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RESUMEN

La histamina es un mediador implicado en numerosos procesos. A través de su
union al receptor H1 (H1R), un receptor acoplado a la proteina Gag, ejerce un papel
preponderante en los procesos inflamatorios y en la respuesta inmune. Los
antihistaminicos, actuando como agonistas inversos del H1R, interfieren en los procesos
de tipo alérgico-inflamatorio, siendo su principal uso clinico como antialérgicos. Por su
parte, los glucocorticoides (GC), poseen una potente actividad inmunosupresora y
antiinflamatoria que los convierte en medios irreemplazables para el tratamiento de
numerosas patologias. Los GC ejercen sus efectos antiinflamatorios principalmente a
través de la unién a su receptor nuclear, el GR, y la consecuente modulacién de la
expresion génica. Muchos estudios muestran que su actividad puede ser modulada por
diferentes vias de sefalizacidn, sin embargo, no existen estudios que documenten la

modulacién entre la actividad del GR y la sefializacién del H1R.

El GR y el HIR son los blancos farmacoldgicos con mayor nimero de drogas
aprobadas. Mds aun, existen numerosas situaciones donde un corticoide es
coadministrado con un antihistaminico para el tratamiento de sintomas o
enfermedades inflamatorias aunque esta asociacidon no posee una base racional, sino
gue surge de la practica clinica. Dada su relevancia terapéutica, nos propusimos
estudiar la regulacion de la actividad del GR por parte de los ligandos del H1R
ahondando en los mecanismos moleculares de interaccidn. La profundizacion de este
conocimiento permitird aportar la base racional para las terapias actuales en las que se
usan ligandos de ambos sistemas, permitiendo también, disefiar nuevas estrategias

para tratar enfermedades inflamatorias, en las cuales se justifique el cotratamiento.

Hipotetizamos que ligandos del sistema histaminérgico, actuando a través del
receptor H1 a histamina, son capaces de modular la actividad del receptor a

glucocorticoides. El estudio de este proceso fue el objetivo del presente proyecto.

Nuestros resultados muestran que la histamina, actuando a través del H1R,

incrementa la actividad del GR inducida por dexametasona en los procesos de



transactivacion. Este efecto es el resultado de un efecto inhibitorio mediado por la via
Gag-PLC-Rac, y un efecto estimulatorio mediado por la via GBy-JNK, prevaleciendo este
ultimo por sobre el primero. Por su parte, los antihistaminicos mepiramina y trans-
triprolidina también aumentan la actividad del GR, pero en este caso, disminuyendo la
actividad de la via inhibitoria del H1R. A su vez, los antihistaminicos mepiramina, trans-
triprolidina, cetirizina, clorfeniramina y difenhidramina, también aumentan la eficacia
de la transrepresion por parte del GR inducida dexametasona sobre un sistema de gen

reportero frente a la activaciéon de NF-kB por parte de TNF-a.

A su vez evaluamos la modulacion de estos antihistaminicos sobre la actividad
del GR en lineas celulares representativas de modelos fisiolégicos evaluando la
modulacion de genes enddgenos. Utilizando las células A549, como modelo de
inflamacién pulmonary las células U937, precursoras de monocitos y macréfagos, como
modelo de sensibilizacién cutanea evaluamos la expresion de los genes
antiinflamatorios GILZ y MKP1 y los genes proinflamatorios IL8, COX2 y GMCSF. El
analisis de los resultados revela una concordancia en el efecto de los antihistaminicos
sobre la actividad transcripcional del GR inducida por dexametasona, puesto que la
mayoria de estos ligandos, aunque con distintas eficacias incrementa los efectos de la

dexametasona sobre la expresidn de los genes evaluados.

En vista de esto decidimos evaluar el cotratamiento de un corticoide y un
antihistaminico en un modelo animal donde es posible estudiar el desarrollo completo
de una determinada patologia y la efectividad del cotratamiento sobre la misma. Sobre
un modelo de asma murino evaluamos la administracidon conjunta de dexametasonay
el antihistaminico azelastina. Los resultados obtenidos muestran que ambos ligandos
poseen un efecto sinérgico, y que el cotratamiento resulta eficaz para mejorar los
marcadores patoldgicos, sugiriendo que el agregado de un antihistaminico permitiria
reducir las dosis de dexametasona para normalizar pardmetros alérgicos asociados al
asma. Nuestros resultados resultan sumamente alentadores ya que, por un lado,
permiten esbozar una potencial aplicacion terapéutica fruto de las investigaciones

precedentes, y por el otro, marcan el comienzo de un proceso para el desarrollo de



alternativas terapéuticas para el tratamiento del asma ofreciendo al médico y al

paciente nuevas estrategias eficaces.

En el presente trabajo tratamos de responder, a nivel molecular, las
consecuencias del cotratamiento con antihistaminicos y corticoides. La evidencia
molecular presentada acerca de la modulacién de la actividad del GR por la sefializacion
del H1R, asi como también los resultados obtenidos en el modelo de asma murino
resultan sumamente estimulantes, abren numerosas puertas e invitan a profundizar el
estudio esbozando potenciales aplicaciones terapéuticas para cotratamiento. Nuestros
resultados sugieren que el agregado de un antihistaminico, en una terapia combinada
junto con dosis bajas de un corticoide, permitiria reducir las dosis del corticoide,

disminuyendo de este modo los efectos adversos.

Considerando el uso difundido de la asociacion de estos farmacos para el
tratamiento de diversas situaciones patoldgicas, los resultados de este trabajo
pretenden aportar racionalidad al cotratamiento dado que los efectos de su interaccion
deben ser necesariamente tenidos en cuenta. En este contexto, la modulacion
descripta, podria resultar en un efecto sinérgico util que justifique racionalmente la

combinacidn de un antihistaminico y un corticoide.
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INTRODUCCION



LA COMUNICACION CELULAR

La comunicacién se define como la transmision de sefiales mediante un cédigo
comun al emisor y al receptor. Etimoldgicamente, la palabra deriva del latin
communicatio, -6nis, que conceptualmente significa “compartir algo o poner en
comun”. Existen diversos modelos que describen el proceso de comunicaciéon. Uno de
los primeros y mas influyentes trabajos fue el de Claude E. Shannon, del afio 1948, en el
cual se identifican sus elementos basicos: una fuente, que produce un mensaje, que es
transformado por un transmisor para crear una sefial, que es enviada por un canal, para
luego ser captada por un receptor, que la transforma en el mensaje que finalmente

llega a un destinatario.

La comunicacidn celular es el proceso mediante el cual una célula es capaz de
intercambiar informacidn con otra. Esta caracteristica es importante para los
organismos unicelulares y resulta esencial para los organismos multicelulares. En
organismos superiores el didlogo celular ocurre a través de sefales eléctricas o
guimicas. Las primeras se encuentran principalmente en el corazén y el cerebro, son
muy rapidas y requieren de una unién estrecha entre las células. Las ultimas son la
forma principal de comunicacion celular, en la cual ocurre lo descripto en la definicidn
de comunicacion. Una célula emisora (la fuente) produce un mensaje y mediante rutas
biosintéticas lo transforma en moléculas de sefializacion. Estas a su vez son secretadas
por la célula, recorren grandes distancias o actian localmente (el canal de
comunicacion), y finalmente se unen a un receptor presente en la célula blanco, quien

transduce la sefial transformdndola en una respuesta (Raff et al., 2002).



RECEPTORES

Los receptores y la farmacologia moderna son dos conceptos intimamente
asociados. El receptor es la razén de ser de la farmacologia moderna. Rudolf Buchheim
y su estudiante Oswald Schmiedeberg estudiaron, entre mediados y fines del siglo XIX,
la relacion entre la estructura quimica y la actividad bioldgica de diferentes
compuestos, sentando las bases de lo que hoy se entiende por Quimica Medicinal o
Quimica Farmacéutica. John Langley y Paul Ehrlich, desde diferentes lugaresy en la
misma época, hipotetizaron que “sustancias receptivas” dentro de las células podrian
mediar la respuesta frente a un estimulo exdgeno. Estas visiones revolucionaron la
forma de pensar los sistemas bioldgicos y su interaccidn con el entorno, dado que por
primera vez se pensaba que para que una sustancia tenga efecto, resulta necesaria la
existencia de “algo” preexistente en el organismo, sin lo cual el compuesto no tendria
efecto. De esta forma se comenzo a entender las enfermedades en una nueva forma, al
pensar que su causa podria estar dada por una falla en el funcionamiento normal de
estos sistemas, y en consecuencia corregirlos. Los nuevos descubrimientos que se
sucedieron llevaron al desarrollo de nuevas terapias y aportaron los principios basicos
para el descubrimiento de fdrmacos en la actualidad. Tan espectacular fue este
desarrollo que hoy, 150 afios después, mas del 80% de los farmacos aprobados por la
FDA actua sobre aquellas “sustancias receptivas” (hoy receptores, enzimas, etc.), la
gran mayoria perfectamente identificadas (Overington et al., 2006; Rask-Andersen et

al., 2011; Arey, 2014).

Un receptor es una proteina capaz de unirse a una molécula sefializadora, o
ligando, e iniciar una respuesta en la célula blanco. Los ligandos son moléculas que
generalmente acttan a muy baja concentracién (tipicamente < 10 M), mientras que
los receptores que los reconocen, se unen con alta afinidad (constante de afinidad, Ka >
10® M™). Los receptores pueden ser de dos tipos, de membrana e intracelulares de
acuerdo a su ubicacion, ya sea atravesando la membrana plasmatica o en el interior

celular respectivamente. Aquellos ligandos incapaces de atravesar la membrana, por su



tamafo o hidrosolubilidad, se uniran a los primeros, mientras que, los que si puedan

hacerlo se unirdn a los segundos.

Los receptores de membrana estdn constituidos por tres dominios: un dominio
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio citosdlico. La unién del ligando
al dominio extracelular produce la activacion del receptor lo que desencadena una
cascada de sefiales en el interior celular que culmina en la respuesta bioldgica. De
forma analoga a lo que ocurre con un transductor, la sefial quimica, es transformada en
una respuesta bioldgica. Es por ello que al proceso desencadenado por la activacion del

II'

receptor se lo conoce como “transduccién de la sefial”. De acuerdo al mecanismo de

transduccion de sefiales, los receptores de membrana se subdividen en:

a) Receptores asociados a canales idnicos: son complejos multiméricos en

donde la unién del ligando altera la conformacidn del canal-receptory
modifica el flujo de iones que circulan a través de este, modificando la
permeabilidad iénica de la membrana y en consecuencia, la excitabilidad de
la célula diana.

b) Receptores con actividad catalitica o asociados a enzimas: son receptores en

donde la unidn del ligando desencadena su actividad enzimatica o posibilita
la activacion de enzimas asociadas a él. Los primeros incluyen receptores
guanilato ciclasa, receptores quinasas de tirosina, receptores quinasas de
serina-treonina y receptores fosfatasas, y los receptores asociados a enzimas
quinasas de tirosina.

c) Receptores acoplados a proteinas G: se explicardn con mayor detalle a

continuacion.

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G

Los receptores acoplados a proteina G, o GPCRs por su sigla en inglés, son los
receptores mas versatiles conocidos, dado que un nimero acotado de receptores es

capaz de modular una gran cantidad de vias de sefializacidn, lo que se traduce en



funciones particulares en los distintos tipos celulares. Es por esto que en mamiferos,
participan en la regulacion de practicamente todos los procesos fisioldgicos. Dentro de
sus ligandos se encuentran aminas bidgenas (histamina, catecolaminas, acetil colina),
aminodacidos (glutamato, acido y-amino butirico), péptidos (opioides, calcitonina,
vasopresina), iones (calcio, protones), lipidos (anandamida, eicosanoides, acidos
grasos), purinas (ADP, ATP), feromonas, moléculas odoriferas e incluso fotones

(Wettschureck et al., 2005).

Estructuralmente son proteinas compuestas por una Unica cadena polipeptidica
la cual atraviesa siete veces la membrana plasmadtica. Es por esto que también se los
conoce como “receptores de 7 pasos transmembrana”. Paradigmaticamente, la unién
su ligando agonista al dominio extracelular del receptor conduce a la activacion de la
proteina G que se encuentran en el interior celular. Las proteinas G son un grupo de
proteinas heterotriméricas, compuestas por tres subunidades, alfa (a), beta (B) y
gamma (y), las cuales a su vez, en estado inactivo, se encuentran unidas al nucleétido
guanosin difosfato (GDP). La activacion del receptor se traduce en el intercambio de
GDP por GTP en la proteina G acoplada, provocando la separacién de la subunidad Ga
del dimero GBy. Tanto la subunidad Ga como el dimero GBy tienen efectores rio abajo a
los cuales se unen y modulan. La unidn al receptor del primer mensajero, el ligando, se
traduce en la variacion en los niveles de distintos mediadores intracelulares, los
segundos mensajeros (AMP ciclico, calcio, etc.), y estos a su vez también poseen
efectores a los que modulan, con lo cual se forman verdaderas vias de sefializacién que
conducen a una determinada respuesta celular. La actividad GTP-asa de la subunidad
Ga es responsable de la hidrélisis de GTP a GDP, y una vez que esto ocurre, la misma

vuelve a unirse al dimero Gy reiniciandose el ciclo (Fig. 1.1) (Arey, 2014).

Hasta el momento, en el humano se encontraron 16 genes y 11 variantes por
empalme alternativo (splicing alternativo) que dan cuenta de 27 isoformas de Ga,
mientras que para las subunidades GB y Gy son 5y 12 los genes identificados. Las
subunidades Ga se clasifican en cuatro familias: Gs, Gi/o, Gg, y G12/13, basado en la

similaridad estructural y funcional, mientras que las 5 subunidades GB y las 12 Gy,



incapaces de sefializar en su forma monomeérica, se combinan para formar dimeros
funcionales. Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual se forman las
combinaciones, se observo que no todas las combinaciones son posibles y la asociacion
no es al azar. Si bien todas las células expresan las tres subunidades Ga, GB y Gy, no
todas expresan todas las isoformas. En este contexto, el patrén de proteinas G
expresadas y activadas por el receptor es lo que determina la respuesta celular y

bioldgica (Wettschureck y Offermanns, 2005; Betke et al., 2012).
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Figura 1.1: Los receptores acoplados a proteinas G y sus principales vias de sefializacion

(adaptado de Ritter y Hall, 2009).

Los GPCRs han sido sumamente prolificos para el descubrimiento de farmacos.
Compuestos importantes como antihistaminicos, B-bloqueantes, anticolinérgicos,
analgésicos opioides y neurolépticos eran utilizados desde mucho antes que se conozca
la estructura de su receptor. Hoy en dia han sido identificados mas de 800 genes que los
codifican, y tan solo cerca de 200 poseen ligandos son conocidos. Estos ultimos
representan el blanco mas importante de los farmacos actuales, puesto que mas del

30% de estos actua sobre GPCRs. La historia de los GPCRs acompanfa a la farmacologia



desde un principio, cuando se usaban modelos animales, érganos aislados y tejidos para
estudiar dependencia de la actividad bioldgica con respecto a la dosis de fdrmaco
utilizada. Asi se descubrieron y establecieron conceptos esenciales como sitio de union,
teoria de receptores, agonista, antagonista, afinidad, eficacia, y segundos mensajeros
llegando a la purificacién del primer GPCR, el receptor f2-adrenérgico, en 1979 (Caron
et al., 1979), su clonado en 1986 (Dixon et al., 1986), y la resolucidn de la primer
estructura cristalina de alta resolucién de la rodopsina bovina en el afio 2000
(Palczewski et al., 2000). Actualmente la investigacion de la sefializacion,
desensibilizacion, internalizacidn, trafico y reciclado de los GPCRs permite descubrir
numerosas proteinas que interactdan con estos, lo cual se orienta a la busqueda de
nuevos compuestos que modulen su actividad y que resulte en mejores o en nuevas

terapias (Jacoby et al., 2006).

RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares comprenden una superfamilia de factores de
transcripcién que participan de numerosos procesos, tales como el desarrollo
embrionario, la inmunidad, la reproduccién, la diferenciacion celular y la homeostasis. A
su vez, también estan implicados en diversas patologias, como por ejemplo, el asma, el
cancer, la diabetes, la artritis reumatoidea y los sindromes de resistencia hormonal.
Entre sus ligandos se encuentran las hormonas esteroideas (glucocorticoides,
mineralocorticoides, hormonas sexuales), las hormonas tiroideas, el acido retinoico y la

vitamina D (Mannhold et al., 2008) .

Estructuralmente se componen de tres dominios principales: un dominio N-
terminal de activacion independiente del ligando (NTD), un dominio central de unién al
ADN (DBD) y un dominio C-terminal de unién al ligando (LBD). La unién del ligando al
dominio LBD activa el receptor y en consecuencia, este se une a secuencias especificas
presentes en las regiones promotoras de los genes blanco, a través de su dominio DBD,

para inducir o reprimir la expresién de los mismos. Al igual que ocurre con los



receptores de membrana, los receptores nucleares interactian con otras proteinas que
regulan su actividad transcripcional. Estas proteinas pueden actuar como coactivadores
0 como correpresores, promoviendo la induccion o represion de genes,
respectivamente (Fig. 1.2). El repertorio particular de estas proteinas es especifico para
cada tipo celular. Farmacoldgicamente esto resulta muy importante, dado que permite
la busqueda y disefo de ligandos que actien de manera especifica a nivel celular o
tisular, evitando acciones no deseadas sobre otros tejidos. Algunos ejemplos de
farmacos que actuan de este modo incluyen al tamoxifeno, al raloxifeno, la

rosiglitazona y el fenofibrato (Arey, 2014).
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Figura 1.2: Los receptores nucleares. (A) Estructura general de los dominios de los receptores
nucleares. (B) Mecanismo de accion general para homodimeros (adaptado de Huss y Kelly,

2004).

Los receptores nucleares tienen un papel muy importante en numerosos
procesos, tanto fisioldgicos como patoldgicos. A nivel terapéutico, tienen una larga
historia dentro del campo del descubrimiento de farmacos, hecho que se deriva de la
diversidad de funciones biolégicamente importantes reguladas por un Unico receptor.

El uso de sus ligandos como drogas fue muy anterior al conocimiento detallado de sus



receptores. Los receptores nucleares son un campo de intensa investigacion. La
complejidad de sus funciones y de sus vias de sefializacidn motiva una profundizacién
en su comprensidon que se traduzca en una mayor selectividad a nivel tisular de sus
efectos que permita el desarrollo de drogas mds seguras con menores efectos adversos

(Moore et al., 2006).

LIGANDOS

Un ligando se define como aquella molécula capaz de unirse a un receptor de
manera directa, especifica y con alta afinidad. De acuerdo a su eficacia, los ligandos

pueden ser clasificados como agonistas, antagonistas o agonistas inversos.

El concepto de eficacia tiene sus antecedentes en los postulados de Alfred Clark,
quien en 1933, utilizo la ecuacidn de Hill para desarrollar su teoria de ocupacién de
receptores, en la cual se considera el efecto bioldgico. En esta teoria, se asume que el
efecto bioldgico es proporcional a la fraccion de receptores ocupados por el ligando y
gue el efecto maximo resulta cuando todos los receptores han sido ocupados. Fruto de
las discrepancias entre esta asuncion y los resultados experimentales, Robert
Stephenson, en 1956, propuso que la ocupacién del receptor no necesariamente debia
relacionarse linealmente con su respuesta. Esto lo llevo a proponer que la respuesta de
un tejido es funcidn del estimulo, siendo el estimulo directamente proporcional a la
eficacia y a la fraccién de los receptores ocupada por el ligando. La eficacia se define
entonces como una propiedad del ligando que representa el grado en que el mismo es

capaz de inducir una respuesta bioldgica al unirse al receptor.

