSTNLSEFvVM
Mmu FASTKD5 LSLSQLIHLIYII QV----P SLIL SVNLEEVGTICLGFFKSSSSLSEFVM
Gga FASTKD5 LTLPQLVQLVYIIGEGRKS----P LMQK SVILKYLBSCTLEBI.GAICLGLFKSISGIS

Dre FASTKD5 NLNOMSPPELVQLIYIIGESRGC----PETLVKSIESLLMRHLNELKPEET.GAVCLGLFKAQTSLSERAV

491

Hsa FAST GFPSBGPLVI RRLRLPPKPPPPLOPLLRGGQOG SCPRFLRYP---—-- ROHLISS P
Mmu FAST GFPS| GPLL RRSRLPPKPPSPHRPAIYGGQ ALSCPRFLQYP------ ROHLIRS P
Gga FAST -—-PEMLALCAQEANNKA-- —-—-—----- —-————— LEATFSSOLFYENR------ IRSMA G—
Dre FAST NKS-- -——-——-——= ——————- LELIFSSHLFYQNR------ FVSS

Hsa FASTKD1 VLRWIQ HMY—LINMTA —————————————————— KOLKLLOKL| YGRQRLQHSNSL LKSLK
Mmu FASTKD1 IMRWIQSBLVC-LASTTG-- —-—--—-—-— —————- KQLPLLOKL LGRHRLQQSTNL LKSLK
Gga FASTKD1 LVKWNHYDKLH-WONTSQ-- --—------=- —————= LHVKLLQ! GFQRLQKARNLNLLL LTHVN
Hsa FASTKD2 I-HGEPLR-- --——-—-——— —————- IMINILOSCRBLOYH-—---- NLBLFKG

Mmu FASTKD2 CSKVVI —HGCPFK —————————————————— VLISILOSCRBLRYQ------ LFKST

Gga FASTKD2 NACSKKIQENI-HBAPYW-- ----—-—--—- —————- QLILILEACHSLOYR--—--- NIKLFSAV]

Dre FASTKD2 NICSKNI PIS —————————————————— RLVMVLKSCYHLOYR------ NYSLFSSIS

Hsa FASTKD3 IKLGKYVVRHV-PHFTNE-- ---------- -—-—-- LRRVL I¥FGHH------ TFFTKAL

Mmu FASTKD3 IKLGKYVVRYI-PRFTNE-- —-—--—-—-— —————- FGHS---—--- HVS
Gga FASTKD3 LALCKHSVKHV-PYFTSP-- ---—---—--- —————- LFFGHR--——-- IFT
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Dre FASTKD3 IALGKQAVHQV-QOSFABA-- ----—---—- --——— BLEVVLSALMHFGHS - -—--- BEFFVEALERYVP

Hsa FASTKD4 RAISYHLVOKP-FSLEKB-- ---------- ------ VLLBVAYAYGKLSFH------ OTOVSORLATHLL
Mmu FASTKD4 RAISYHLVQKP-FPMTKG-- —--------- —----- MLLBLAYAYGKLSFH------ QTQVSQ! LL
Gga FASTKD4 RAMSYHLIQKH-SELNLS-- ---------- ------ ILMBLIFAYGKLNFH------ OPOVFOKTATHLY
Dre FASTKD4 RALSYHLNQKPSFELKTP-- ---------- ------ LLLPIA¥VYGKLNFS------ OTOFFKRLASHLL
Hsa FASTKD5 RKIGBLACANIQHLSSRS-- ---------- ------- LVNIVKMFREEHVE------ HINFMKOIGEIAP
Mmu FASTKD5 RKIGBLACANMOHLSSHT-- ---------- ------- LVHILKMFRETHVE------ HIHFMKQFGHIAP
Gga FASTKD5 RKIABRVS GTYA-- —————————— ——————- LVNVLKMLRYTRMB- - - - - - HLPLLRKLGKVVP
Dre FASTKD5 QRLVBRSL BFG—- -——---—--- ——--——- IVNVMKYLRFSYLB--—--- HLPWLEAMGVEVP
351
Hsa FAST AQTSPARLSGLLL- IP---PVQPCCLEPSKWEBR - - PVEGGGPSAGPVOGLORLL SpG-BLLRWLEQ
Mmu FAST AQTSPARLSGLLL-IP---PVQPCCLGPSKSGHR- - PFGGGP- - - -VQGLORLL PG-ELLRWLSQ
Gga FAST FGSSCFSLVLELR-LPGESPLVR! SRNRLG- - RENQKBVSMVFSSVMRLHPSSPHPL-VESCLSSL
Dre FAST SIVNCLYAVAALG-LPSPSQIVQ SQARLS - -QFNOKB T SMVFSSSMKLHPSSQHPL - IRSCLAGL

Hsa FASTKD1 QLKSTMLLMSEBL-TCEQALAVLEAM SRNS - -GLIKRVESVLHRHLBGYKPLEL LK ITORLTFLEF
Mmu FASTKD1 QLKSTILLLSEEL-SSQQALIVL SRNS - -HLLKKIVSVLYKHL| SIELLKIIQALTFLHF
Gga FASTKD1 RLLATAALIABEF-SSHOALVILKTMOKMKCRHS--QLLEKMVSVLHRHLYSYHVI.QLVKLEQCLVLLHG

Hsa FASTKD2 YLLFSLHAIVKLG-IPONTILVOTLLRVTOERIN-- ICLSVLSTVL PCKNVHVLRTG-FRIL
Mmu FASTKD2 HLLFSLNAIVKLG-IPONTLMVQOTLLRTIOERIN-- CLSILSTALVSMEPCMNVNALRAG-LRIL

Gga FASTKD2 [JLVFSLHAVVNLG-VPONTLLVOTLLRVCOEKLN--Q CMSVLATTLA SALOAG-LQLL
Dre FASTKD2 PLA¥TLLAIINLG-VSQHTRIVQTLLRVVQERLN--Q LSVLAAGI GNNVOALREALGLLL
Hsa FASTKD3 SLVTALQALILLH-VBPQSSLLLNLVAECONRLRK LEILGHSLIFLHSSGEVTLELI INOLOG

Mmu FASTKD3 GLVTALQSLLTLLPABPQOSSLMLSLVAECORRLORGN. HLCVLGESLAMLOGASCETLKLVVRQLOS
Gga FASTKD3 GLLNALQALIRLR-IPPHSTLIASLLSECEERI.ANRKLTVESLCSLGHSLLELEvPSCAMLEGIVSHMOR
Dre FASTKD3 VLVGALLSCTRLY-LGSRSSLVLRLVLECOKRIJSEKL.NVKVL.CGISRASFALEGHPSGL.VKQAMSQLOK

Hsa FASTKD4 [LSKLLGSLYALG-IPKASKELQS WRMR - -KLKYKHLAFLABSCATL.SOEOHSOBL LA L.LTH
Mmu FASTKD4 TLVKLLRSLYTLV-LPQISKELQS WRLR--RLKYKHLVFLABSCAS HSQELLAE-LLMH
Gga FASTKD4 TLVGLLKSLYSLG-MESSSREMOS WRLR--RLSFROLASLABFLAVKOGKES-- KLLSH-VIKK
Dre FASTKD4 SLVGLLRTLTMLG-LPAHAPLLGAIQ WRIR--RLSYRHLSY. AFQRKMGYENEVLTSTLLKQ
Hsa FASTKD5 PLINVLKAFVILG-IPHSHS TKCCHOVW- - LLLVABLWRYLGRKVPRFLNIFSSYLNL
Mmu FASTKD5 BLISILKAFVLR-IPPSLS TRFCHQVW- -EMTLBOLLLVADLWRNLGRRVPRFFKIFFSYLNL
Gga FASTKDS5 ELIBILKAGVRLV-VPPTHPVLNA( FCRRVW--BMNLBOLLLV: CLGRSVPSYLSILFSYANM
Dre FASTKD5 QLLEILKAFVNLE-LPRSHSVLAS FCEQAS - -EMNLHQLL LWRCLVRNVPKYLKKLYBNVSQ
421
Hsa FAST NPSKVRAHHYSVALRRLEGOLLES - - - -RPRPPPVEQVTLOBLS - -0OLI IRNCPSFBIHTIHVELELAVLL
Mmu FAST NPTKVRAHHYPVALRRLGQLLVS - - --QPRPSP QATLgILS——QLIIRNCPSiIVHTIHVCLHLAVLL

Gga FAST RH RHPOQTLFLLLSYYRLR----AQALQOG-HPAS LINNRKILRLVRHTLGQVS. LALL
Dre FAST KNI RHPQTLFLLLSYYRTK————WRALRAA.TASP LVVNRKILRLVKHTLASVSS L
Hsa FASTKDl1 @ FFAKLRELLLSYLKNSFIP-- SVLVRAISLLPSPHL GISRIEAVLPQCBLNNL-SSFATS
Mmu FASTKD1 QSKELFMKL LLLSRLIASVIP——S ISVLVSALSMLPHPHLSETAVSRIEAVLPQC] L—NlLVVY
Gga FASTKD1 RI LFAKLKMLLLGFLKSSVIP--SBTAAIIRTLAILPSSQ IINKATAVLPQCRLOBL.-SCIATA