Para una revision mds extensa del tema consultar el capitulo “An Historical Introduction
to Biased Signaling” del libro Biased Signaling in Physiology, Pharmacology and
Therapeutics, 2014 (Arey, 2014).



Por otra parte, la potencia se define como la concentracion de un ligando
necesaria para obtener un determinado efecto bioldgico. La potencia se encuentra en
relaciéon inversa con dicha concentracion, siendo un ligando mas potente, aquel del que
se requiera menor concentracion para alcanzar determinado efecto. Normalmente,
como medida de la potencia se utiliza la Concentracién Efectiva 50 (CEsg), que es la
concentracion de ligando que produce un 50% de la respuesta maxima alcanzable por el
mismo. Cuando no es posible conocer la concentracidn absoluta de ligando que alcanza
al receptor (por ejemplo en ensayos in vivo, perfusién de tejidos, ensayos clinicos, etc.)
resulta mas adecuado referirse a la dosis de ligando en lugar de su concentracién (Dosis

Efectiva 50 o DEsyp).

Resulta también importante introducir el concepto de afinidad, dado que es un
parametro utilizado para caracterizar a los ligandos. La afinidad farmacoldgica deriva
del concepto de afinidad quimica, que se define como la propiedad electrdnica por la
cual dos especies quimica disimiles son capaces de formar compuestos. La idea de una
“fuerza” que causa las reacciones quimicas data del afio 1250. Fue Archibald Hill, en
1909, quien tomé el concepto quimico y lo llevo a la farmacologia. Propuso que ambas
especies, ligando y receptor, se encuentran en equilibrio quimico. De este modelo
derivé una constante que sirvié para definir la afinidad, representada por el parametro
Ka, que es la concentracién a la cual la mitad de los receptores se encuentran ocupados.
Este pardmetro, que posteriormente se llamé constante de disociacion microscopica, y
gue frecuentemente se escribe como Kp, es el que sirve como medida de la afinidad del

ligando por el receptor: cuanto menor sea su valor, mayor sera dicha afinidad.

CLASIFICACION DE LIGANDOS

De acuerdo a la definicién de eficacia, un agonista serd aquel ligando cuya
eficacia sea igual a 1, un antagonista aquel cuya eficacia sea igual a 0 y un agonista
inverso igual a -1. Considerando que el receptor puede existir en al menos dos

conformaciones, activa e inactiva, ambas en equilibrio, existe una actividad basal o
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constitutiva para el receptor, vale decir que el mismo, en ausencia de ligando, es capaz
de generar una respuesta bioldgica basal. Al considerar el ligando, un agonista sera
aquel ligando que posea mayor afinidad por la conformacion activa que por la inactiva,
desplazando el equilibrio hacia la forma activa, y por lo tanto, estabilizando esta
conformacion y desencadenando una respuesta bioldgica, mientras que un antagonista
serd aquel que se una con igual afinidad a ambas conformaciones, sin alterar su
equilibrio basal y por lo tanto no tenga efecto. Por su parte, un agonista inverso serd
aquel ligando que tenga una afinidad preferencial por el estado inactivo, produciendo
un efecto contrario a aquél de los agonistas e inhibiendo la actividad basal del receptor

en ausencia de estos.

Un ligando sélo puede comportarse como agonista inverso cuando el receptor
posee algun grado de actividad constitutiva. Sin embargo, si el equilibrio preexistente se
encuentra muy desplazado hacia la forma inactiva del receptor, el agonismo inverso
resultara muy dificil de observar y de distinguir de un simple antagonismo competitivo.
Esta dificultad se vio reflejada en la clasificacidon de muchos agonistas inversos como
antagonistas y posteriormente ha conducido a la reclasificacidon de estos como

agonistas inversos (Kenakin, 2004).

Para una revision mds extensa de receptores y ligandos consultar el capitulo “An
Historical Introduction to Biased Signaling” del libro Biased Signaling in Physiology,

Pharmacology and Therapeutics, 2014 (Arey, 2014).
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HISTAMINA

La histamina (4-(2-aminoetil)-1,3-diazol) es una amina biégena, sintetizada a
partir del aminodcido L-histidina por la enzima L-histidina decarboxilasa, almacenada en
altas concentraciones en granulos de células presentes en pulmones, piel, tracto

gastrointestinal y sistema nervioso central principalmente, asi como también en

S:NJ/\/NHE

Figura 1.3: Estructura quimica de la histamina.

mastocitos y basdfilos.

Una vez liberada, la histamina puede actuar como mediador local o bien como
neurotransmisor. A nivel fisioldgico y patoldgico, la histamina se encuentra implicada en
numerosos procesos, como por ejemplo la proliferacion y la diferenciacién celular, la
hematopoyesis, el desarrollo embrionario, la regeneracion y la cicatrizacidn. Interviene
en procesos de memoria y cognicion, regulacién de los ciclos de suefio/vigilia y la
homeostasis. Asimismo favorece la secrecién acida gastrica. Al ser liberada de
mastocitos y basdfilos, desencadena efectos rapidos sobre el endotelio vascular y
bronquial y sobre el musculo liso. Sus principales efectos incluyen contraccién del
musculo liso, y efectos pro-inflamatorios sobre macréfagos, células dendriticas,
linfocitos T y B, células epiteliales y endoteliales, tales como vasodilatacién, quimiotaxis
y aumento en la produccidn de citoquinas. Esto se traduce en el desarrollo de sintomas
como rinitis aguda o broncoespasmo caracteristicos de la respuesta alérgica temprana.

Para una extensa revisién consultar el trabajo de Jutel & col., 2005 (Jutel et al., 2005).
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Al presente se han descripto cuatro subtipos de receptores a histamina: H1R,

H2R, H3R y H4R, todos ellos receptores acoplados a proteina G. La clasificacion de los

mismos es historica, nombrados de esta forma a medida que fueron descubiertos. La

base de los descubrimientos fue farmacolégica para los dos primeros receptores y la

posterior identificacién de nuevos genes asi como también la elucidacion de cuatro

secuencias polipeptidicas diferentes para todos ellos, permitio establecer los cuatro

subtipos de receptores anteriormente mencionados. De los cuatro, los dos primeros

receptores han sido objeto del desarrollo de una amplia cantidad de medicamentos

mientras que los dos ultimos representan actualmente promesas terapéuticas (Panula

et al., 2015). La tabla 1.1 recoge sus principales caracteristicas.

H1R H2R H3R H4R
Descripto 1966 1972 1983 1994
Clonado 1991 1991 1999 2000
Proteina G Gg/11 G, Gijo Gi/o
Segundo IP; / DAG / Ca”* AMP, (+) AMP. (-) AMP, (-)
Mensajero
Expresion Ubicua Ubicua Neuronas Médula 6sea
(SNC, vias aéreas y (estémago, (SNCy SNP) y células
Vasos sanguineos) corazon y SNC) hematopoyéticas
Funcion Broncoconstriccién,  Secrecidn acida Modula liberacién Inmunidad
general vasodilatacion, gastrica de
apetito, neurotransmisores
suefio/vigilia
Fisiopatologia Alergia, emesis, Ulceras gastricas Dafio cognitivo, Enfermedades

Ligandos de
uso clinico

trastornos del
suefio

Difenhidramina,
cetirizina

Cimetidina,
ranitidina

esquizofrenia,
epilepsia

En evaluacion
clinica avanzada

inflamatorias

En evaluacion
clinica

Tabla 1.1: Caracteristicas generales de los receptores a histamina.
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RECEPTOR H1 A HISTAMINA

El receptor H1 a histamina representa el primer receptor caracterizado
farmacolodgicamente. La aparicion de los primeros compuestos con actividad
antihistaminica, en 1937, permitio llevar adelante experimentos farmacoldgicos, los
cuales condujeron a que, en 1948, Bjorn Folkow sugiriera la presencia de dos tipos de
receptores a histamina, de los cuales sélo en uno se produciria el antagonismo por
antihistaminicos (Folkow et al., 1948). Casi 20 afios después, Heinz Schild descubre
diferencias en el valor de pA; (-log Kg) de los antihistaminicos al considerar diferentes
efectos de la histamina que lo llevan a nombrar, en 1966, al receptor H1, como aquel

cuyo valor de pA; es similar al de los primeros antihistaminicos descubiertos.

La aparicion del antihistaminico radiomarcado [3H]-mepiramina en 1977,
permitié la deteccion de este subtipo de receptor en diferentes tejidos (Hill et al.,
1997). Hoy se sabe que este receptor se distribuye ubicuamente en todo el organismo,
incluyendo el sistema nervioso central, y que se expresa en la musculatura lisa vascular
y aérea, en células endoteliales, dendriticas, monocitos, neutrdfilos, linfocitos Ty B,
hepatocitos y condrocitos (Panula et al., 2015). Los efectos de la histamina actuando
sobre el receptor H1 incluyen la contraccién del musculo liso vascular y de las vias
aéreas, el aumento en la permeabilidad vascular por contraccion de las células
endoteliales, la sintesis de prostaciclinas y del factor activador de plaquetas y la
liberacion del factor de Von Willebrand, de éxido nitrico y de catecolaminas en la
medula adrenal. La histamina también posee efectos inotrdpicos negativos sobre el
miocardio e interviene en la modulacién de la actividad neuronal en diferentes areas
del cerebro y la regulacién de los procesos de suefio/vigilia. Su papel como mediador en
la inflamacion aguda y en la respuesta de hipersensibilidad inmediata es indiscutible, a
lo cual se debe sumar su participacion en la inflamacidn crdénica y la respuesta inmune

(Jutel et al., 2005).

La concomitante caracterizacion del receptor, su posterior clonado (Yamashita

et al., 1991) y su reciente cristalizacién (Shimamura et al., 2011) permitieron definir al
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receptor como una proteina de membrana de 491 aminoacidos, con un peso molecular
de 56KDa, que presenta siete pasos transmembrana y sitios de glicosilacion en su
dominio N-terminal. La unidon de la histamina se produce a través del tercer y el quinto

dominio transmembrana (TM3 y TM5).

A nivel molecular, el mismo se encuentra acoplado principalmente a la proteina
Gg/11, Cuya activacion desencadena la activacion de la fosfolipasa C, quien a su vez,
cataliza la hidrdlisis del 4,5-bifosfato produciendo 1,2-diacilglicerol e inositol-1,4,5-
trifosfato, responsables de la activacion de la protein kinasa C y del aumento del ca*
intracelular (Tabla 1.1). Los tejidos y sistemas celulares en los cuales se describieron
tales efectos han sido analizados en forma integral, detallada y exhaustiva (Donaldson
et al., 1986; Hill, 1990; Leurs et al., 1995). Otros mecanismos incluyen la produccién de
acido araquidonico, oxido nitrico y GMP.. A nivel endotelial, el H1R es responsable del
aumento en la produccién de dxido nitrico (NO), el cual media sus efectos
vasodilatadores. En cerebro, glandula adrenal y células CHO (ovario de hamster chino)
es capaz de estimular la adenilato ciclasa y el consecuente aumento de AMP,, efecto
mediado por las subunidades GBy en los dos ultimos casos. A nivel de la proliferacion
celular, es modulador mediante la activacion de las proteinas G pequefias RhoA y Rac

(Notcovich et al., 2010; Panula et al., 2015).

El H1R presenta actividad constitutiva, ya que, en ausencia de agonista conserva
su actividad, verificado en ensayos de produccion de inositoles o genes reporteros. Esto
condujo al estudio y posteriormente a la reclasificacidon de todos los antihistaminicos
clasicos, como agonistas inversos (Bakker et al., 2000). Por otra parte, la
desensibilizacién del H1R fue bien estudiada y se sabe que ocurre a través de vias
dependientes e independientes de PKC (Smit et al., 1992; McCreath et al., 1994). La
guinasa de GPCR 2 (GRK2) es la principal enzima que media la desensibilizacién inducida

por sus agonistas (lkawa et al., 2005).
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ANTIHISTAMINICOS

Los primeros antihistaminicos surgieron a través del hallazgo de los efectos
antihistaminicos asociados al piperoxano por Daniel Bovet y Anne-Marie Staub, en 1937
(Bovet et al., 1937). Sin embargo, Sir Henry Dale demostrd, mas de 20 afios antes, los
efectos de la histamina en el musculo liso estomacal y tracto respiratorio, asi como
también, sus efectos vasopresores y de shock al ser inyectada en animales (Dale et al.,
1910; Dale et al., 1919). Los anos posteriores vieron la aparicién de diversos reportes
que llevaron a establecer su papel en los procesos alérgicos y anafilacticos. Estos
hallazgos dispararon la busqueda de antagonistas que fueran capaces de prevenir los
efectos patoldgicos de la histamina, en el instituto Pasteur donde Bovet trabajaba.
Basdndose en caracteristicas comunes entre la histamina, la acetilcolina y la adrenalina,
se comienzan a explorar compuestos relacionados, lo cual llevaria, en 1937, a la
aparicion del piperoxano y de compuestos relacionados capaces de prevenir los efectos

letales inducidos por histamina en cobayos (Parsons et al., 2006).

Considerando que el primer antihistaminico fue aprobado en 1942 para su uso
en humanos, los antihistaminicos representan actualmente el grupo mas extenso de
medicamentos utilizado en desordenes alérgicos, existiendo mas de 45 antihistaminicos
de uso clinico a nivel mundial. Inicialmente clasificados como antagonistas, hoy han sido
reclasificados como agonistas inversos, capaces de estabilizar la forma inactiva del H1R.
A través de este mecanismo de accidn y de antagonizar la histamina, estos farmacos
interfieren en los procesos de tipo alérgico-inflamatorio, siendo los antihistaminicos de
segunda generacion, aquellos de eleccidn en pacientes con rinitis alérgica, conjuntivitis

alérgica y urticaria (Simons et al., 2011).

Estructuralmente, los antihistaminicos pueden definirse como dos anillos
aromaticos unidos por un puente de tres eslabones a una funciéon amino terciaria (Fig.
1.4). Su estructura quimica determina el perfil de efectos adversos y permite
clasificarlos en dos grupos principales: antihistaminicos de primera y de segunda
generacién. Mientras que los fdrmacos de primera generacidn son capaces de atravesar

la barrera hemato-encefalica, causando sedacidn y/o efectos anticolinérgicos, los de
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segunda generacion, en cambio, tienen escasa penetracion a nivel del SNC, lo cual
mejora considerablemente su perfil terapéutico. No obstante, muchos de los farmacos

de primera generacion siguen utilizandose en la practica clinica (Panula et al., 2015).
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Figura 1.4: Estructura quimica de los principales antihistaminicos.

Los antihistaminicos también se utilizan en desérdenes en los que no existe una
fuerte evidencia clinica respecto a su eficacia. Algunos ejemplos incluyen dermatitis
atopica, anafilaxis, angioedema no-alérgico, otitis media, sinusitis, insomnio, ansiedad,
migrafia y otros desordenes vestibulares. También son usados por pacientes con rinitis
alérgica con asma concomitante, aunque no son la medicacién de eleccién en pacientes

asmaticos (Bartho et al., 2013).
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GLUCOCORTICOIDES

Los glucocorticoides (GC) son importantes hormonas sin las cuales la mayoria de
los organismos moririan. Quien relaciond por primera vez la enfermedad suprarrenal
con la muerte fue Thomas Addison, en Londres, en 1855. Décadas después,
observaciones en pacientes con las glandulas suprarrenales fuertemente dafiadas
(Enfermedad de Addison), animales adrenalectomizados y el uso de extractos
adrenales, permitieron asociar los glucocorticoides a funciones vitales como el
metabolismo de carbohidratos y el mantenimiento del balance electrolitico. Recién en
el afio 1947, la identificacion de dos hormonas diferentes en extractos de corteza
adrenal permitid asociar individualmente su funcion y darles nombre: glucocorticoides y

mineralocorticoides, respectivamente.

Los GCs pertenecen a la familia de hormonas esteroideas, sintetizados en la zona
fascicular de la corteza suprarrenal, cuya funcidn primordial es mantener la
homeostasis del organismo. Etimolégicamente su nombre surge de combinar las
palabras glucosa, corteza y esteroide, reflejando uno de sus principales efectos, el
origen de su sintesis y la naturaleza quimica de su estructura. En los seres humanos los
mas importantes son el cortisol y la corticosterona (Fig. 1.5), siendo el cortisol el mas

abundante (Ashwell et al., 2000).

La sintesis y secrecion de los GCs se encuentra regulada por la hormona ACTH, la
cual a su vez es regulada por la CRH en lo que se conoce como el eje hipotaldmico-
hipofisario-adrenal (HHA). Este eje, que involucra al hipotalamo, a la glandula hipdfisis y
a la corteza adrenal junto con el sistema simpatico, conecta el cerebro con la periferia.
En el hipotdlamo, las neuronas hipofisiotrépicas reciben inervacidn central y en
respuesta liberan CRH a la circulacién portal-hipofisaria, la cual al unirse a sus

receptores en las células corticotrdpicas de la hipdfisis anterior, estimula la sintesis y
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liberacién de ACTH por parte de las mismas. El eje se completa con la secrecion de

glucocorticoides en respuesta a la liberacion de ACTH.

Cortisol Corticosterona

Figura 1.5: Estructura quimica de los principales glucocorticoides endégenos.

Los experimentos que se iniciaron con el Dr. Bernardo Houssay en el afio 1931y
qgue culminaron con la identificacion de la CRH en 1981, permitieron asociar el estrés al
aumento de glucocorticoides a través del eje HHA (Houssay et al., 1931). En el afio 1946
Hans Selye definid por primera vez el sindrome general de adaptacién, y relaciond en
este marco los estimulos estresantes con los glucocorticoides (Selye, 1946). Desde
entonces, la secrecién de glucocorticoides se conoce como una respuesta endocrina
clasica del organismo frente al estrés. El eje HHA es activado principalmente en
respuesta a estimulos estresantes, e inhibido por los niveles circulantes de
glucocorticoides mediante retroalimentacién negativa (feedback) sobre la hipéfisis, el
hipotalamo y el hipocampo. La liberaciéon pulsatil de la ACTH, dada por el control
circadiano generado en el nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo sobre la liberacion
de CRH, produce una liberacién igualmente pulsatil de glucocorticoides, encargados de
mantener la homeostasis y preparar el cuerpo para responder ante un estimulo

estresante (Papadimitriou et al., 2009).

EL RECEPTOR A GLUCOCORTICOIDES

En la década del '50 se sabia que el higado y el timo eran potenciales blancos
para los GCs pero no fue sino hasta la década posterior donde se realizaron

experimentos sobre sistemas aislados con concentraciones fisioldgicas de GCs. En el

19



ano 1957, Allan Munck publica su primer trabajo relacionado con los GCs. Diez afios
después, mediante experimentos de unidn utilizando suspensiones concentradas de
timocitos y esteroides radioactivos, se publica aparece el primer reporte del receptor a

glucocorticoides (Munck et al., 1967).

El GR pertenece a la superfamilia de receptores nucleares, mds especificamente,
a la familia de receptores de esteroides, los cuales actian como factores de
transcripcién una vez unidos a sus ligandos. Dentro de los receptores nucleares también
es conocido como NR3C1, sigla que deriva de su nombre en inglés “nuclear receptor
subfamily 3, group C, member 1”. Codificado en el cromosoma 5, locus 5931.3, su gen
da origen a dos isoformas principales por empalme alternativo (Encio et al., 1991). El
GRa, de 97KDa, es el clasico factor de transcripcidn activado por ligando mientras que
el GRB, de 94KDa, se localiza en el nucleo, no se une a GCs y ejerce un efecto
dominante negativo sobre la actividad transcripcional del GRa. Se cree que podria estar
implicado en los fendmenos de resistencia a GCs (Oakley et al., 1997; Hamid et al.,
1999; Oakley et al., 1999; Sousa et al., 2000). Adicionalmente, para el GRa se han
descripto ocho isoformas acorde a ocho diferentes sitios de iniciacién de la traduccién
(Lu et al., 2005). Aunque no fueron descriptas para el GRB, se piensa que podrian existir
puesto que ambos comparten los mismos sitios de iniciacion alternativos (Chrousos et

al., 2005). Otras isoformas menores incluyen GRy, GR-A y GR-P (Oakley et al., 2013).