Hsa FASTKD2 OOVWKIEBVFTL.OVVMKCIGK - -BAPIALKRK! LBRFSVLNSQ H-RSLILL
Mmu FASTKD2 QQVWNIKHVFTLOTVMKCIGK--BAPSALKKK LGRFSILNSQ! L-RSVVLL
Gga FASTKD2 ORT.PSTRBIFILONLMKCMGK - -BAPVFLKKK! VLREIBHLTYPNAHRVFLGLVAMNY-CSIPVL
Dre FASTKD2 R-VPEISNVVVLONMMRAMGK - -NS PKELKMOQLATKTLS FSPPNTQYVFLSLAAMBL-NFKPLL

Hsa FASTKD3 [ERLETFTPEBIVALYRILOAC HOTFLNKINNFSLSIVSNLSPKLISOMLTALVVLBOSOAFPLI
Mmu FASTKD3 KSVETFAPEEITSVYRILQVC KHOMFLNTLNNFSISVVPYLSPKSISHVLTALVALBOTHALPLL
Gga FASTKD3 IENWSP KILQVVV| OYRBLLNRMNSATLTIAYQI.CPKFTSATLNSLVALHQTQVVPLI
Dre FASTKD3 TAQ LVAVYCMLATG YOBLLNEMNAQATRIL.VEQMBPEAVSKILGALVILROEOAT.PLY

Hsa FASTKD4 RRI IEDSHTLVTVMMKVG---HLSEP. KCLEL FGPNELRKVLVMLAAQSR-RSVPLL
RRI I SRTLVTMMTMAG———HLSISLMNH KCLEL FGPBELRKVLVILAAQSR-RSVPLL
LR F'SP|
LR LSBSRTITILMGRAS---LFTP SFT.

Mmu FASTKD4

Gga FASTKD4 GTRTVVMLIAKVG---HISS KAL) IRRITLALAYONR-RSVPLL
Dre FASTKD4 S K KAL) VALALASQONR-RAVPLL
Hsa FASTKD5 LSLSQLVHLIYVI QV----SOBLMOKLESLILKYIDLINL GTICLGFFKSSTNLSEFVM
Mmu FASTKD5 LSLSQLIHLIYII QV----POBLMOQ: SLILK ISVNL| GTICLGFFKSSSSLSEFVM

Gga FASTKDS LTLPQLVOLVYII
Dre FASTKD5 NLNQOMSPPELVQLIYITI

LMOKLESVILKYLBSCTLEELGAICLGLFKSISGIS
TLVKSIESLLMRHLNELKPERILGAVCLGLFKAQTSLS \%

491
Hsa FAST GFPSPGEPLV RRLRLPPKPPPPLOPLLRGGOG SCPRFLRYP--—--- ROHLISS P
Mmu FAST GFPSPGPLL RRSRL.PPKPPSPHRPAIYGGO ALSCPRFLQOYP------ROHLIRS P
Gga FAST -—- CAQEANNKA-- -----—--—-— -——-————- LEATFSSOLFYENR------ IRSMAGEG-
Dre FAST --- SA NKE-- ---------- ------- LELIFSSHLEYONR------ FVSS LP
Hsa FASTKD1 VLRWIQHBHM¥-IBNMTA-- ----—---—- --———- KOLKLLOKLPHYGRORT.OHSNSLP.L.RKEL.KSLK
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Mmu
Gga
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre

Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre

Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre

FASTKD1
FASTKD1

FASTKD2
FASTKD2
FASTKD2
FASTKD2

FASTKD3
FASTKD3
FASTKD3
FASTKD3

FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4

FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5

FAST
FAST
FAST
FAST

FASTKD1
FASTKD1
FASTKD1

FASTKD2
FASTKD2
FASTKD2
FASTKD2

FASTKD3
FASTKD3
FASTKD3
FASTKD3

FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4

FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5

FAST
FAST
FAST
FAST

FASTKD1
FASTKD1
FASTKD1

FASTKD2
FASTKD2
FASTKD2
FASTKD2

FASTKD3
FASTKD3
FASTKD3
FASTKD3

FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4

FASTKDS5
FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5

T e

KRKKPL
KRKKPL

HMILP LKPLP

IKHHMILP PMP

HMILP HPIP
ILPHLRSI
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911
Hsa FAST
Mmu FAST
Gga FAST
Dre FAST