El GRa estructuralmente posee los tres dominios principales descriptos para los
receptores nucleares: el dominio N-terminal (NTD), el dominio central de unidn al ADN
(DBD) y el dominio C-terminal de unién al ligando (LBD). El dominio NTD contiene la
region de activacion de la transcripcion (AF-1), importante en la interaccién con
moléculas necesarias para la iniciacidn de la transcripcidn (cofactores, coactivadores,
moduladores, etc.) (Chrousos, 2004; Zhou et al., 2005; Duma et al., 2006). El dominio
DBD, que contiene dos grupos de cuatro cisteinas, cada una de las cuales coordina un
atomo de Zn**. A través de este dominio, el GR se une a secuencias especificas del ADN
denominadas elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) (Zhou y Cidlowski, 2005;
Duma et al., 2006). El dominio LBD contiene tres regiones principales: el bolsillo de

hidrofébico de unidn al ligando, una segunda funcidon de activacion (AF-2) que
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interactua con correguladores y es dependiente de ligando, y la region de dimerizaciéon
(Bledsoe et al., 2002; Zhou y Cidlowski, 2005; Duma et al., 2006). Entre el DBD y el LBD,
el GR presenta una region bisagra (HR) flexible y entre esta y el DBD, se encuentran dos
sefiales de localizacion nuclear (NL1 y NL2) importantes para la translocacion nuclear

(Fig. 1.6) (Picard et al., 1987; Savory et al., 1999).

1 421 486 528 777
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AF-1 a—— AF-2 s
Dimerizaciéon —
Localizacion nuclear —— ]

Figura 1.6: Estructura y dominios funcionales del GR (adaptado de Beck y col., 2009).

El GR ejerce sus efectos, principalmente, a través de la regulacion génica. Los
mecanismos gendmicos dan cuenta de las acciones llevadas a cabo por los GCs que
ocurren desde minutos hasta horas. Existen otros mecanismos no genémicos, por los
cuales los GCs pueden ejercer efectos rapidos, en cuestion de segundos a minutos, y
gue no involucran la expresion de genes (Groeneweg et al., 2012; Samarasinghe et al.,
2012). Aunque poco se sabe, en comparacion con los efectos gendmicos, los
mecanismos no gendmicos agregan complejidad y diversidad a los efectos de los GCs y
su estudio contribuye a la comprension global de sus efectos fisiolégicos y
farmacoldgicos (Hafezi-Moghadam et al., 2002; Karst et al., 2005; Olijslagers et al.,
2008).
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TRASLOCACION NUCLEAR DEL GR

En ausencia de ligando el GR se encuentra predominantemente en el
citoplasma, formando un complejo con multiples proteinas. Entre estas destacan las
chaperonas Hsp90, Hsp50 y Hsp70 y las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52. En particular
Hsp90 participa tanto en la unién del GR a su ligando como en la retencién
citoplasmatica, al exponer el dominio LBD y enmascarar las seiales de localizacién
nuclear. Dada su naturaleza lipofilica, los GCs pueden atravesar la membrana
plasmatica, y en consecuencia, unirse a su receptor. La union del GR a su ligando
provoca un cambio conformacional en el mismo que conlleva a su disociacién del
complejo multiproteico, exponiendo las sefiales de localizacion nuclear y translocando
rapidamente al nucleo en un proceso mediado por importinas (Brown et al., 1970;
Pratt, 1993; Denny et al., 2000; Davies et al., 2002; Freedman et al., 2004; Terry et al.,
2007). Una vez dentro del ntcleo, el GR puede modular positiva o negativamente la
transcripcién génica. La finalizacion de la respuesta del GR comienza con la disociacidn
de su ligando, lo cual disminuye su afinidad por el ADN. Sin embargo, el GR permanece
en el nucleo por largo tiempo, sostenido por una sefial de retencién nuclear (NRS) para
luego ser exportado. Tanto en el nucleo como en el citoplasma, el GR puede ser
reciclado o bien degradado (Liu et al., 2000; Black et al., 2001; Holaska et al., 2002;
Carrigan et al., 2007).

REGULACION GENICA: DIRECTA

El mecanismo de accidn clasico a través del cual los GCs ejercen su actividad
transcripcional es a través de la unién del GR al ADN, mas especificamente, a elementos
de respuesta a glucocorticoides (GRE). Los GRE pueden ser simples, donde sdélo se une
el GR, o compuestos, donde se une el GR y uno o mas cofactores u otros factores de
transcripcién. Las secuencias consenso son palindromos imperfectos, hexaméricos e
invertidos (5'-GGAACANNnTGTTCT-3’) reconocidas por el GR como homodimero, en

donde cada mondmero se une a uno de los dos palindromos (Schena et al., 1989; La

22



Baer et al., 1994; Rhen et al., 2005). Los GRE pueden diferir en los distintos promotores
en secuencia, numero de copias y localizacién relativa, afectando la especificidad y
magnitud de la respuesta, lo cual permite una regulacion diferencial de la expresién de

sus genes (Lefstin et al., 1994; Lefstin et al., 1998).

La unién del GR a los sitios GRE produce cambios conformacionales en el
receptor, lo que conduce al reclutamiento de correguladores y complejos remodelantes
de cromatina, quienes modulan la actividad de la ARN polimerasa |l y en consecuencia
la transcripcidn génica. Entre estos se encuentran los coactivadores SRC 1-3, las
histona-acetil transferasas CBP/p300 y otras como p/CAF, CARM1 o los complejos
multiproteicos SWI/SNF o DRIP/TRAP, por nombrar algunos. Tanto la naturaleza del
ligando como la secuencia GRE reconocida impactan en la unién de los cofactores.
Como resultado de esto se produce la descondensacion de la cromatina y se facilita la
formacion del complejo de iniciacion de la transcripciéon (Beato et al., 1996; McKenna et
al., 1999; McKenna et al., 1999; Auboeuf et al., 2002; McKenna et al., 2002; Meijsing et
al., 2009; Ronacher et al., 2009).

La unién del GR al ADN no implica necesariamente un aumento en la
transcripcién génica. Por un lado existen reportes acerca de que la ocupacion de GREs
puede conducir a la represidn génica, lo cual sugiere que el sentido de la transcripcién
estaria influenciado mas por los factores, reguladores epigenéticos y moduladores de la
cromatina que por la secuencia en si misma (Uhlenhaut et al., 2013). Por otro lado,
existen secuencias GRE negativas (nGRE) en cuyo caso la unién del GR media la
represidn de la transcripcién. La secuencia nGRE consenso 5’-CTCC(n)o.,GGAGA-3’
difiere del GRE en que el espaciador va de 0 a 2 nucledtidos, lo cual impide la
homodimerizacién del GR, uniéndose entonces a cada palindromo como mondmeros. Si
bien abundan en el genoma, poco se sabe de la relevancia de los nGRE a la hora de

reprimir genes (Surjit et al., 2011; Hudson et al., 2013).
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Figura 1.7: Regulacion génica directa mediada por el GR (adaptado de Smoak y Cidlowski, 2004).

REGULACION GENICA: INTERACCION CON OTROS FACTORES

Ademas de interactuar directamente con el ADN, el GR puede modular la
transcripcidn génica mediante interacciones con otros factores de transcripcion. Estas
interacciones pueden estar acompafiadas (mecanismo compuesto) o no de la union al

ADN y pueden modular positiva o negativamente la transcripcion (Fig. 1.8).

Para aquellas modulaciones donde hay un aumento en la transcripcion de genes,
se cree que el GR actuaria como un coactivador del factor de transcripcion (Kassel et al.,
2007). En cambio, en los casos de represion génica, el GR puede interactuar con
diferentes moléculas que participen de este efecto, como por ejemplo, coactivadores
gue medien su modulacion negativa, (Rogatsky et al., 2002; He et al., 2007),
correpresores (Rogatsky et al., 2001), factores de remodelacién de la cromatina
(Burkhart et al., 2005; Bilodeau et al., 2006) e histona deacetilasas (HDACs) (lto et al.,
2000; Ito et al., 2001; Islam et al., 2008), a lo cual se debe sumar el secuestro de

coactivadores (Ogawa et al., 2005).
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INTRODUCCION

El ejemplo clasico de interaccion entre el GR y factores de transcripcion lo
representa la represidn de los factores pro-inflamatorios AP1 y NF-kB, principalmente
por un mecanismo compuesto y en menor medida independiente del ADN, que resulta
el principal mecanismo del efecto anti-inflamatorio e inmunosupresor de los GCs
(Necela et al., 2004; Newton et al., 2007). Otros ejemplos incluyen a los miembros de la
familia STAT, en cuyo caso la asociacion del GR con estos factores en conjunto con el
ADN e independiente de este, resulta en un aumento de su actividad transcripcional y
otros como CREB, NFAT, IRF3 o GATA-3, en el cual la interferencia es negativa (Rogatsky
et al., 2006; De Bosscher et al., 2009). En todos los casos, tanto el sentido de la
modulaciéon como el mecanismo pueden depender del tipo y del contexto celular

(Kassel y Herrlich, 2007).
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Figura 1.8: Regulacion génica mediada por el GR a través de la interaccidn con otros factores de

transcripcion (adaptado de Smoak y Cidlowski, 2004).
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MODIFICACIONES POST TRADUCCIONALES

Existen multiples mecanismos mediante los cuales la célula puede afectar la
sensibilidad y especificidad de respuesta a los GCs. Las modificaciones post
traduccionales del GR representan una de las formas mas importantes para modular su
actividad, permitiendo expandir el repertorio de respuestas, afectando su estabilidad,
su localizacidén intracelular, y sus interacciones con otras proteinas, dando cuenta de la
complejidad de su sefializacién. El GR puede sufrir procesos de fosforilacion,
sumoilacién, ubiquitinacidn, acetilacion y metilacion principalmente (Duma et al.,

2006).

La fosforilacion del GR puede ocurrir en numerosos sitios de su dominio NTD. En
el humano existen descriptas seis serinas blanco de dicha modificacién: S113, S141,
$203, S211, S226 y S404. Mediante la fosforilacion se puede afectar su estabilidad y
metabolismo, su distribucién intracelular, su interaccién con otras proteinas, su
especificidad por promotores en el ADN, su interaccién con cofactores nucleares, asi
como también, la magnitud y duracién de una respuesta (Orti et al., 1993; Ismaili et al.,
2004). Numerosos reportes muestran la selectividad diferencial que presenta el GR
fosforilado hacia diferentes promotores (Webster et al., 1997; Chen et al., 2008;
Galliher-Beckley et al., 2008). Un ejemplo que documenta esto es el caso de los
promotores regulados por sitios GRE, de los genes GILZ (glucocorticoid-induced leucine
zipper) y TAT (tirosina aminotransferasa), en donde se ha observado un mayor
reclutamiento hacia el ADN en las formas del GR fosforiladas en S211 o $226 (Blind et
al., 2008). A su vez, la fosforilacién del GR puede afectar otras modificaciones post
traduccionales incluyendo fosforilaciones en otros sitios, sumoilacidn y ubiquitinacion

(Arango-Lievano et al., 2015).

Las principales kinasas capaces de fosforilar al GR incluyen a p34CDC28, p38
(MAPK), CDK5, GSK-3B y JNK (Nicolaides et al., 2010). Particularmente para JNK se ha
descripto que la fosforilacion del GR murino ocurre en el residuo S246 (que es

equivalente al $226 humano) produciendo en consecuencia una disminucion en su
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actividad transcripcional (Rogatsky et al., 1998). Por otra parte se ha observado un
aumento en la exportacién nuclear dependiente de JNK que podria justificar tales
observaciones (Itoh et al., 2002). Finalmente, podemos decir que la fosforilacion del GR
es un proceso dindmico, que incluye quinasas y fosfatasas, que puede depender o no de
la unidn a ligando pero que en ultima instancia depende del estado fisioldgico de la

célula (Zhou y Cidlowski, 2005).
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INFLAMACION Y GLUCOCORTICOIDES

Los efectos antiinflamatorios de los GCs fueron descriptos por primera vez en el
ano 1949. Philip Hench y Edward Kendall inyectaron GCs a pacientes con artritis
reumatoidea severa para probar los efectos benéficos de los mismos sobre la
inflamacién (Hench et al., 1949). Al afio siguiente obtuvieron, junto con Tadeus
Riechstein, el premio Nobel en medicina y fisiologia. Este espectacular descubrimiento
se tradujo en la obtencion de cortisona en grandes cantidades, con el fin de satisfacer
las demandas clinicas, y a lo largo de la década siguiente realizando modificaciones
guimicas se sintetizaron numerosos analogos de GC que hasta el dia de hoy contintan

teniendo utilidad terapéutica: prednisolona, triamcinolona, dexametasona, entre otras

(Katz et al., 2008).

Prednisolona Triamcinolona Dexametasona

Figura 1.9: Estructura quimica de los principales glucocorticoides sintéticos utilizados en la

clinica.

Segun un reporte de la Organizacién Mundial de la Salud (Ficha Técnica N2 307,
2007), se estima que cerca de 300 millones de personas sufren de asmay 210 millones
de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), lo cual transforma a la
inflamacién y las enfermedades relacionadas en uno de los mayores desafios que
enfrenta la medicina actual. Desde su descubrimiento, los GCs fueron el principal

tratamiento para diversos desordenes de tipo inflamatorio: artritis reumatoidea, asma,
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esclerosis multiple, y muchas otras, y aun, hoy en dia, su utilidad como
antiinflamatorios e inmunosupresores los transforma en farmacos irremplazables. Sin
embargo, numerosos efectos adversos, reconocidos desde un principio, acompafian los
efectos benéficos, limitando su uso y motorizando la optimizacién y la busqueda de
nuevas estrategias terapéuticas para combatir estas enfermedades (De Bosscher y

Haegeman, 2009).

EL PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacidn es un proceso inicialmente benéfico, que se produce en
respuesta a una noxa o a un dafio intracelular, cuya funcion es remover la injuria y
restaurar la estructura y funcidn tisular. Numerosos agentes o situaciones pueden
desencadenar respuestas inflamatorias, por ejemplo, injurias fisicas, dafio tisular,
infecciones o reacciones autoinmunes. En respuesta se sintetizan y liberan numerosos
mediadores inflamatorios que disparan y sostienen el proceso actuando sobre la
vasculatura promoviendo vasodilatacién, aumento en la permeabilidad capilar,
extravasacion de plasma y finalmente, infiltracién y activacién de leucocitos en el tejido
inflamado. La remocién de la agresién y los mecanismos homeostaticos
antiinflamatorios desencadenados permiten la limitacién y resolucién de la respuesta

inflamatoria (Rhen y Cidlowski, 2005).

A nivel molecular, numerosos mediadores son responsables de la propagacion y
el progreso de la inflamacidn. Entre estos se encuentran citoquinas, como TNFa, IL-6 0
GM-CSF, guemoquinas, como IL-8 o RANTES, enzimas, como iNOS, COX-2 o fosfolipasa
A,, y moléculas de adhesién, como ICAM-1, VCAM-1, Selectina E o Selectina P. La
sintesis y liberacion de estas moléculas se produce en respuesta a estimulos
inflamatorios, entre los cuales se encuentran el lipopolisacarido bacteriano (LPS), los
factores virales o las citoquinas TNF-a o IL-1B. La unién de estas moléculas a sus
receptores produce la activacion de factores de transcripcion, principalmente, NF-kB

(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) y AP-
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1 (proteina activadora 1) quienes estimulan |la expresion de los mediadores

proinflamatorios mencionados, propagando la inflamacidn (Beck et al., 2009).

NF-kB es un factor de transcripcién cuya familia se compone de cinco miembros:
p65 (RelA), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50/p105) y NF-kB2 (p52/p100). Todos pueden formar
homo- o heterodimeros. En la via candnica de activacién de NF-kB, la uniéon del TNF-a a
su receptor desencadena la activacion del dimero p65-p50, el cual se libera de su
inhibidor citoplasmatico I-kB y transloca al nicleo mediado por su sefial de localizacién
nuclear. La unién y el reconocimiento de promotores especificos se traducen en un
aumento en la expresién de genes inflamatorios (Barnes et al., 1998; Hayden et al.,

2008).

EL GR Y LA INFLAMACION

Los GCs ejercen sus efectos antiinflamatorios principalmente a través de la
unién al GR y la modulacion de la expresidon génica. Una vez activado, el GR puede
regular positivamente la expresion de genes antiinflamatorios (transactivacion), o bien,
regular negativamente los genes proinflamatorios (transrepresién). Trabajos recientes
sugieren efectos rapidos sobre la inflamacion, que no estarian mediados por cambios
en la expresién de genes. Sin embargo, queda mucho por dilucidar en relacidn al papel

de estos mecanismos en su accién antiinflamatoria (Rhen y Cidlowski, 2005).

La transactivacion de genes antiinflamatorios resulta necesaria para ejecutar
una respuesta antiinflamatoria completa (Tuckermann et al., 1999; Tuckermann et al.,
2007; Kleiman et al., 2012; Vandevyver et al., 2012). Numerosos genes son los inducidos
por los GCs en este sentido, entre los cuales se encuentran I-kB, GILZ, DUSP-1, Anexina-
1, SLPI, IL-10, Dexras1, DOK-1, SLAP, CC10y TTP (Clark, 2007; Newton y Holden, 2007).
La MAPK fosfatasa 1 (MKP-1 o DUSP-1) es una de las proteinas antiinflamatorias mas
potentes inducidas por el GR, cuya importancia radica en la defosforilacion de MAPKs,

las cuales intervienen en la activacion de factores proinflamatorios, tales como NF-kB y
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AP-1. GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) es un gen con importantes
propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras y cuya induccién se relaciona con
los efectos de los GCs sobre las cascadas de activacion de las MAPKs y sobre la
activacion de NF-kB y AP-1. Una gran cantidad de publicaciones cientificas muestran la
importancia particular de los genes MKP-1 y GILZ en relacion a los efectos
antiinflamatorios del GR y dos trabajos recientemente publicados recogen sus

conclusiones y analizan su funcién (Ayroldi et al., 2012; Vandevyver et al., 2013).

La transrepresion de genes proinflamatorios ocurre a través de la interferencia
del GR con factores de transcripcién proinflamatorios, como ser NF-kB, AP-1, CREB, Tbt-
1, GATA-3, e IRF-3, entre otros, conduciendo a una reduccion en la sintesis de
numerosos mediadores proinflamatorios: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18,
COX-2, Selectina E, iNOS, IFNy, TNFa, ICAM, MCP-1, VCAM, etc. (Smoak et al., 2004;
Ogawa et al., 2005; Reily et al., 2006). El éxito clinico de los GCs como antiinflamatorios
se relaciona histéricamente con su capacidad para inhibir estos factores,
principalmente NF-kB y AP-1 (Rhen y Cidlowski, 2005; Barnes, 2006; Newton y Holden,
2007). Tal es asi que la regulacién negativa se ha transformado en un paradigma para
estudiar los efectos antiinflamatorios del GR y dentro de ella, los mecanismos de
interferencia mas estudiados son los del GR con NF-kB y AP-1 (Schacke et al., 2005;

Newton et al., 2007; De Bosscher et al., 2010; Glass et al., 2010).
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Figura 1.10: Mecanismo de accidon antiinflamatorio de los glucocorticoides (adaptado de Rhen'y

Cidlowski, 2005).

En particular, el antagonismo del GR sobre NF-kB se puede producir de cuatro
formas distintas: por interaccidn fisica, por induccidn de su inhibidor I-kB, por
interferencia con la maquinaria basal de la transcripcién, o bien, a través de
modificaciones de histonas o remodelado de la cromatina (Fig. 1.2). Entre los genes
reprimidos por el GR de esta forma se encuentran la interleuquina 8 (IL-8), una
guemogquina humana prototipo, cuyos niveles aumentan rdpidamente frente a TNFa o
IL-1B, LPS y productos virales y en cuya activacion intervienen NF-kB y las MAPKs
(Hoffmann et al., 2002); la ciclooxigenasa 2 (COX-2), una enzima inducible frente a
estimulos inflamatorios diversos, esencial en la produccién de prostaglandinas, las
cuales tienen un papel central en la inflamacién (Tanabe et al., 2002; Bos et al., 2004); y
el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), una
glicoproteina que promueve la produccion de neutrofilos, eosindfilos, basoéfilos y
monocitos a partir de sus precursores inmaduros, cuyo gen es reprimido por el GR

mediante la desacetilacion de histonas (Ito et al., 2000).

32



INTRODUCCION

Citoquinas proinflamatorias >
Qo O GCs . (Tp\lFu) T‘ 1%%
7‘% ‘WU’P%%‘OW%*WWFVMWWJ?%OHWJ#Q%W&?%fXQ*f ri?\ éW?Q‘??PCC vQPkf
LARERRANENN SNNBANN0001000:010.0010:01010:0:0,0:0:01010.010:0:0.0:0:0.0.0.0.00.00. 044 994 RS 4 EEEI0 00N NE 0004} DObﬁX)*f‘t“)&“OOOOfUV

IxB

R, i
N/ AN/

Activacion transcripcional

1 )
GR AG
N

Interferencia con Maquinaria de Transcripcion Basal

Interferencia proteina-proteina

Figura 1.11: Represion sobre la sefializacién de NF-kB mediada por el GR (adaptado de Smoak y

Cidlowski, 2004).

TRANSACTIVACION VS. TRANSREPRESION

Existe una hipdtesis generalizada por la cual el efecto antiinflamatorio de los
glucocorticoides esta principalmente determinado por la transrepresion del GR sobre
factores de transcripcion, mientras que sus efectos adversos tienen su origen en la
transactivacion de genes. Esto se deriva del hecho de que diversas enzimas involucradas
en el metabolismo de la glucosa, entre ellas la TAT (tirosina aminotransferasa) y PEPCK
(fosfoenolpiruvato carboxikinasa) son moduladas por el GR a través de la
transactivacion de sus genes, lo cual da cuenta de los efectos diabetogénicos de los GCs
(Clark, 2007). Por otro lado, experimentos con ratones knock in para una variante del
dim

GR mutada en la alanina 458 por treonina (GR™") mostraron que la dexametasona

induce pobremente los genes de TAT y PEPCK pero conserva su capacidad de
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transreprimir genes inflamatorios clasicos (Reichardt et al., 1998; Tuckermann et al.,
1999; Reichardt et al., 2001) . En este marco, las investigaciones se orientaron hacia la
busqueda de la disociacion de los efectos de transactivacion y transrepresion de los

GCs, lo cual condujo a la identificacidén de los GCs “disociados”.

Desafortunadamente, el desarrollo de compuestos inicialmente promisorios se
vio frenado por la aparicion de efectos adversos a nivel dseo y sdlo dos compuestos se
han evaluado en ensayos clinicos para aplicaciones tépicas (Baschant et al., 2012). Esto
probablemente se deba a la importancia de los procesos de transactivacién de genes en
la resolucidn de la inflamacién. La continua identificacién de nuevos genes
dependientes de sitios GRE con propiedades antiinflamatorias, da cuenta de Ia
importancia de la transactivacién de genes en estos procesos. La inducciéon por los GCs
de los genes MKP1 y GILZ interfieren con vias de senalizacidn proinflamatorias, la
induccion de I-kB y GILZ tienen efecto inhibitorio sobre NF-kB, la induccién de MKP1
contribuye a la inhibicion de AP-1, a lo cual debe sumarse la induccién de numerosos
mediadores antiinflamatorios. Por su parte, los ratones knock in para el GRY™ aun
sufren ciertos efectos adversos de los GCs (presentan formacién ésea y diferenciacion
de osteoblastos reducida y atrofia muscular), lo cual evidencia que también a través de
la transrepresidn ocurren importantes efectos adversos. En relacién a esto, existen
numerosas y crecientes evidencias que muestran que los procesos de transactivacién y
transrepresion de genes involucran tanto a los efectos antiinflamatorios como a los

indeseados (Vandevyver et al., 2013).

La aparicion del tamoxifeno, un esteroide sintético con selectividad tisular
(antiestrogénica en la mama y estrogénica en el Utero), abrio las puertas hacia la
busqueda de ligandos capaces de modular selectivamente la actividad de los receptores
nucleares. En particular para el GR, la busqueda de este tipo de ligandos, los
moduladores selectivos del receptor a glucocorticoides (SEGRMs), se orienta hacia
compuestos que modulen selectivamente genes relacionados con la inflamacién y que
afecten en menor medida aquellos relacionados con los efectos adversos, lo cual

representa actualmente un campo de intensa investigacion (Sundahl et al., 2015).
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Figura 1.12: La transactivacion y la transrepresion de genes como mecanismos moleculares de

los efectos deseados y adversos de los glucocorticoides.
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RESPUESTA CRUZADA

La habilidad de una célula para responder a estimulos externos e internos es una
propiedad vital. Continuamente, cada célula de un organismo multicelular recibe una
vasta cantidad de mensajes, los cuales son integrados a través de un nimero limitado
de vias de sefializacion para producir respuestas celulares complejas. Estas vias no
trasmiten simplemente los mensajes, sino que los procesan y codifican. Esto refleja la
sorprendente capacidad de los sistemas bioldgicos para detectar estimulos y adaptar su
maquinaria bioquimica frente a un amplio espectro de situaciones con el objeto de
mantener la homeostasis. Dicha caracteristica obliga a concebir la comunicacién celular
como una red compleja de interacciones a partir de sus componentes simples (Bernabo

et al,, 2014).

La imagen clasica de vias de sefializacion lineales y discretas ha sido
reemplazada por una que implica una gran cantidad de redes interconectadas, dando
lugar a una concepcién de la comunicacién celular holistica en lugar de reduccionista.
Sin embargo, no todas las interacciones poseen relevancia bioldgica, y mucho menos
clinica. En este sentido, desde un punto de vista farmacolégico, es deseable investigar la
respuesta cruzada entre vias de sefalizacidn que den lugar a nuevas formas de

entender las patologias y las terapias (Yoshikawa et al., 2013).

Una amplia cantidad de trabajos documentan la respuesta cruzada entre
diversas vias de senalizacidn y receptores a esteroides. Una de las primeras evidencias
surgidé de los efectos de analogos del AMP ciclico sobre el receptor de progesterona
(Beyer et al., 1981). En lo que concierne al GR, muchos estudios muestran que su
actividad puede ser modulada por diferentes vias de sefalizacidon, sin embargo, existen
en comparacion pocos estudios que reporten a nivel molecular la interaccién del GR
con la sefalizacién de GPCRs. En relacion a esto se ha descripto la modulacidn cruzada

del GR con el receptor B2-adrenérgico, el receptor a somatostatina y el receptor a
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melatonina. Se observod que la adrenalina y nor-adrenalina, actuando sobre el receptor
B2-adrenérgico, aumentan la actividad del GR a través de un mecanismo independiente
de su efector clasico PKA, pero dependiente de las subunidades GBy, de PI3K y de PKB
(Schmidt et al., 2001). Por su parte, la somatostatina suprime la actividad del GR a
través del dimero Gy, siendo la subunidad GP capaz de unirse al GR, translocar al
nucleo con él y suprimir su actividad transcripcional (Kino et al., 2005). Finalmente, se
ha descripto que la melatonina suprime la actividad transcripcional del GR a través de la
subunidad Gai acoplada a su receptor MT1 (Kiefer et al., 2005), inhibe la sintesis de su
ARN mensajero (Sainz et al., 1999), previene la apoptosis inducida por glucocorticoides
(Hoijman et al., 2004), impide su translocacién nuclear blogueando la disociacién de
este con la chaperona Hsp-90 (Presman et al., 2006), y afecta su interaccién con el
coactivador TIF-2 inhibiendo la induccién de genes reporteros (Presman et al., 2012).
También se ha descripto que los GPCR huérfanos, GPR30 y GPR50, modulan la actividad
del GR, el primero inhibiendo la expresién del coactivador TIF-2 y el segundo

interactuando con el coactivador TIP-60 (Ylikomi et al., 2004; Li et al., 2011).

En lo que respecta al HIR y al GR, se ha descripto que la dexametasona inhibe la
produccién de inositoles inducida por histamina (Hardy et al., 1996), y que regula
negativamente la expresion del H1R (Karlstedt et al., 1999). Sorprendentemente,
aunque ambos receptores se encuentran involucrados en procesos comunes
importantes (como la inflamacion o la alergia), mas allad de estos dos reportes no
existen estudios que documenten la modulacion entre la actividad del GR y la

sefializacion del receptor H1 a histamina.

INFLAMACION Y COTRATAMIENTO

Existen numerosas situaciones donde un corticoide es coadministrado con un
antihistaminico para el tratamiento de sintomas o enfermedades inflamatorias, lo cual
se sustenta mds bien en la practica clinica que en evidencias racionales o mecanisticas.

Actualmente existen formulaciones comerciales que presentan la asociacién de ambas
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drogas, como por ejemplo dexametasona + clorfeniramina (Dexalergin ©),
betametasona + loratadina (Histamino Corteroid L ®) y fluticasona + azelastina (Dymista
®). Un caso tipico lo representa la rinitis alérgica, cuyo tratamiento consiste en la
combinacidn de corticoides con antihistaminicos cuando no hay una progresién
favorable de la patologia o cuando no se logra controlar los sintomas (Bousquet et al.,
2008; Scadding et al., 2008). No obstante, un estudio de 2011 muestra que dicha
combinacidn resulta la opcién mas utilizada en la préctica clinica para tratar todos los
tipos de rinitis alérgica (Navarro et al., 2011). Consecuentemente, tres asociaciones han
sido recientemente patentadas conteniendo el antihistaminico azelastina y los

corticoides mometasona, ciclesonida o fluticasona (Wolthers, 2013).

Por otra parte, la dermatitis atdpica, una enfermedad cutdnea inflamatoria
crénica, se trata ampliamente con corticoides de administracién tépica, los cuales
poseen efectos adversos que motivan la busqueda de nuevas estrategias. En este
sentido, los antihistaminicos se han usado en conjunto con corticoides para tratar la
dermatitis atdpica aunque poco se sabe de su utilidad y/o de su potencial interaccién
(Hoare et al., 2000). En relacién a esto, los efectos sinérgicos de ambos ligandos han
sido evaluados en un modelo animal en el que se concluyé que la combinacién resulta
muy Util para su tratamiento aunque no se investigd el mecanismo molecular

subyacente (Kagawa et al., 2010).

La profundizacién del conocimiento de la interaccidén entre el GRy la
sefializacion del H1R permitird aportar la base racional para las terapias actuales en las
gue se usan ligandos de ambos sistemas, permitiendo también, disefiar nuevas
estrategias para tratar enfermedades inflamatorias para las cuales se justifique el
cotratamiento. En este sentido, el asma es una enfermedad de tipo inflamatoria, para la
cual los corticoides representan la terapia mas efectiva (Barnes, 2006). Sin embargo, la
existencia de efectos adversos importantes asi como de poblaciones asmaticas
incapaces de controlar sus sintomas lleva a la necesidad y a la busqueda permanente de
nuevas estrategias terapéuticas (Olin et al., 2014). Por su parte, los antihistaminicos

representan un enigma para los investigadores respecto al tratamiento del asma. Por

38



un lado la histamina se encuentra indudablemente relacionada al desarrollo de la
enfermedad, desde su identificacién en 1910 como un potente agente constrictor del
musculo liso de las vias aéreas. La histamina incrementa la permeabilidad vascular, es
guemoatractante de eosindfilos y neutréfilos y moduladora inmunoldgica y resulta un
mediador clave en la relacion entre un alergeno, la inmunoglobulina E, los mastocitos y
el asma, encontrdndose aumentada en las vias aéreas de pacientes asmaticos (Casale et
al., 1987; Broide et al., 1991; Brightling et al., 2002; Ashikaga et al., 2006). Sin embargo,
pese a la abundancia de informacidn preclinica que avala el papel de la histamina en el
asma, existe una falta de eficacia por parte de los antihistaminicos para controlar sus
sintomas. Numerosos estudios clinicos muestran que los antihistaminicos no permiten
controlar el asma en adultos (Van Ganse et al., 1997), independientemente de que en
algunos se alcance una mejora, aunque a dosis mucho mayores que las convencionales

(Nelson, 2003).

En vista de esto, nos propusimos estudiar la regulacién de la actividad del
sistema glucocorticoide por parte de los ligandos de los receptores H1 ahondando en
los mecanismos moleculares de interaccidon entre ambos sistemas. Considerando el uso
difundido de la asociacion de estos farmacos para el tratamiento de diversas
situaciones patoldgicas, los resultados de este trabajo pretenden aportar racionalidad al
cotratamiento, dado que los efectos de su interaccién deben ser necesariamente
tenidos en cuenta. En este contexto, la modulacién descripta podria resultar en un
efecto sinérgico util que justifique racionalmente la combinacidn de un antihistaminico
y un corticoide. En este caso particular, los fendmenos de sinergismo podrian conllevar
una ventaja terapéutica al reforzar la accién de la droga, y en situaciones donde el
tratamiento con corticoides presenta numerosos efectos adversos, permitir reducir las

dosis del mismo y minimizar tales efectos sin comprometer la eficacia del tratamiento.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos puede hipotetizarse que los
ligandos del sistema histaminérgico, actuando a través del receptor H1 a histamina,
son capaces de modular la actividad del receptor a glucocorticoides. El estudio de este

proceso es el objetivo del presente proyecto.

OBJETIVOS

e OBIJETIVO 1: Evaluar la modulacién de la actividad del receptor a
glucocorticoides por parte de los ligandos del receptor H1 a histamina,
estudiando los procesos de transactivacién, sobre un promotor artificial, y de

transrepresién, midiendo la actividad de NF-kB.

e OBIJETIVO 2: Estudiar a que nivel de las diferentes vias de transduccién activadas
por los ligandos del receptor H1 se da la modulacién de la actividad

transcripcional del GR.

e OBIJETIVO 3: Evaluar la modulacién de la actividad del receptor a
glucocorticoides por parte del receptor H1 a histamina, en sistemas fisiologica

y/o fisiopatolégicamente relevantes.
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MATERIALES Y METODOS



LINEAS CELULARES

CELULAS HEK-293T, Hela y A549

Las células HEK-293T (derivadas de rindn embrionario humano, ATCC # CRL-1573), Hela
(derivadas de cancer cérvico-uterino humano, ATCC # CCL-2) y A549 (derivadas de
epitelio pulmonar humano, ATCC # CCL-185) fueron crecidas adheridas en estufa con
atmosfera humidificada, conteniendo 5% CO,, a 37°C, en medio DMEM (Dulbeco’s
modified Eagle’s medium) suplementado con 10% de SFB y 50ug/ml de gentamicina.
Las células fueron subcultivadas mediante el agregado de una solucién 0,05% de

tripsina y 0,3mM de EDTA.
CELULAS U937

Las células U937 (derivadas de un linfoma histiocitico humano, ATCC # CRL-1593.2)
fueron crecidas en suspensidn en estufa con atmdsfera humidificada con 5% CO,, a
37°C, en medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) suplementado
con 10% de SFBy 50ug/ml de gentamicina y mantenidas a una densidad de 2.10°-
1,5.10° células/ml.

PREPARACION DE PLASMIDOS

OBTENCION DE PLASMIDOS

Para la obtencion de plasmidos con los distintos insertos, bacterias E. Coli XL1-Blue
transformadas con las distintas construcciones fueron crecidas durante toda la noche
(ON) a 37°C en 30ml de medio LB (bacto-triptona 5g/I, extracto de levadura 10 g/I, NaCl
10g/I) suplementado con ampicilina (todos los vectores utilizados contienen el gen de
resistencia a este antibidtico). Las bacterias se recolectaron por centrifugacién a 4000
rpm durante 15 min y se resuspendieron en 4ml de buffer P1 (Tris-HCI 50mM, pH 8;
EDTA 10mM; 100ug/ml de RNasa A). Las bacterias fueron lisadas por agregado de 4ml



de buffer P2 (NaOH 200mM; 1% SDS) y la preparacion fue mezclada por inversion. Se
incubd 5 min a temperatura ambiente, agregdndose posteriormente 4ml de buffer P3
(acetato de potasio 3M, pH 5,5). Luego de incubar 15 min a 0°C, se centrifugd a
10000rpm durante 30 min a 4°Cy el sobrenadante conteniendo los plasmidos fue
sembrado en una columna de QUIAGEN-TIP previamente equilibrada con 4 ml de buffer
QBT (NaCl 750mM; MOPS 50mM, pH 7; 15% isopropanol; 0,15% Triton X-100). La
columna fue lavada dos veces con 10 ml de buffer QC (NaCl 1 M; MOPS 50 mM, pH 7;
15% isopropanol) y el ADN plasmidico fue eluido con 5ml de buffer QF (NaCl 1,25 M;
Tris-HCI 50 mM, pH 8,5; 15% isopropanol). Luego, fue precipitado por adicién de 0,7
volumenes de isopropanol a temperatura ambiente y posterior centrifugacion a 13000
g durante 30 min a 4°C. El precipitado se lavé con 70% de etanol y se resuspendid en

50ul de buffer TE (Tris-HCI 10mM, pH 8; EDTA 1mM).

Los plasmidos asi obtenidos fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al
0,8% en buffer TAE (Tris-acetato 0,4M, pH 8; EDTA 1mM) y tefiidos con una solucidn de
bromuro de etidio 1ug/ml para su posterior visualizacion por fluorescencia a la luz U.V.

(300nm).

Para el analisis de los clones positivos luego de cada ensayo de ligacidn, los plasmidos
fueron purificados en forma parcial, realizando las siguientes modificaciones al
protocolo descripto anteriormente: las bacterias fueron crecidas ON en 1ml de LB con
ampicilina, y luego de la incubacion con el buffer P3, la solucién fue centrifugada en las
mismas condiciones, y el ADN plasmidico del sobrenadante fue precipitado mediante el

agregado de 0,7 volumenes de isopropanol.



CONSTRUCCIONES UTILIZADAS

Para la realizacion del proyecto se utilizardn plasmidos actualmente en nuestro poder

con sus insertos previamente clonados por nosotros o donados por otros laboratorios.

Plasmido Origen

TAT3-Luc Dr. C.P. Fitzsimons Faculteit der
Natuurwetenschappen, Wiskunde en Informatics

SILS, Amsterdam, The Netherlands.

MMTV-Luc Dr. Adali Pecci, IFIBYNE, CONICET, UBA.
pRSV-GR Dr. Adali Pecci, IFIBYNE, CONICET, UBA.
pCDNA3-HA-GR-S246A Dr. Marija Krstic-Demonacos. Molecular Medicine.