Hsa FASTKD1
Mmu FASTKD1
Gga FASTKD1

Hsa FASTKD2
Mmu FASTKD2
Gga FASTKD2
Dre FASTKD2

Hsa FASTKD3
Mmu FASTKD3
Gga FASTKD3
Dre FASTKD3

Hsa FASTKD4
Mmu FASTKD4
Gga FASTKD4
Dre FASTKD4

Hsa FASTKD5
Mmu FASTKDS5
Gga FASTKDS5
Dre FASTKD5

Hsa FAST ~ ---------= ——--—--—-= ————m————— ————
Mmu FAST =  -------—-—-- —————————— ——————————

Gga FAST PAP. PP RPEP PP
Dre FAST PLQOL
Hsa FASTKDl —=—----——== ————————oo - RIALEFL 1P LE1L

Mmu FASTKD1 —————=—=—=== ————mmmmmm —mmmoo o RIAIELL IPHL LETIL
Gga FASTKDl ———=—=—=—==== ——mm———mm mmmmmm o oo RIALEFL PAVKKRHLETL

Hsa FASTKD2
Mmu FASTKD2
Gga FASTKD2
Dre FASTKD2

Hsa FASTKD3 P
Mmu FASTKD3 P
Gga FASTKD3
Dre FASTKD3

HSa FASTKD4 ———--=—=== —————mmmoo —mmmmmmmm oo RLAFLRWHFP| LL IV,
Mmu FASTKDA ——-——=—=-——= ————mm—mmm —mmooo o RIAFLRWHFP) LI

Gga FASTKDA —-——=—-=—=—= ———mmmmmm —mmooo o RVAFLRWHFP) LLi 1
Dre FASTKD4A ——-—=—==== ——mmmmmmmm mmmmmmmmom oo RIAFVAI L LLGRFAMOKRHL

Hsa FASTKD5
Mmu FASTKDS
Gga FASTKDS
Dre FASTKDS

1051
Hsa FAST LLPLP LPQL:
Mmu FAST LLPLP LPQL:
Gga FAST LVQPRCPRPKPG----TPRAL
Dre FAST ILQL LEKLNGI

Hsa FASTKD1
Mmu FASTKD1

RVIQIS-- K

RVIQIP-- K

Gga FASTKD1 ¥RVIQIP--H K

Hsa FASTKD2 FHVIL K FLKTKI

Mmu FASTKD2 FHVILI LKKL FVRKKI

Gga FASTKD2 [¥HVI I FLKGKI
Dre FASTKD2 LPVLVPI {.

Hsa FASTKD3 I I LV

Lgl L iiILV

F IKSCRKMA

Mmu FASTKD3
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Gga FASTKD3




Dre

Hsa
Mmu
Gga
Dre
Hsa
Mmu
Gga
Dre

FASTKD3

FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4
FASTKD4

FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5
FASTKD5
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Anexo A4

A ATG
Salvaje PID .

Ll .
Probe"*'f HH Sall

) 33Kb
Plasmido Nv—-—--—,-p->K T sal >m AR

Birigkio K st Pk

i 3
Dirigido Aneo N K FH Sall” XHK

4591bp - S
2647bp

799bp -

Anexo A-4: Generacion de ratones FAST KO.(A) Estrategia génica utilizada. La eleccién
correcta eliminara FAST, reemplazandolo con un casete flanqueado por neo-loxP. El casete se elimina
mediante cruces con ratones Ella-Cre. Los exones estan indicados en cajas negras. E, Ecl 1361l; H, Hindlll;
K, Kpnl; N, Notl; neo, casete con el gen de resistencia a neomicina; Sl, Sacl; X, Xhol; A, sitio loxP. (B)
Analisis de transferencia de Southern blot de DNA gendémico digerido con Dral proveniente de los ratones
wild type (WT) (+/+), heterocigotos (+/-) y FAST KO™. La sonda utilizada se muestra en A. (C) El anélisis
mediante PCR usando los primers P1 y P2 es capaz de distinguir los alelos WT, FAST * neo+ ("), y FAST *-
neo— (""Aneo).( D) Analisis de Northern de mRNA de fibroblastos de embriones de ratones (MEFs) WT y
FAST ™. (E) Analisis de Western blot del extracto de proteinas de MEFs de WT y FAST -/-. Figura adaptada
de Simarro, 2010.
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