University of Salford, Manchester, UK.

pCEFL-H1R Clonado en nuestro laboratorio.

pCEFL-Gatransducina Dr. JS Gutkind. Oral and Pharyngeal Cancer Branch,
NIH/NIDCR, Bethesda Md, USA.

p(IL6kB)350hu.IL6P- luc+ Prof. dr. Karolien De Bosscher. VIB Department of

Medical Protein Research, University of Gent,

Belgium.
(wt)3-Kb-Luc+ Dr. Adali Pecci, IFIBYNE, CONICET, UBA.
pCEFL-RelA Dr. Adali Pecci, IFIBYNE, CONICET, UBA.
pCMV-Bsd-Gbetal Dr. Tomoshige Kino. DeCherney Lab - Section on

Implantation and Oocyte Physiology. NIH. Bethesda
Md, USA.



pCDNA4-HisMax-Gbeta2

pEGFP-C1-Ggamma2

pPENTRY-YFP-Ggamma5

pcDNA3-1-YFP-Ggammall

pCDNA3-C3

pCDNA3-GFP-B2-chimerina

pcDNA3-RacN17

pcDNA3-p115

PCDNA3-RGS2

pCMV-Myc-P-Rex1

Dr. Tomoshige Kino. DeCherney Lab - Section on
Implantation and Oocyte Physiology. NIH. Bethesda
Md, USA.

Dr. Tomoshige Kino. DeCherney Lab - Section on
Implantation and Oocyte Physiology. NIH. Bethesda
Maryland, USA.

Dr. N Gautam, Anesthesiology and Genetics Dpt,
Washington University School of Medicine St. Louis,

MO, USA.

Dr. N Gautam, Anesthesiology and Genetics Dpt,
Washington University School of Medicine St. Louis,

MO, USA.

Dr. Omar Coso, IFIBYNE, CONICET, UBA.

Dr. M Kazanietz. University of Pennsylvania School

of Medicine, Philadelphia, PA, USA.

Dr. Heidi Welch, Babraham Institute, Cambridge, UK.

Dr. M Kazanietz. University of Pennsylvania School

of Medicine, Philadelphia, PA, USA.

Dr. M Kazanietz. University of Pennsylvania School

of Medicine, Philadelphia, PA, USA.

Dr. M Kazanietz. University of Pennsylvania School

of Medicine, Philadelphia, PA, USA.




TRANSFECCIONES TRANSIENTES

Las células HEK-293T fueron transfectadas utilizando el reactivo LipofectAmine 2000
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. Las
células HEK-293T fueron plagueadas el dia anterior a la transfecciéon en medio DMEM
suplementado con 10% de SFB a una densidad de 2,5x10° células para las placas de 24
pocillos (2cm? de 4rea/cada uno) o cantidades proporcionales segin el rea del pocillo.
Se utilizaron 0,5ug de ADN total. El ADN se disolvié en 50ul de medio DMEM base. Se
utilizaron 2ul de LipofectAmine 2000 por pocillo, disueltos en 50ul de medio DMEM
base y se procedid de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células fueron
repicadas 4 horas después en placas de 96 pocillos resuspendiendo cada pocillo de
2mm (p24) transfectado en 2ml de DMEM con 10% SFB y antibidtico y replagueando
200 pl por cada pocillo de 0,7mm (p96). Los ensayos se llevaron a cabo a las 48hs luego

de la transfeccion.

ENSAYO DE GEN REPORTERO DE LUCIFERASA

Las células HEK-293T o Hela fueron sembradas en placas de 24 pocillos y se
transfectaron utilizando el reactivo LipofectAmine 2000 con los plasmidos
correspondientes mediante el protocolo descripto anteriormente. En algunos
experimentos, las células fueron también cotransfectadas con alguno de los plasmidos
previamente mencionados o con un vector vacio para mantener la cantidad total de
ADN igual. Después de 4hs, las células se sembraron en placas de 96 pocillos y luego de
24hs fueron hambreadas durante la noche reemplazando el medio por DMEM base con
antibiotico. Los estimulos se agregaron 48hs después de la transfeccidn y la actividad de
luciferasa fue medida acorde a la duracion de los mismos con el kit de luciferasa Steady-
Glo (Promega Biosciences Inc, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante, utilizando el lector de microplacas FlexStation3 (Molecular Devices, LLC).



CUANTIFICACION DE ARN MENSAJERO MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL (QPCR)

OBTENCION DE MUESTRAS

CELULAS A549:

Se plaquearon 5.10° células A549 en placas de 12 pocillos. Al dia siguiente fueron
hambreadas ON reemplazando el medio por DMEM base con antibidtico. Los estimulos
fueron agregados 48 horas luego del plagueo y al tiempo correspondiente se aspird el
sobrenadante y sobre la monocapa de células se agregd 0,5ml del reactivo Quick-Zol
(Kalium Technologies) a fin de realizar una lisis celular activa. Los tubos conteniendo el
lisado celular fueron inmediatamente llevados a un freezer de —80°C donde se

conservaron hasta el momento de la purificacién del ARN.
CELULAS U937:

Se plaquearon 2.10° celulas U937 en medio RPMI+antibidtico en placas de 6 pocillos. A
las 2 horas se agregaron los estimulos correspondientes. Al tiempo indicado se
centrifugaron las células y sobre el pellet se agregé 0,75ml del reactivo Quick-Zol
(Kalium Technologies) a fin de realizar una lisis celular activa. Los tubos conteniendo el
lisado celular fueron inmediatamente llevados a un freezer de —80°C donde se

conservaron hasta el momento de la purificacidon del ARN.
CELULAS U937 DIFERENCIADAS CON PMA:

Se plaquearon células U937 en cantidad equivalente a 3.10° por punto experimental en
medio RPMI+10%SFB+antibidtico en frascos de 75cm?” de drea (T75) y se les agregd
PMA (forbol-12-miristato-13-acetato) 100nM como factor diferenciante. A las 48 horas
las células diferenciadas sufren cambios morfoldgicos, dejan de proliferar y se
encuentran adheridas. Las células se levantaron mecanicamente y se resuspendieron en
RPMI+antibidtico y luego se plaguearon en placas de 6 pocillos. 24 horas después se les
agregaron los estimulos correspondientes. Al tiempo indicado se centrifugaron y sobre

el pellet se agregd 0,75ml del reactivo Quick-Zol (Kalium Technologies) a fin de realizar



una lisis celular activa. Los tubos conteniendo el lisado celular fueron inmediatamente
llevados a un freezer de —80°C donde se conservaron hasta el momento de la

purificacién del ARN.

PULMON DE RATONES:

Para cada animal sacrificado se extirpd un pulmdn y se lo recolecté en 1ml de Quick-Zol
(Kalium Technologies). Los mismos fueron homogeneizados mecanicamente con un
homogeneizador de Teflon y luego centrifugado a 12.000g por 10 minutos a 429C. El
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. Los tubos conteniendo el lisado tisular
fueron inmediatamente llevados a un freezer de —80°C donde se conservaron hasta el

momento de la purificacidon del ARN.

PURIFICACION DEL ARN

Los tubos conteniendo el lisado celular fueron retirados de los —80°C e incubados a
temperatura ambiente por 5 min. Luego de dicha incubacion se agregd 200ul de
cloroformo a cada tubo, se los agitd vigorosamente de manera manual por 15segy se
los incubd a temperatura ambiente por 5min. Inmediatamente después de esta
segunda incubacion se los centrifugd por 15min a 12000g en centrifuga refrigerada
(4°C). Mediante dicha centrifugacién se logré la separacién de las fases acuosa 'y
organica (superior e inferior, respectivamente). La fase acuosa conteniendo el ARN fue
transferida a otro tubo de centrifuga y la fase organica descartada. Luego el ARN fue
precipitado por agregado de 0,5ml de isopropanol a la fase acuosa, incubacidn a
temperatura ambiente durante 10 min e inmediata centrifugacién a 12000g por 10min
en centrifuga refrigerada. El precipitado fue lavado con 500ul de etanol 75%,
centrifugado a 7000g por 5min en centrifuga refrigerada, secado a temperatura
ambiente por 10min y resuspendido en 17ul de agua libre de nucleasas. El ARN asi
resuspendido fue incubado durante 7 min a 57°C para facilitar su disolucién y
posteriormente conservado a —80°C hasta el momento de ser utilizado. En todos los

pasos de este procedimiento se utilizaron materiales y reactivos libres de nucleasas.



TRATAMIENTO CON DNasa

Con el fin de eliminar las posibles contaminaciones con ADN de las muestras a
cuantificar por PCR se trataron las mismas con DNasas. Luego de descongelar en hielo
cada muestra de ARN se agregaron 2uL de solucién Baseline Zeroy 1ulL de DNasa a
cada tubo. Esta mezcla se incubd 20 minutos a 37°C. Luego del agregado de 2uL de Stop
Solution, las mismas se incubaron nuevamente 10 min a 65°C y posteriormente se

conservaron a -80°C.

La calidad del ARN obtenido fue analizada por electroforesis en geles de agarosa 2%
conteniendo bromuro de etidio (BrEtd), 0,1mg/ml en buffer TAE 1X (50X: 242g Tris-
Base; 47,1ml acido; 100ml EDTA 0,5 mM; agua cantidad suficiente para 1000ml; ajustar
el pH a 8,0 con KOH). Se sembrdé 500ng de muestra, previamente diluida con
xilencianol. La corrida electroforética se realizé a 100V durante 30 min en buffer TAE.
Una vez finalizada la electroforesis el gel fue visualizado por emisién de la fluorescencia

del bromuro de etidio intercalado al absorber luz ultravioleta (300nm).

SINTESIS DEL ADN COPIA (ADNc)

Cada muestra de ARN fue descongelada en hielo, su contenido de ARN fue cuantificado
por absorbancia a 260nm y la ausencia de contaminacién proteica fue verificada por
cuantificacion de la relacién de absorbancias a 260nm/280nm (relaciones inferiores a
1,7 indican contaminacién con proteinas). Para la sintesis de ADNc se partié de 1 pug de
ARN y se le agrego 2ul de primers hexaméricos al azar (0,5ug/ul) y cantidad suficiente
de agua libre de nucleasas para alcanzar un volumen final de 10pl. Esta mezcla se
incubd 5 min a 65°C e inmediatamente después se colocé la muestra en hielo y se
procedid a la sintesis del ADNc por agregado de 2ul de buffer RT Buffer (5X - Promega);
1ul de transcriptasa reversa M-MLV 200U/ul (Promega); 0,8l de DNTPs 25mM
(Invitrogen); 0,5ul de inhibidor de RNasa 25U/l (Invitrogen) y 6,2 ul de agua libre de
nucleasas. La mezcla de reaccion asi preparada fue homogeneizada y sometida, en

termocicladora, a un ciclo de:



1) 10 min a 25°C

2) 90 min a 42°C

3) 15 min a 70°C

4) 4°C oo

PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (QPCR)

Para la cuantificacion relativa del ARNm se utilizaron los siguientes pares de primers

especificos:
Nombre  Especie Orientacion Secuencia de oligonucleétidos Tm
(°C)
GlLz humano  sentido 5’-AATGCGGCCACGGATG-3’ 54
antisentido 5’-GGACTTCACGTTTCAGTGGACA-3’ 55
THBD humano  sentido 5’-GACCTTCCTCAATGCCAGT-3’ 58
antisentido 5’-CCGTTCAGTAGCAAGGAAATG-3’ 60
SLC19A2 humano sentido 5’ -TTCTCTGCTGGTCTGTGTGG-3’ 61
antisentido 5’-AGCGAGAAGGCATCACTTTC-3’ 60
B-ACTIN  humano sentido 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’ 61
antisentido 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 61
COX-2 humano  sentido 5’-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT-3’ 56
antisentido 5’-AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT-3’ 56
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IL-8 humano  sentido 5'-CTGCGCCAACACAGAAATTA-3’

antisentido 5'-ATTGCATCTGGCAACCCTAC-3’

MKP1 humano  sentido 5°-CTGCCTTGATCAACGTCTCA-3’

antisentido 5°-ACCCTTCCTCCAGCATTCTT-3’

GMCSF humano  sentido 5'-CATGTGAATGCCATCCAGGA-3’

antisentido 5'-GGAGGTCAAACATTTCTGAGATGA-3’

IL-8 raton sentido 5’-GGCCCAATTACTAACAGGTTCCTAC-3’

antisentido 5’-GTCTCCCAAATGAAAGATATAGAGGC-3’

CICLO-B  ratén sentido 5-GTGGCAAGATCGAAGTGGAGAAAC-3’

antisentido 5’-TAAAAATCAGGCCTGTGGAATGTG-3’

56

58

58

58

58

62

58

57

65

62

Es importante mencionar que tanto los primers como la secuencia blanco pueden
afectar la eficiencia de la gPCR. Es por ello que los primers utilizados fueron elegidos
debido a que rednen las condiciones que se describen el manual de Biorad (Real-Time

PCR Applications Guide) entre las que se destacan:

+* La secuencia blanco debe ser de 75-200 pb
% Los primers deben tener un contenido de GC de 50-60%

+*» Latemperatura de meeting (Tm) de los primers debe ser de 50-65°C

La cuantificacion fue realizada utilizando como sistema de deteccion Rotor-Gene Q
(QIAGEN). Cada muestra de ARN fue cuantificada por triplicado, en una mezcla de

reaccién preparada de la siguiente forma:

%+ 0,25ul de primer sentido 10 uM
% 0,25ul de primer antisentido 10 uM
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+*» 4ul de HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix Plus (Solis BioDyne)
% 13,5ul de agua libre de nucleasas

++» 2ul de ADNc (previamente diluido 1/10).

Las mezclas de reaccion asi preparadas fueron procesadas de acuerdo al siguiente

protocolo:
Desnaturalizacidn inicial 15 min a 95°C
Desnaturalizacién 15s a 95°C
40 ciclos
Hibridizacion 30s a 60°C
Elongacién 30sa 72°C

La especificidad de cada par de cebadores fue chequeada por el analisis de la curva de
disociacion realizada mediante una rampa de temperatura de 72 a 95°C aumentando

1°C en cada 5 segundos.

En cada tanda de cuantificacién se incluyeron controles de contaminacién con ADN
gendmico (procesando para ello muestras de ARN tratadas como se indica pero
reemplazando el volumen de enzima retrotranscriptasa por agua libre de nucleasas) y
blancos de reaccién (colocando agua libre de nucleasas en lugar del volumen de

muestra).

ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE QPCR

La cantidad relativa del ARNm fue calculada utilizando el método de AACt (Livak et al.,
2001) normalizado por B-Actina como gen de referencia para los experimentos con
lineas celulares. En el caso de las muestras de raton, la expresion de B-Actina se modula
en las poblaciones asmaticas (Glare et al., 2002), utilizamos Ciclofilina B (CICLO-B) como

gen de referencia dado que no se modula en los diferentes grupos.
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En una primera instancia se realizd una curva de calibracién para determinar la eficacia
de cada par de cebadores. Se realizaron mezclas en partes iguales de las muestras de
ADNCc que se deseaba comparar (dilucion 1). Luego se realizaron 5 diluciones seriadas al
tercio (dilucion 2, 3, 4, 5y 6) y se siguiendo el mismo protocolo que el indicado para las
muestras en el punto anterior, se determind el valor de Ct tanto para el gen de interés
(X) como para el gen de referencia (Actina). Estos valores se graficaron en funcién del
logaritmo de cada diluciéon, obteniéndose una funcidn lineal con su correspondiente
ecuacién (y=m.x+b). De esta forma, se obtuvieron dos graficos: uno para MRP4
(yl=ml1.x+b1) y el otro para Actina (y2=m2.x+b2). Finalmente, la eficiencia (E) fue

calculada utilizando la siguiente ecuacion:

E=10(-1/m) donde E debe ser cercana a 2

Una vez conocido el valor de eficiencia para cada cebador, la cuantificacion relativa de

una muestra incognita se calcula con la siguiente ecuacién:

ACEX
Ex

R2/1 = Eacting eeime donde,

R2/1 es la expresion de X normalizada a Actina de la muestra 2 relativa a la muestra 1,

ACtX = Ct(X muestra 2) — Ct(X muestra 1)

ACtACTINA = Ct(Actina muestra 2) — Ct(Actina muestra 1)

(Para una revisidon mas exhaustiva de este analisis de datos se recomienda la lectura de

la guia de aplicaciones de Bio-Rad — “Real-Time PCR Applications Guide”).
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MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE CELULAS FIJADAS

PLAQUEO DE CELULAS

Las células HEK-293T fueron plagueadas en placas de 24 pocillos y transfectadas segun
se explicé anteriormente con los plasmidos indicados. 4 horas después las mismas
fueron resuspendidas en 2ml de DMEM+10%SFB+antibiotico por pocillo y se sembraron
150ul en cubreobjetos recubiertos previamente con poli-L-lisina por 1 horaa 372Cy
lavados con solucion fisioldgica, en placas de 12 pocillos. Una vez pegadas las células (1-
2 horas después) se completé el volumen del pocillo con DMEM+10%SFB+antibiotico.
24 horas después las células fueron hambreadas ON reemplazando el medio con
DMEM+antibidtico. 48 horas después de la transfeccidn las células fueron estimuladas

con los ligandos correspondientes.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Una vez finalizados los estimulos las células fueron lavadas 2 veces con PBS y fijadas con
paraformaldehido (PFA) 4% en PBS por 15 min. Se lavaron 2 veces con PBS y se les
agregod Hoechst 1ug/ml en PBS por 10 minutos al abrigo de la luz. Se lavaron 2 veces
con PBS y se agregd 7-9 ul de una mezcla 50% glicerol: 50%PBS en un portaobjetos. Se
levanté el cubreobjetos conteniendo la monocapa de células y se lo soltd sobre la gota
de glicerol/PBS con la monocapa mirando hacia abajo. Se lo dejo secar por 24 horas y se

sellé el borde del cubreobjetos con esmalte para ufias.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron captadas digitalmente utilizando
un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokyo, Japan; illumination: 6 V halogen

lamp, 20 W, equipped with a stabilized light source) y una cdmara Sony SSC-DC50.
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MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE CELULAS VIVAS

PLAQUEO DE CELULAS

Las células HEK-293T fueron plagueadas en placas de 24 pocillos y transfectadas segun
se explico anteriormente con los plasmidos indicados. A las 4 horas las células fueron
replagueadas en cdmaras adaptadas para este propdsito. Brevemente se perforaron
placas p60 y se les pegd un cubre objetos por debajo con Fastix®. Las celulas fueron
resuspendidas en 1ml de DMEM+10%SFB+antibidtico y se plaquearon 200ul sobre el
cubreobjetos de la cdmara recubierta previamente con poli-L-lisina por 1 hora a 37¢Cy
lavados con solucion fisioldgica. Sobre esto se agregaron 200ul de medio completo. 2
horas después se completd el volumen de la cdmara con medio completo. Para los
experimentos de cinética de entrada nuclear del GR, al dia siguiente las células fueron
lavadas 2 veces con DMEM sin color y sobre las células en este medio se realizaron los
estimulos correspondientes. Para los experimentos de cinética de salida nuclear del GR,
al dia siguiente se reemplazé el medio con DMEM sin color y las células fueron
estimuladas con dexametasona por 1 hora. Se realizaron 2 lavados con SF, 1 lavado con
SF por 2 minutos y 1 lavado con DMEM sin color por 5 minutos. Luego se dejaron las
células en la cdmara de incubacién del microscopio (Incubator XL S Examiner Z1) con
atmosfera humidificada a 372Cy 5% CO, en el siguiente medio: DMEM sin color, HEPES

25mM, glucosa agregada 3,5mg/ml, pH 7,33, antibidtico.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron captadas digitalmente utilizando
un microscopio Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany; Objetivo LCI
Plan-Neofluar 63x/1,30 Imm Korr DIC M27; Optovar 1x Tubelens; Reflector 60 HE
CFP/YFP/Hc Red; Divisor de haz 460, 520, 605; Longitud de onda Ex. 508; Longitud de
onda Em. 524; Filtro Ex. 432-457,502-517, 574-601; Filtro Em. 469, 491-530, 560-615,
4095) y una camara AxioCam HRm3 S/N 631 (adaptador 0,63x; tiempo de exposicion
500-900ms; profundidad de foco 0,86 um).

15



Las imagenes obtenidas fueron analizadas utilizando el programa ImageJ (Wayne

Rasband, National Institute of Health, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para cada

imagen se trazé una linea para el nucleo y otra para el citoplasma y se midié la
intensidad de fluorescencia, para todos los tiempos evaluados. Se analizaron 5 células

por experimento.

MEDICION DE CALCIO INTRACELULAR

Las células HEK-293T fueron plagueadas en placas de 96 pocillos 24 horas antes de
experimento. Para el experimento se prepard una solucidn salina tamponada (BSS) la
cual contiene: 140mM NacCl, 3.9mM KCI, 0.7mM KH,PO,, 0.5mM Na,HPO,, Al,H,0,
1mM CacCl,, 0.5mM MgCl, , y 20mM HEPES, 10mM glucosa, y 0.1% BSA, pH=7.5. Las
células fueron inbubadas con FURA 2-AM 2mM en BSS por 30 min a 372C. Luego fueron
lavadas dos veces con BSS e incubadas con los ligandos correspondientes. La
fluorescencia fue medida en un equipo FlexStation3 (MolDev) con el termostato
ajustado en 379C. Los niveles de calcio intracelular fueron registrados cada dos
segundos por exposicién alternando las excitaciones a 340nm y a 380nm. La emisién de
fluorescencia fue medida a 505nm. De este modo se registraron dichas intensidades y
su relacidn (F340/F380). Los ligandos fueron pipeteados en cada pocillo sin interrumpir

la lectura.

DETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las células fueron lisadas en buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8; EDTA 5mM; 1%
Triton, 0,1% DTT, PMSF 1mM, aprotinina 5 uM; leupeptina 10uM; pepstatina 5uM,
vanadato de sodio 1mM). Luego las muestras fueron incubadas durante tres ciclos de 2

min en nitrégeno liquido y 3 min en bafo a 372C agitando vigorosamente al finalizar

16



cada ciclo para completar la lisis y disgregacion de la estructura celular. La cantidad de
proteinas fue determinada por el método de Bradford (Bradford, 1976). A las muestras
se les agregd sample buffer 5X (Tris-HCl 250mM, pH 6,8; 2-mercaptoetanol 500mM;
10% SDS; 50% glicerol y 0,25% azul de bromofenol) y agua en cantidad suficiente para
que todas las muestras posean una concentracion final de proteinas de 2 pg/pl. Las

muestras fueron hervidas durante 5 min.

Antes de realizar los ensayos de western blot con los anticuerpos correspondientes
para cada ensayo, validamos la cuantificacién de proteinas en las muestras corriendo
12ul de cada muestra en un gel de SDS-poliacrilamida y revelando el western blot con

anticuerpos dirigidos contra actina.

Los extractos proteicos fueron analizados en geles de poliacrilamida al 10% o 12%, en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

El buffer de electroforesis utilizado consistié en Tris 25mM; glicina 192mM; 0,1% SDS,
pH 8,3. La electroforesis se desarrollé en minigeles a corriente constante de 30mA

(BioRad).

Al finalizar el fraccionamiento, el gel fue equilibrado en buffer de transferencia (Tris-HCI
25mM, pH 8,3, glicina 150mM; 20% metanol) durante 15 min y transferido a
membranas de nitrocelulosa a 100 V, durante 1 h a 4°C. Las proteinas transferidas a las
membranas fueron tefidas en una solucién 0,2% Ponceau; 0,5% dacido acético, para
visualizar las proteinas totales y constatar la eficacia de la transferencia en todos los
carriles. Posteriormente, las membranas fueron lavadas en PBS hasta la desaparicion de

la tincidn.

REVELADO DE PROTEINAS ESPECIFICAS

Luego de tratar las membranas con solucién de bloqueo (5% leche en PBS-0,05%
Tween) durante toda la noche, fueron incubadas durante 1 hora con 1ug/ml del

anticuerpo correspondiente, anti-GRa, anti-pJNK y anti-GAPDH de conejo (Santa Cruz
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Biotechnology) o anti-pERK de ratdn (Santa Cruz Biotechnology). La deteccion se llevd a
cabo incubando con 0,2ug/ml de segundo anticuerpo anti-conejo o anti-raton
conjugado a peroxidasa durante 1 hora, seguido de una exposicién a una solucion
sustrato de la peroxidasa y amplificadora de la quimioluminiscencia (Amersham Life

Science). El resultado se visualizé utilizando el equipo ImageQuant 350 (GE Healthcare).

ANIMALES

Ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas de edad fueron provistos por el bioterio de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires (UBA) y mantenidos
en el bioterio del Instituto de Investigaciones Farmacoldgicas (ININFA), Universidad de
Buenos Aires. Los animales fueron alojados acorde a las guia NIH Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, con agua de bebida y comida para que sean ingeridas ad
libitum, un ambiente controlado (20-229C de temperatura, 45-55% de humedad y ciclos

de 12hs luz/oscuridad). El mismo se encuentra al cuidado de un profesional idéneo.

SENSIBILIZACION Y EXPOSICION A LAS DROGAS

Los animales con un peso aproximado de 20 gr, fueron separados en 2 grupos
experimentales. Un grupo, que fue sensibilizado con dos inoculaciones de ovoalbimina
de pollo (grado lll; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (20ug) (OVA) como alérgeno y con
hidréxido de aluminio (2mg) como adyuvante en 0,2ml de PBS por via intraperitoneal
(ip); y otro grupo al que se le administré sélo el vehiculo que permanecié como control

(Grupo naive).

Una semana luego de la ultima inoculacién se desafiaron por via aérea con 5ml de una
solucion de OVA 3% p/v durante 10 minutos por tres dias consecutivos. La exposicion al
aerosol se realizé utilizando una camara de acrilico con ocho compartimentos, cada uno

de los cuales puede albergar cdmodamente a un ratén. En dicha cdmara se nebulizé la
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solucién de OVA utilizando un nebulizador ultrasénico (San-Up, Argentina; flujo de
solucién de OVA 0,33 ml/min en un flujo aéreo de 6-8 I/min). Luego de establecida la
respuesta alérgica, se trataron los ratones por via intranasal (in) inmovilizandolos y
colocandoles en las narinas 3ul de una solucion con las distintas drogas, una hora
después de la ultima nebulizacidn. 48 horas después los animales fueron sacrificados
por dislocacién cervical para su analisis. El esquema de protocolo experimental se

detalla a continuacidn:

Dia 0 7 14-16 18
| | L] |
I I [T |
Etapa Ova/Al Ova/Al Desafio Sacrificio
(ip) (ip) Ova 3%

Se establecieron 6 grupos experimentales:

1. Grupo naive: control negativo del modelo. Animales que no fueron sensibilizados con

OVA. Sélo se les inyectd PBS.

2. Grupo asmatico: control positivo del modelo. Animales que fueron sensibilizados con

OVA y se les administré PBS como tratamiento.

3. Grupo Dex éptima: control positivo del tratamiento. Animales sensibilizados a los que

se les administré por via IN una solucidon de dexametasona en dosis dptima (1 mg/kg).

4. Grupo Dex subdptima: control negativo del tratamiento. Animales sensibilizados a los

gue se les administré por via IN una solucion de dexametasona en dosis subdptima (0,1

mg/kg).

5. Grupo azelastina: control negativo del tratamiento. Animales sensibilizados a los que

se les administrd por via IN una solucion de azelastina a las dosis equivalentes a las

utilizadas normalmente en la clinica (0,5 mg/kg).
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6. Grupo Dex subdptima + azelastina: grupo experimental. Animales sensibilizados a los

gue se les administré por via IN una solucidon que combina una dosis de dexametasona

subdptima (0,1 mg/kg) y de azelastina en dosis clinica equivalente (0,5 mg/kg).

El protocolo detallado fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado vy uso

de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la

UBA, de acuerdo al expediente N° 40903/15.

ANALISIS PATOLOGICO

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical. Se les abrio la pared del pecho
y luego se los exanguind por puncidn cardiaca. El suero fue preparado y almacenado a -
202C. Se canulé la traquea luego de la recoleccidén de sangre. Se realizé el lavado
broncoalveolar (LBA) 4 veces con 1ml de PBS estéril, instilando y recolectando
suavemente. Se colect6 el fluido del lavado y se lo centrifugd a 300g por 10 min y se
resuspendio el pellet en 0,5ml de PBS. Se realizé un conteo celular total y un conteo
celular diferencial en portaobjetos para citocentrifuga los cuales fueron preparados
centrifugando las muestras a 80g por 5 min (Cytospin 4; Shandon, Pittsburg, PA, USA).
Estos portaobjetos fueron fijados y tefiidos con una tincién modificada de Wright-
Giemsa (Tincién 15; Biopur SRL, Rosario, Argentina) y se contaron un total de 200
células por cada muestra en un microscopio. Se cuantificaron los macréfagos, linfocitos,
neutrofilos y eosindfilos. Luego del lavado se extirpd un pulmdn y se lo recolecté en 1ml
del reactivo Quick-Zol para proseguir al analisis por PCR cuantitativa. El otro pulmén fue
instilado con 10% de formalina en buffer, se removieron y se fijaron en la misma

solucién.
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ANALISIS DE INMUNOGLOBULINAS EN SUERO

Se midieron las inmunoglobulinas IgE especificas para ovoalbuimina (OVA) utilizando la
técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Se recubrieron placas
microtituladoras de 96 wells (Nunc, Boston, MA, USA) con 0,2 pug de anticuerpo de rata
monoclonal anti-IgE de ratén (BD PharMingen, San Diego, CA, USA) diluidos en 0,1M de
buffer carbonato (pH=9,5). Las placas fueron incubadas durante la noche a temperatura
ambiente y luego lavadas con Tween al 0,05% en PBS y bloqueadas con albumina de
suero bovino en PBS (5% p/v, pH=7,4) por 1 hora y finalmente se les agrego el suero de
las muestras. Se incubaron overnight a temperatura ambiente y luego se lavaron y se
les agregd OVA biotinilada (1 mg/ml). Se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente
y luego se lavaron. Se las incubd luego con peroxidasa de rdbano-estreptavidina (HRP)
(Zymed, San Francisco, CA, USA; 1/4000) y se desarrollé la reaccion con el sustrato
trimetilbencidina (TMB One-Step; Dako, Carpenteria, CA, USA). Las placas fueron leidas
en un lector de placas Softmax (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA) a 655 nm.
Para la curva estandar se usé anticuerpo monoclonal IgE anti-OVA (2C6). El ELISA para
IgE puede detectar concentraciones de 50ng/ml de estos anticuerpos cuando se usan
como control estandar. Las titulaciones se hicieron por duplicado para cada suero de las
muestras y se definieron como las diluciones que resultan en un valor de densidad
Optica (DO) mayor a 0,1. Los controles negativos incluidos en el ensayo tuvieron valores

menores a 0,1.

ANALISIS ESTADISTICO

Todas las curvas fueron analizadas y sus parametros ajustados utilizando el programa
GraphPad Prism versién 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California,

USA, www.graphpad.com).

Las comparaciones entre los pardmetros ajustados en las curvas fueron llevadas a cabo

utilizando un test t de dos colas para datos no apareados realizado con el programa
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GraphPad Prism versién 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California

USA, www.graphpad.com). Un valor de p<0,05 fue considerado significativo.

La comparacién entre ecuaciones para hallar la que mejor ajustara a los datos
experimentales fue llevada a cabo utilizando un test ANOVA para datos no apareados, o
se realizé de acuerdo al Criterio de Informacidn de Akaike (AIC) con el programa
GraphPad Prism versién 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California

USA, www.graphpad.com). Un valor de p<0,05 fue considerado significativo.

Las diferencias estadisticas entre dos grupos fueron determinadas utilizando el test t de
dos colas. Las diferencias estadisticas entre tres o mas grupos fueron determinadas
utilizando el test de ANOVA para comparacion de multigrupos seguido del test de
Bonferroni o de Dunnet para comparacion de datos no apareados utilizando el
programa GraphPad InStat versidén 3.01 para Windows, (GraphPad Software, San Diego,

California, USA, www.graphpad.com). Un valor de p<0,05 fue adoptado para definir

diferencias estadisticas significativas.

MATERIALES

DMEM, RPMI 1640, gentamicina, Buffer fosfato salino (PBS), Histamina (clorhidrato),
2,3 TFMFH, cetirizina, clorfeniramina, difenhidramina, azelastina, dexametasona,
mifepristona, wortmanina, SP600125, U73122 fueron obtenidas de Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO). LY294002 mepiramina (maleato), trans-triprolidina y
GF109203X fueron obtenidas de Tocris Cookson Inc. (Ballwin, MO). Suero fetal bovino
(SFB) fue obtenido de Natocor (Argentina). El resto de los reactivos utilizados fueron de

grado analitico.
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RESULTADOS



PARTE I: MECANISMO MOLECULAR EN
SISTEMAS HETEROLOGOS

PUESTA A PUNTO DEL SISTEMA EXPERIMENTAL

La primera actividad consistid en la puesta a punto de un sistema celular
adecuado para medir la actividad del GR. Se eligié la linea celular humana derivada de
rifndn HEK-293T, por ser una linea que se cultivan facilmente en el laboratorio, por su
versatilidad para ser transfectadas en forma transiente con protocolos de rutinay
porgue no expresan endégenamente ni el GR ni el HIR (Bladh et al., 2005; Beermann et
al., 2014). De este modo, la expresidn de dichos receptores no se encuentra sujeta a los
mecanismos de regulacion celular y resulta posible variar las cantidades expresadas de
los receptores variando las condiciones de la transfeccidn. Para verificar la ausencia de
GR enddgeno, realizamos ensayos de Western Blot sobre células sin transfectar o
transfectadas con el GR. En las células sin transfectar, el GR endégeno no fue
detectado, mientras que en su contraparte transfectada con el GR, se verifico su

correcta expresion (Fig. 3.1).
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Figura 3.1: Determinacion de GR en células HEK-293T por Western Blot. Las células fueron
transfectadas con un plasmido que codifica para el GR o con un plasmido vacio como control
(MOCK). Se muestra una seccion de la membrana entre 80 y 120 KDa para el GRy entre 40y 60

KDa para GAPDH, perteneciente a un experimento representativo.

Como se describié en la Introduccidn, los mecanismos de regulacion génica
mediados por el GR requieren que el mismo sea importado desde el citoplasma hacia el
nucleo, y luego exportado nuevamente hacia el citosol. Para evaluar los procesos de
importacion y exportacidn nuclear, se transfectaron células HEK-293T con el GR
conjugado a la proteina fluorescente YFP (YFP-GR). Mediante ensayos de microscopia
de fluorescencia pudo determinarse que, efectivamente, frente a un tratamiento con el
agonista dexametasona, el GR se transloca al nucleo celular y que luego de retirar el
estimulo es exportado siguiendo una cinética como la clasicamente descripta (Figs. 3.2y

3.3) (Echeverria et al., 2009).
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Figura 3.2: Cinética de importacion nuclear del GR. Células HEK-293T fueron transfectadas con
un plasmido que codifica para el YFP-GR y tratadas con dexametasona 10nM por 1 horay
privadas del ligando por el tiempo indicado. (A) Imdgenes representativas obtenidas por
microscopia de fluorescencia de células fijadas en vidrios a los tiempos indicados. (B) Cinética
de translocacion nuclear medida como % Intensidad de fluorescencia del nucleo respecto del
citoplasma de células vivas. La obtencién de las imagenes y el procesamiento de las mismas
fueron realizados segun se describe en Materiales y Métodos utilizando el programa ImageJ.
Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados

por triplicado.
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Figura 3.3: Cinética de exportacion nuclear del GR. Células HEK-293T transfectadas con un
plasmido que codifica para el YFP-GR y tratadas con dexametasona 10nM por 1 horay privadas
del ligando por el tiempo indicado. (A) Imagenes representativas obtenidas por microscopia de
fluorescencia a los tiempos indicados de células fijadas en vidrios. (B) Cinética de translocacién
nuclear medida como % Intensidad de fluorescencia del nucleo respecto del citoplasma de
células vivas. La obtencién de las imagenes y el procesamiento de las mismas fueron realizados
segun se describe en Materiales y Métodos utilizando el programa Imagel. Los resultados

representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Una vez que el GR se encuentra dentro del nucleo, es capaz de modular la
expresion de genes blanco. Para verificar la funcionalidad del GR transfectado, se utilizé
un sistema gen-reportero TAT3-Luc que codifica para la enzima luciferasa bajo el
control de un promotor regulado por el GR. En células HEK-293T cotransfectadas con el
GR y TAT3-Luc, el tratamiento por 24 horas con dexametasona incrementé la actividad
de luciferasa, mientras que no lo hizo en células que no fueron transfectadas con el GR
(Fig. 3.4A). Dicho incremento fue especificamente bloqueado por el antagonista RU486
(Fig. 3.4B). Utilizando, un sistema reportero que codifica para la luciferasa de Renilla
bajo el control del promotor CMV, no regulado por el GR, descartamos posibles
diferencias en la actividad de luciferasa debidas a efectos inespecificos, tales como los

niveles de transfeccion (Fig. 3.4C).



(A) (B) ()
TAT3-Luc TAT3-Luc Renilla-Luc

Bl MOCK ot
*k%k
10000 - /] ] GR 60000 | 400-
I =

s 8000 m
2 S 40000 5 ¥
§ . 6000- g &
23 oS @ < 200-

ptl c c
£ 40004 = =
5 £ 20000 €
a 2 3 1004

2000+ |_| |=|
DEX 10nM - + -+ DEX 10nM - + - + DEX 10nM - +
RU486 10nM - -+ o+

Figura 3.4: Actividad de luciferasa producto de la transfeccidn con el GR. Células HEK-293T
cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GRy con (A) TAT3-Luc o con un plasmido
vacio como control (MOCK), (B) TAT3-Luc, (C) CMV-Luc, fueron tratadas con dexametasona
10nM por 24 horas y/o pretratadas con RU486 10nM por 90 minutos, como se indica. La
actividad de luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por

triplicado. ***p<0,001.

Finalmente, para terminar de caracterizar la respuesta del GR transfectado, se
cotransfectaron las células HEK-293T con el plasmido que codifica para el GRy con
TAT3-Luc, y luego se las tratd con distintas concentraciones de dexametasona. En este
sistema, la dexametasona incrementé la actividad de luciferasa siguiendo una

dependencia con su concentracion (Fig. 3.5).
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Figura 3.5: La actividad de luciferasa como medida de la actividad del GR. Células HEK-293T
cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR y TAT3-Luc fueron tratadas con
dexametasona en la concentracién indicada por 24 horas. La actividad de luciferasa fue
determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los parametros de ajuste de la curva
se detallan en la tabla. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos

independientes realizados por triplicado. ***p<0,001.

Los resultados hasta el momento muestran que las células HEK-293T no
expresan enddégenamente el GR, lo cual permite manipular su expresion en forma
heterdloga verificando que el GR transfectado se comporta de la forma esperada. Una
vez puesto a punto el sistema para evaluar la actividad del GR, nos enfocamos en la
modulacion de la misma por parte de histamina, primero sobre los procesos de

transactivacion y luego sobre los procesos de transrepresion.



TRANSACTIVACION

EFECTO DE HISTAMINA SOBRE EL RECEPTOR A GLUCOCORTICOIDES

Dado que nuestro objetivo principal consiste en estudiar la modulacién por
parte de histamina sobre la actividad del GR, cotransfectamos las células HEK-293T con
sendos plasmidos que codifican para el GR, el receptor H1 a histamina (H1R), y el
sistema reportero TAT3-Luc. En este sistema, la histamina produce un incremento en la
actividad del GR frente a dexametasona (2923 + 169 vs. 6201 + 344 en UA), sin
modificar su potencia (pEC50: 11.58 + 0.15 vs. 11.61 + 0.15). Al cotransfectar las células
con la proteina RGS2 (regulador de sefializacién de proteinas G), cldsicamente descripta
y utilizada como promotora de la actividad GTPasa de las proteinas Gaq (Druey et al.,
1996), el efecto mediado por histamina se pierde. Este resultado indica que el efecto
potenciador de la histamina sobre la actividad del GR depende de la via de sefializacion
disparada por la proteina Gaq acoplada al receptor H1, descartando cualquier otra via

de sefializacion independiente de proteina-G (Fig. 3.6).
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Figura 3.6: Efecto de histamina sobre la actividad del GR inducida por dexametasona. (A) Células
HEK-293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, H1R y TAT3-Luc, tratadas
con dexametasona en la concentracién indicada por 24 horas y pretratadas o no con histamina
100uM por 10 minutos. Los parametros de ajuste de la curva se detallan en la tabla. (B) Células
HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, HIR y TAT3-Luc, con o sin
RGS2, tratadas con dexametasona por 24 horas y pretratadas con histamina 100uM por 10
minutos. La actividad de luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y Métodos
Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados

por triplicado. Las barras de error representan la ESM. ***p<0,001.

Este incremento en la actividad del GR mediado por la histamina resulta
dependiente de la concentracién de la misma (pEC50 de 5.4 £ 0.2), y es bloqueado en
forma especifica, parcial y concentracion dependiente, por los antihistaminicos
mepiramina y trans-triprolidina. Estos resultados confirman farmacoldgicamente la

especificidad de su accidn a través del receptor H1 (Fig. 3.7).
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Figura 3.7: Caracterizacién farmacoldgica del efecto mediado por la histamina. Células HEK-
293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, H1R y TAT3-Luc y tratadas con (A)

dexametasona 0,1nM por 24 horas, incubadas previamente mepiramina (MEP) 10uM por 10



minutos y luego con histamina en la concentracion indicada por 10 minutos, o (B)
dexametasona 0,1nM por 24 horas, incubadas previamente mepiramina (MEP) o trans-
triprolidina (TRIP) en la concentracion indicada por 10 minutos y luego con histamina 100uM
por 10 minutos. La actividad de luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y
Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes

realizados por triplicado. Los parametros de ajuste de la curva se detallan en la tabla.

La modulacion ejercida por la histamina también se observé midiendo la
induccion de la actividad del GR por su ligando fisioldgico, corticosterona, indicando
gue dicho efecto ocurre cuando la actividad del GR es inducida por agonistas naturales
o sintéticos (Fig. 3.8). Dado que el objetivo de nuestro trabajo es estudiar la interaccién
en escenarios relevantes desde un punto de vista terapéutico, continuamos el resto de

los experimentos utilizando dexametasona.
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Figura 3.8: Efecto de la histamina sobre la actividad del GR inducida por corticosterona. Células
HEK-293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, H1R y TAT3-Luc, tratadas
con corticosterona (CORT) 1nM o 10nM por 24 horas, pretratadas por 10 minutos con
histamina 100uM. La actividad de luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y
Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes

realizados por triplicado. **p<0,01.
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Dado que el incremento en la actividad del GR por parte de la histamina podria
deberse a una modificacidn en los niveles de expresién del mismo, decidimos evaluar
los niveles de ARN mensajero por PCR en tiempo real frente al tratamiento con
dexametasona e histamina. En células HEK-293T, ni la dexametasona ni la histamina
modificaron los niveles de ARN mensajero del GR, lo cual permite descartar que los
efectos observados por parte de histamina sobre la actividad transcripcional del GR se

deban a una modulacién en su expresion (Fig. 3.9).
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Figura 3.9: Efecto de la histamina sobre los niveles de expresion del GR. Analisis de expresion
por PCR cuantitativa del gen del GR en células HEK-293T transfectadas con plasmidos que
codifican para el GR y el H1R, respecto de la expresidén de Beta-Actina. Las células fueron
tratadas con dexametasona 0,1nM por 24 horas y pretratadas o no con histamina 100uM por
10 minutos. Los niveles de ARN mensajero fueron cuantificados como se describe en Materiales
y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes

realizados por triplicado.

Como se detalld en la Introduccion, la unidn de histamina al receptor H1
desencadena la activacién de las proteinas G acopladas, disocidndose la subunidad Gagq
del dimero GBy, modulando de este modo la actividad de numerosos efectores. A
continuacion ahondamos en el mecanismo molecular mediante el cual la histamina
potencia la actividad transcripcional del GR, estudiando la participacidon de ambas vias

de sefalizacion.
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ESTUDIO DE LA VIA DE SUBUNINDADES Gy

Dado que las subunidades GBy han sido descriptas como responsables en la
modulacion del GR por parte de otros GPCRs (ver Introduccion), nos abocamos a
estudiar su papel en el efecto mediado por histamina. Para ello, decidimos utilizar como
herramienta la subunidad alfa de la proteina G transducina (Gat), cuya sobreexpresion
es ampliamente utilizada como herramienta para secuestrar subunidades GBy
(Federman et al., 1992). Para evaluar la transfeccidn y expresién apropiadas de Gat,
estudiamos como control sus efectos ya descriptos sobre los niveles de p-ERK inducidos
por carbacol. Se ha descripto que en células HEK293T, el carbacol actuando sobre
receptores M1 muscarinicos es capaz de modular los niveles de pERK mediante la
activacion del dimero GBy (Crespo et al., 1994). Por ello cotransfectamos las células
HEK293T con un plasmido que codifica para el receptor M1 muscarinico y con Gat o un
plasmido vacio. En este sistema, el estimulo con carbacol 10uM aumenta los niveles de
pPERK y dicho aumento fue bloqueado por la sobreexpresién de Gat, corroborando

funcionalmente su adecuada expresién (Fig. 3.10).
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Figura 3.10: Efecto de la cotransfeccidn con Gat sobre la respuesta inducida por carbacol.
Células HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el M1R, y Gatransducina o

un plasmido vacio como control (MOCK) fueron tratadas con carbacol 10uM por 10 minutos. (A)
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Seccién de la membrana entre 40 y 60 KDa de un experimento representativo. (B)
Densitometria de la membrana realizada utilizando el programa ImageJ) como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos

independientes realizados por triplicado. **p<0,01.

Utilizando esta herramienta en nuestro sistema de interés, cotransfectamos las
células HEK-293T con Gat, y bajo estas condiciones, el aumento en la actividad del GR
por parte de histamina fue transformado en una inhibicién. Este resultado sugiere que
el efecto estimulatorio de histamina sobre la actividad del GR estaria mediado por las
subunidades GBy y que cuando dichas subunidades son secuestradas se pone de
manifiesto un efecto inhibitorio. Dicho efecto inhibitorio también presenta una
dependencia con la concentracién de histamina (Fig. 3.11A). Cabe aclarar que la
inhibicion observada es dependiente de la cantidad de plasmido transfectado,

sugiriendo que el efecto es especifico de la transfeccidon con Gat (Fig. 3.11B).
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Figura 3.11: Efecto del secuestro de las subunidades GBy. Células HEK293T cotransfectadas con
plasmidos que codifican para el GR, H1R y TAT3-Luc fueron transfectadas con (A) Gatransducina
y tratadas con dexametasona 0.1nM por 24 horas y preincubadas 10 minutos con histamina a
las concentraciones indicadas o (B) diferentes cantidades de Gatransducina y tratadas con
dexametasona 0,1nM por 24 horas e histamina 100uM. La actividad de luciferasa fue
determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los pardmetros de ajuste de la curva
se detallan en la tabla. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos

independientes realizados por triplicado. **p<0,01; ***p<0,001.

Este resultado pone de manifiesto que la histamina, actuando sobre el H1R,
posee un efecto dual sobre la actividad transcripcional del GR inducida por
dexametasona, estimulatorio en presencia de las subunidades GBy e inhibitorio cuando
las mismas son secuestradas. Para estudiar el papel de distintas subunidades GBy en el
efecto potenciador de la histamina, cotransfectamos las células con las subunidades
GB1y GB2y diferentes subunidades Gy a fin de establecer las posibles combinaciones
responsables del efecto observado. En este sistema encontramos que al sobreexpresar
las combinaciones GB1y2, GB1y5 y GB1y11 se observa una reduccién en la actividad
transcripcional del GR, mientras que la sobreexpresion de GB2y5 y GB2y11, pero no de
GB2y2, resulta en un incremento en el efecto mediado por histamina (Figs. 3.12Ay
3.12B). Estos resultados indican que las subunidades GB2y5 y GB2y11 podrian ser las

responsables del incremento que ejerce la histamina sobre la actividad del GR.
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Figura 3.12: Sobreexpresién de subunidades GBy. Células HEK293T cotransfectadas con
plasmidos que codifican para el GR, H1IR y TAT3-Luc y transfectadas con (A) diferentes
combinaciones de GB1y Gy2, Gy5 o Gy11, o con (B) GB2 y Gy2, Gy5 o Gy11 fueron tratadas con
dexametasona 0,1nM por 24 horas e histamina 100uM. La actividad de luciferasa fue
determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media

+/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01.

PAPEL DE LAS KINASAS: PI3K

Numerosos efectores han sido descriptos rio abajo de las subunidades GPy. La
familia de PI3K constituye un gran grupo de proteinas kinasas de serina/treonina,
guienes tienen un importante papel en la sefalizacion mediada por las subunidades
GBy. A su vez, en lo que concierne al GR, PI3K ha sido descripta como moduladora de su
actividad, potenciandola cuando es activada al estimular el receptor 2-adrenergico a
través del dimero GBy acoplado (Schmidt et al., 2001). Para estudiar su papel en la
modulaciéon del GR por parte de la histamina utilizamos dos inhibidores farmacolégicos
de PI3K, LY294002 y wortmanina. En nuestro sistema, la inhibicién de PI3K mediada por
ambos compuestos, no tuvo efecto sobre la modulacién del GR por parte de histamina,

sugiriendo que dicha kinasa no participa en la regulacidn observada (Fig. 3.13).
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Figura 3.13: Efecto de dos inhibidores farmacolégicos de PI3K. Células HEK293T cotransfectadas
con plasmidos que codifican para el GR, H1R y TAT3-Luc fueron tratadas con dexametasona
0,1nM por 24 horas, pretratadas por 10 minutos con histamina 100uM, y pretratadas por 30
minutos con LY2940022 2uM o wortmanina 50nM. La actividad de luciferasa fue determinada
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de

tres experimentos independientes realizados por triplicado.

PAPEL DE LAS KINASAS: JUN-KINASA

Otra kinasa descripta como moduladora de la actividad del GR, y a su vez como
efectora de las subunidades Gy, es la kinasa c-Jun N-terminal (JNK). Dicha kinasa
pertenece a la familia de proteina kinasas activadas por mitégenos (MAPK), quienes
estan implicadas en numerosos procesos celulares como la apoptosis, la diferenciaciéon
celular, la proliferacion, y los procesos inflamatorios (Coso et al., 1996; Rogatsky et al.,
1998). Para estudiar su papel en la modulacion de la actividad del GR por parte de la
histamina utilizamos dos estrategias diferentes. Por un lado, utilizamos el inhibidor
farmacologico de JNK, SP600125, y por otro lado utilizamos una variante del receptor a
glucocorticoides insensible a la fosforilaciéon por JNK, mutado en la posicion 246, el cual
presenta reemplazada la serina original por una alanina (Rogatsky et al., 1998). El
tratamiento con el inhibidor SP600125 mostré que el incremento mediado por la
histamina sobre la actividad del GR se pierde al inhibir INK, mientras que al utilizar la

versién mutante, GRS246A, dicho efecto no sélo se pierde sino que se transforma en
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inhibitorio (Fig. 3.14). Estos resultados indican que JNK participa en el efecto

estimulatorio del GR por parte de histamina.
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— 2.5- 1 GRwt + SP600125
N - Bl GRS246A
S 0 20-
8 ©
© 8 154 *kk
£ 0 |—|
£ 2 101
“
= 0.5-
Aallllm =
DEX0.INM - + + - - + + - + +
HA100pM - - + + - - + - - +

Figura 3.14: Estudio del papel de JNK. Células HEK293T cotransfectadas con pldsmidos que
codifican para el GR salvaje (GRWT), el H1R y TAT3-Luc, fueron tratadas con dexametasona
0,1nM por 24 horas, pretratadas con histamina 100uM durante 10 minutos, y pretratadas o no
SP600125 por 30 minutos. Las barras negras representan células cotransfectadas con plasmidos
que codifican para la versién mutada del GR GRS246A, el H1R y TAT3-Lu. La actividad de
luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados
representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

**%p<0,001.

En nuestro laboratorio ha sido descripto, en células CHO, que la histamina
actuando a través del H1R es capaz de activar JNK (Notcovich et al., 2010). Dado que el
resultado obtenido con la mutante GRS246A es similar al que se obtiene al secuestrar
las subunidades GBy hipotetizamos que en nuestro sistema JNK podria ser activada por
estas mismas subunidades. Para confirmar si la histamina, actuando a través del H1R, es
capaz de activar JNK a través de las subunidades Gy, decidimos estudiar la activacién
de JNK mediante ensayos de Western Blot. El resultado de estos ensayos muestra que
en nuestro sistema, la histamina activa a JNK y que este efecto se pierde al secuestrar

las subunidades GPy sobreexpresando Gat (Fig. 3.15).
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Figura 3.15: Determinacién de pJNK por Western Blot. Células HEK293T transfectadas con un
plasmido que codifica para el H1R y cotransfectadas con Gat o con un plasmido vacio (MOCK)
fueron tratadas con histamina 100uM por 10 minutos. (A) Seccién de la membrana entre 40 y
60 KDa de un experimento representativo. (B) Densitometria de la membrana realizada con el
programa Imagel como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la

media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. **p<0,01.

El papel de INK en el incremento de la actividad del GR mediado por la histamina
plantea una controversia frente a lo clasicamente descripto para su papel en la
modulacion del GR. La fosforilacion del GR por parte de JNK ha sido asociada a una
inhibicion de su actividad transcripcional (Rogatsky et al., 1998; Szatmary et al., 2004;
Davies et al., 2008), mientras que en nuestro caso el papel de JNK sobre el GR resulta
activador. Esta discrepancia podria deberse a distintos factores: por un lado, la
estrategia adoptada para activar INK y revelar su efecto y por otro lado, las diferencias

debidas a los promotores y al contexto celular en que estos son activados.

En lo referido al primer punto, en los trabajos citados, la activacion de JNK se
consigue mediante el uso de herramientas moleculares, ya sea sobreexpresando JNK'y
su activador racQ61L (una mutante constitutivamente activa de Rac), o bien
sobreexpresando su activador MKK7 o MLK3. Por el contrario, en nuestro caso

activamos JNK de manera farmacolégica, utilizando la histamina como ligando del HIR y
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desencadenando su activacion. Cabe hipotetizar que la diferencia en los efectos de JNK

sobre el GR pueda deberse a la metodologia utilizada para su activacion.

En relacién al segundo punto, en nuestro caso evaluamos el papel de JNK sobre
la actividad del GR midiendo la actividad del gen reportero TAT3-Luc en células HEK-
293T, mientras que en los casos citados se evalué utilizando genes reporteros con otros
promotores y en otros tipos celulares (el sistema reportero AGTCO-CAT en las lineas
celulares Hela y U2-0S, el sistema reportero MMTV-Luc en células Hela o el sistema
reportero Gal4-Luc en la linea celular COS7). Estas diferencias resultan muy importantes
para la actividad transcripcional del GR, dado que se ha demostrado que los efectos de
la activacién de JNK resultan especificos para el promotor, aumentando la actividad del

GR sobre TAT3 y disminuyéndola sobre en MMTV (Szatmary et al., 2012).

En consecuencia, decidimos evaluar el efecto de histamina sobre la actividad
transcripcional del GR inducida por dexametasona utilizando el promotor MMTV-Luc, a
fin de verificar si los efectos observados por histamina utilizando el sistema TAT3 eran
reproducidos al utilizar otros sistemas reporteros. Para ello cotransfectamos células
HEK293-T con plasmidos que codifican para el GR, el HIR y el reportero MMTV-Luc. En
este sistema la histamina también incrementd la activacién del GR inducida por
dexametasona, efecto que nuevamente se transformo en una inhibicidn al utilizar la
versién mutada del GR (GRS246A) incapaz de ser fosforilada por JNK (Fig. 3.16A),

replicando completamente los resultados obtenidos utilizando el sistema TAT3.

Asimismo, para evaluar la posible influencia del contexto celular, estudiamos el
efecto de histamina sobre la actividad del GR para ambos genes reporteros en células
Hela, las cuales se utilizaron originalmente para caracterizar el efecto de INK y sobre las
cuales se describieron efectos opuestos sobre la actividad del GR para los reporteros
TAT3 y MMTV. En estas células, la histamina nuevamente incrementé la actividad del

GR inducida por dexametasona utilizando ambos sistemas reporteros (Fig. 3.16B).
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Figura 3.16: Estudio del papel de JNK. (A) Células HEK293T cotransfectadas con plasmidos que
codifican para el GR salvaje (wt) o mutado (5246A), el HIR y MMTV-Luc fueron tratadas con
dexametasona 1nM por 24 horas y pretratadas con histamina 100uM durante 10 minutos. (B)
Células Hela cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, H1IR y los genes
reporteros TAT3-Luc o MMTV-Luc fueron tratadas con dexametasona 10nM por 24 horasy
pretratadas con histamina 100uM. La actividad de luciferasa fue determinada como se describe
en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos

independientes realizados por triplicado. **p<0,01; ***p<0,001.

Los resultados muestran que la histamina, actuando sobre el HIR y a través de la
activacion de JNK, aumenta la eficacia de la transactivacion de TAT3-Luc y MMTV-Luc
mediada por el GR. Vale decir que utilizando el mismo sistema celular y el mismo
sistema reportero que en el trabajo donde se caracterizo originalmente el efecto
inhibitorio de JNK sobre la actividad del GR, en nuestras manos dicha kinasa posee un
efecto estimulatorio. Con estos resultados, nos atrevemos a especular que la diferencia
observada radica en activar JNK mediante herramientas moleculares sobreexpresando
sus activadores, o mediante herramientas farmacoldégicas utilizando histamina. A pesar
de no formar parte de nuestros objetivos, consideramos que esta hipotesis merece ser
estudiada en un futuro cercano, dadas las profundas implicancias que posee tanto en el

disefio experimental como en la interpretacion de resultados.
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ESTUDIO DE LA ViA CANONICA DEL H1R

Como se puntualizé anteriormente, la union de la histamina al receptor H1
desencadena la disociacion de la proteina G acoplada al receptor, y la activacién de dos
vias de sefializacion principales: la via candnica, mediada por la subunidad Gag, y una
no-canodnica mediada por el dimero Gy. Clasicamente la subunidad Gaq es capaz de
activar la fosfolipasa-C (PLC), quien participa en el metabolismo del fosfatidil-inositol
bifosfato (PIP2), cuyos productos de hidrdlisis son el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y el
diacilglicerol (DAG), ambos segundos mensajeros del proceso de transduccion de
sefiales mediado por el H1R. En particular el DAG es capaz de activar la proteina kinasa
C (PKC). En nuestro sistema, el tratamiento de las células con el inhibidor de PLC,
U73122, mostré que el efecto de histamina sobre la actividad del GR resulta mayor al
inhibir PLC, sugiriendo su papel en la inhibicion de la actividad del GR por parte de la
histamina. Por su parte, la falta de efecto observada con el inhibidor de PKC,
GF109203X, sugiere que dicha kinasa no participa de la modulacién histaminérgica (Fig.

3.17).
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Figura 3.17: Efecto de diversos inhibidores farmacolégicos sobre la modulacion de la actividad
del GR por parte de la histamina. Células HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican
para el GR, el HIR y TAT3-Luc fueron tratadas con dexametasona 0,1nM por 24 horasy
pretratadas con histamina 100uM por 10 minutos y con U73122 10uM (inhibidor de PLC) o
GF109203X 10uM (inhibidor de PKC) por 30 minutos. La actividad de luciferasa fue determinada

21



como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de

tres experimentos independientes realizados por triplicado. ***p<0,001.

Posteriormente, decidimos estudiar el papel de las proteinas G pequenas, Racly
RhoA, dado que en nuestro laboratorio se ha descripto que la histamina, actuando a
través del H1R, activa ambas proteinas mediante la activacion de PLC (Notcovich et al.,
2010). En este caso, utilizando PREX1, un activador de Rac que actia como factor
intercambiador de nucleétido de guanina (GEF), y la dominante negativa Rac1IN17,
encontramos que la sobreexpresion de PREX1 reduce el efecto de la histamina sobre |a
actividad del GR, y que consistentemente la sobreexpresion de Rac1N17 aumenta dicho
efecto (Fig. 3.18A). Por el contrario, ni la sobreexpresion p115 Rho-GEF, activador de
RhoA, ni la de su inhibidor, la exoenzima C3, modificaron el efecto de histamina sobre la
actividad del GR (Fig. 3.18B). Estos resultados en su conjunto sugieren que Racl, pero
no RhoA, participaria de los efectos inhibitorios que la histamina posee sobre la

actividad del GR.
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Figura 3.18: Papel de las proteinas G pequefas Rac 1 y RhoA. Células HEK293T cotransfectadas
con plasmidos que codifican para el GR, el HIR y TAT3-Luc y con (A) PREX1 (activador de Rac) o
RACN17 (dominante negativa de Rac), o (B) p115 (activador de RhoA) o C3 (inhibidor de RhoA)
fueron tratadas con dexametasona 0,1nM por 24 horas y pretratadas con histamina 100uM
durante 10 minutos. La actividad de luciferasa fue determinada como se describe en Materiales
y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes

realizados por triplicado. **p<0,01.

22



EFECTO DE LOS AGONISTAS INVERSOS PARA EL H1R

Para evaluar las posibles implicancias de nuestras observaciones en el contexto
de un posible escenario clinico que involucre la asociacidon farmacolégica de un
glucocorticoide y de un antihistaminico, decidimos estudiar el efecto de dos agonistas
inversos para el H1R, mepiramina y trans-triprolidina, sobre la actividad del GR inducida
por dexametasona. Sorprendentemente encontramos que, al igual que la histamina,
ambos antihistaminicos incrementan la actividad del GR en forma concentracion-
dependiente (de 11935 + 1068 y a 18317 £ 561 para mepiramina y 16806 + 632 para

trans-triprolidina, en Unidades Arbitrarias de Luminiscencia) (Fig. 3.19).
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Figura 3.19: Efecto de agonistas inversos para el receptor H1 a histamina sobre la actividad del
GR. Células HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, el H1R y TAT3-Luc
fueron tratadas con dexametasona 0,1nM por 24 horas y pretratadas con mepiramina 10uM o
trans-triprolidina por 10 minutos a las concentraciones indicadas. La actividad de luciferasa fue
determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los parametros de ajuste de la curva
se detallan en la tabla. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.

Es interesante observar esta aparente paradoja, en la que tanto la histamina
como los antihistaminicos, teniendo efectos contrarios sobre la activacion del H1R,

poseen el mismo efecto sobre la actividad del GR incrementando su actividad frente a
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dexametasona. Hemos demostrado que la histamina posee un efecto dual sobre Ia
actividad del GR, inhibitorio mediado por la activacién de Gag-PLC-Racl, y estimulatorio
mediado por las subunidades GBy -JNK, primando este ultimo. Considerando lo
antedicho, la potenciacion ejercida por los antihistaminicos podria deberse a su
probada inhibicién de la via mediada por Gag (Fitzsimons et al., 2004), aunque no

puede descartarse un incremento en la disponibilidad del dimero GBy asociado al H1R.

Para establecer el papel de las subunidades GBy en el incremento en la actividad
del GR ejercido por los antihistaminicos decidimos evaluar su efecto secuestrando las
subunidades GPy sobreexpresando la subunidad Gat. En este sistema, tanto
mepiramina como trans-triprolidina también incrementaron la actividad del GR,
descartando el papel de las subunidades GBy en la modulacién ejercida por dichos

agonistas inversos (Fig. 3.20).
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Figura 3.20: Efecto del secuestro de las subunidades GBy sobre la modulacién de los
antihistaminicos sobre la actividad del GR. Células HEK293T cotransfectadas con plasmidos que
codifican para el GR, el H1R y TAT3-Luc fueron transfectadas, o no, con Gatransducina, tratadas
con dexametasona 0,1nM por 24 horas, y pretratadas con histamina 100uM, mepiramina
10uM o trans-triprolidina 10uM por 10 minutos. La actividad de luciferasa fue determinada
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de
tres experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

respecto a DEX.
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En conclusion, nuestros resultados muestran que la histamina, actuando a través
del H1R, incrementa la actividad del GR en los procesos de transactivacion. Este efecto
es el resultado combinado de ambas vias de sefializacion del H1R, observandose un
efecto inhibitorio mediado por la via Gag-PLC-Rac, y un efecto estimulatorio mediado
por la via GBy-JNK, prevaleciendo este ultimo sobre el primero. Los antihistaminicos
ensayados también aumentan la actividad del GR, pero en este caso, a través de un
efecto inhibitorio sobre la via inhibitoria del H1R. Siendo la coadministracién de un
corticoide y un antihistaminico el contexto de interés clinico, y habiendo establecido su
efecto a nivel de la transactivacion, decidimos continuar con este estudio sobre la
actividad del GR en los procesos de transrepresion, por ser este mecanismo

fundamental para los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides.
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TRANSREPRESION

Hasta ahora hemos estudiado la modulaciéon de la actividad del GR por parte de
la histamina, midiendo los procesos de transactivacion del GR. Sin embargo, la
represion de la expresién de genes es una parte fundamental del espectro de accién del
GR a nivel nuclear. Es por ello que en esta segunda parte nos proponemos estudiar si la

modulacién observada también se produce a este nivel.

Como se mencioné en la Introduccidén, el GR puede reprimir la expresién de
genes a través de tres mecanismos principales: por interaccion directa con el ADN, a
través de sitios nGRE; por interaccién con factores de transcripcion a los cuales inhibe, o
bien por un mecanismo combinado. De los tres, el mas importante es la interaccién con
factores de transcripcion, principalmente con NF-kB, uno de los factores mas
estudiados a nivel de la transrepresion de genes. Dicho factor de transcripcién se
encuentra implicado en numerosos procesos celulares incluyendo la diferenciacion, la
proliferacién, la apoptosis, y participa en la regulacién de la expresién de numerosos e
importantes genes proinflamatorios. Tal es asi, que la transrepresion de genes
inducidos por dicho factor, constituye uno de los mecanismos principales a través del
cual los corticoides actuan como antiinflamatorios e inmunosupresores. En vista de esto
nos propusimos estudiar la modulacidn histaminérgica sobre la actividad del GR, a nivel

de la transrepresion de genes mediados por NF-kB.
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PUESTA A PUNTO DEL SISTEMA EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este objetivo decidimos utilizar el mismo modelo celular que
para el estudio de la transactivacién, utilizando en este caso dos sistemas de gen
reportero, kB-LUC e IL6-LUC, quienes codifican para la enzima luciferasa y cuyos
promotores responden a NF-kB. Cuando se desea evaluar la inhibicidn de la expresién
de un gen, resulta necesario incrementarla con el fin de medir la posterior disminucién
de la sefial. Con este propdsito sobreexpresamos una de las subunidades del dimero
NF-kB, RelA, lo que produjo un incremento en la actividad de luciferasa que nos

permitio evaluar el efecto de la dexametasona (Fig. 3.21).
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Figura 3.21: Actividad de NF-kB por sobreexpresion de RelA. Células HEK293T cotransfectadas
con plasmidos que codifican para el GR, para la subunidad RelA, y con kB-LUC o IL6-LUC, fueron
tratadas con dexametasona por 24 horas. La actividad de luciferasa fue determinada como se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres

experimentos independientes realizados por triplicado. **p<0,01.

En dicho sistema celular se logré incrementar la actividad del gen reportero
sobreexpresando la subunidad RelA, aunque la actividad represora de dexametasona
solo fue puesta en evidencia cuando se utilizé la construcciéon que posee el promotor

artificial kB.
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Hipotetizamos que la falta de respuesta observada frente al tratamiento con
dexametasona al utilizar la construccidn IL6 se debio al excesivo estimulo alcanzado
mediante la sobreexpresién de la subunidad RelA (unas 36 veces), cuyo efecto el
corticoide resultaria incapaz de revertir. En funcion de esto, decidimos activar NF-kB
tratando a las células con TNF-a, el cual es una citoquina proinflamatoria ampliamente
utilizada como activadora de la via de NF-kB. El agregado de TNF-a produjo un
incremento menor y concentracidon-dependiente en la actividad de ambos reporteros
(de 4 a 6 veces), que si pudo ser inhibido mediante el agregado de dexametasona (Fig.

3.22).
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Figura 3.22: Actividad de NF-kB inducida por TNF-a. Células HEK293T cotransfectadas con
plasmidos que codifican para el GR, el H1R, y con kB-LUC o IL6-LUC fueron tratadas con TNF-a
por 6 horas y pretratadas con dexametasona 10nM por 1 hora. La actividad de luciferasa fue
determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media

+/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01.

Frente a este resultado, decidimos continuar nuestros estudios utilizando la
construccion IL6-Luc por tratarse de una construccidn que posee un promotor natural,
siendo mas representativa de los efectos fisiolégicos de la actividad de NF-kB. Una vez
puesto a punto el sistema, nos abocamos al estudio de la modulacién histaminérgica

sobre el mismo.
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MODULACION POR MEPIRAMINA

Como se dijo anteriormente, la transrepresion de genes es el mecanismo
antiinflamatorio mas importante de los GCs, y el proceso inflamatorio es el contexto
clinico mas relevante para el estudio de la modulacidn histaminérgica sobre la actividad
del GR. Por lo tanto, decidimos evaluar tal modulacién utilizando antihistaminicos, por
tratarse de los ligandos de interés clinico. En nuestro sistema, el agregado de
dexametasona o mepiramina reduce en un 30% y 25% respectivamente la actividad de
NF-kB inducida por TNF-a. Por su parte, el cotratamiento con ambos ligandos produce
un incremento de la inhibicion mediada por la dexametasona, el cual resulta en una

reduccion del 75% de la sefial luminiscente (Fig. 3.23).
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Figura 3.23: Efecto de mepiramina sobre la inhibicidn de NF-kB inducida por dexametasona.
Células HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, el H1R, e IL6-LUC
fueron incubadas con mepiramina 10uM por 10 minutos, luego dexametasona 10nM por 1 hora
y finalmente TNF-a por 6 horas de acuerdo a lo indicado. Resultados expresados (A) respecto de
la sefial basal obtenida en ausencia de estimulo o (B) respecto de la inhibicién de la sefial
inducida por TNF-a producida por dexametasona. La actividad de luciferasa fue determinada
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de
tres experimentos independientes realizados por triplicado. # p<0,01 respecto de TNF;

**p<0,01 respecto de TNF+DEX.
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El efecto observado es el resultado de un aumento de mas de un orden de
magnitud en la potencia de la dexametasona para inhibir la sefial producida por TNF-a,
observandose un corrimiento hacia la izquierda de su curva concentracion-respuesta,

provocando un aumento en la pEC50 desde 8,26 + 0,24 hasta 9,86 + 0,23 (Fig. 3.24).
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Figura 3.24: Incremento en la potencia de dexametasona por parte de mepiramina. Células
HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, el H1R, e IL6-LUC fueron
incubadas con mepiramina 10uM por 10 minutos, luego dexametasona por 1 hora a las
concentraciones indicadas y finalmente TNF-a por 6 horas, como se indica. La actividad de
luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los parametros de
ajuste de la curva se detallan en la tabla. Los resultados representan la media +/- ESM de tres

experimentos independientes realizados por triplicado.

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran que los antihistaminicos
ensayados incrementan la eficacia de la dexametasona sobre la actividad del GR, tanto
a nivel de la transactivacion como de la transrepresion de genes. Esto resulta muy
importante a nivel terapéutico, dado que podria obtenerse un efecto terapéutico
benéfico al asociar un antihistaminico a una menor dosis de corticoide. Considerando

esto ultimo decidimos evaluar el efecto de otros antihistaminicos de interés clinico.
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EFECTO DE DIVERSOS ANTIHISTAMINICOS

Para extender el estudio del efecto observado utilizando mepiramina, usamos el
mismo modelo celular para estudiar el efecto de los antihistaminicos trans-triprolidina,
cetirizina, clorfeniramina o difenhidramina. El agregado de todos estos ligandos
incrementd la inhibicién producida por dexametasona sobre la actividad de NF-kB
inducida por TNF-a. Cabe destacar que, para tres de los cuatro ligandos ensayados
(trans-triprolidina, cetirizina y difenhidramina), este efecto resulta muy significativo

incrementando la inhibicidon producida por dexametasona entre tres y cuatro veces (Fig.

3.25).
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Figura 3.25: Efecto de diversos antihistaminicos sobre la inhibicion de NF-kB por dexametasona.
Células HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, el H1R, e IL6-LUC
fueron incubadas con mepiramina (MEP), trans-triprolidina (TRIP), cetirizina (CET),
clorfeniramina (CLOR) o difenhidramina (DIF) 10uM por 10 minutos, luego dexametasona 1nM
por 1 hora y finalmente TNF-a por 6 horas. Resultados expresados (A) respecto del basal o (B)
respecto de la inhibicidn por parte de dexametasona sobre el efecto de TNF-a. La actividad de
luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados
representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. #

p<0,01 respecto de TNF; **p<0,01 respecto de TNF+DEX.

Habiendo estudiado la modulaciéon por parte de histamina y de diversos
antihistaminicos sobre la actividad del GR, nos propusimos evaluar si lo observado en
modelos celulares de expresion heterdloga puede ser replicado sobre lineas celulares
representativas de modelos fisiolégicos evaluando la modulacién de genes. Para esto
elegimos dos modelos celulares diferentes. Las células epiteliales alveolares A549,
ampliamente utilizadas como modelo de inflamacidon pulmonar para estudiar la
reactividad alveolar frente a diversos estimulos (Richter et al., 2003; Erlemann et al.,
2007) y las células U937, precursoras de monocitos y macréfagos, como modelo de

sensibilizacién cutanea (Ashikaga et al., 2006; Python et al., 2007).
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PARTE II: RELEVANCIA FISIOPATOLOGICA
SOBRE LA EXPRESION ENDOGENA DE
GENES

MODULACION DE LA EXPRESION DE GENES ENDOGENOS

En nuestro laboratorio, y en otros, se ha descripto la presencia del H1R en
células U937 (Driver et al., 1989; Fernandez et al., 2002), sin embargo, no pudimos
encontrar reportes acerca de la presencia de dicho receptor en células A549. Por ello,
en primera instancia, nos propusimos demostrar la presencia funcional del H1R
midiendo la modulacién intracelular de calcio en respuesta al estimulo con histamina.
En estas células, el agregado de histamina produjo un pico de calcio intracelular que
resultd especificamente bloqueado por el antihistaminico mepiramina, demostrando

funcionalmente la presencia del H1R (Fig. 3.26).
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Figura 3.26: Modulacidn de calcio intracelular en células A549. Las células fueron incubadas con
Fura-2AM y luego lavadas, pretratadas o no con mepiramina 10uM (MEP) y estimuladas con
histamina 100uM (HA). La medicién de calcio intracelular fue realizada como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes

realizados por triplicado.
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Utilizando los sistemas celulares descriptos evaluamos la modulaciéon de tres
genes enddgenos tipicamente transactivados por el GR: GILZ (glucocorticoid induced
leucine zipper), THBD (thrombomodulin) y SLC19A2 (thiamine transporter 1; solute
carrier family 19 member 2) (Wang et al., 2004). El estudio de la expresién de estos
genes lo realizamos mediante PCR cuantitativa. En las células A549, el tratamiento con
dexametasona indujo la expresién de los tres genes pero sélo en el caso de THBD, el
agregado de histamina incrementd dicho efecto (Fig. 3.27A). Por su parte, en las células
U937, la dexametasona indujo solamente la expresion de GILZ y en este caso la
histamina también incrementd dicho efecto (Fig. 3.27B).

(A) (B)

A549 U937
3 GlLz il

15.0+ =1 SLC19A2 12.59 3 Gz
T T BE THBD =1 SLC19A2
BN THBD

10.04
10.04 Kokok

|

M nﬂn [ winl=l 1 I B

DEX 100nM - + + - + + - + + DEX 100nM - + + - + + - + +
HA100pM - - + - - + - - + HA 100pM - - + - - + - - +

~N
[6)]
1

(Respecto del Basal)
a
o
1

Expresion relativa

N
al
1

Expresion relativa
(Respecto del Basal)
N ~

wn o1

1 1

Figura 3.27: Expresién de genes enddgenos regulados por el GR. Analisis de expresién por PCR
cuantitativa de los genes GILZ, SLC19A2 y THBD respecto de la expresidn de Beta-Actina, (A) en
células A549, o (B) en células U937, incubadas con histamina (HA) 100uM por 10 minutos y
luego tratadas con dexametasona (DEX) 100 nM por 3 horas. Los niveles de ARN mensajero
fueron cuantificados como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la

media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. ***p<0,001.

Estos resultados sugieren que los efectos sobre el GR dependen del contexto
celular y de los genes estudiados, lo cual se condice con lo descripto en la literatura

para este receptor (Simons, 2008). Por lo tanto podemos concluir que las

34



modificaciones inducidas por la histamina sobre la actividad del GR lo afectan
diferencialmente de acuerdo al tipo celular y al gen estudiado. Esta especificidad en sus
efectos indica que los resultados obtenidos en ensayos utilizando genes reporteros no
pueden ser extrapolados en forma general al estudiar la expresidon de genes enddgenos

regulados por el GR.

Para comprobar que la modulacién por histamina sobre genes enddgenos es
replicada cuando las células son tratadas con antihistaminicos, se trataron las células
con los antihistaminicos mepiramina, trans-triprolidina, cetirizina, clorfeniramina o
difenhidramina. El analisis de la induccidn de genes muestra que, aunque con distinta
eficacia, todos los antihistaminicos ensayados producen un aumento sobre la induccion
de los genes THBD y GILZ mediada por dexametasona, en las respectivas lineas celulares

(Fig. 3.28).
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Figura 3.28: Efecto de antihistaminicos sobre la expresidn de genes enddgenos regulados por el
GR. Andlisis de expresién por PCR cuantitativa del gen (A) THBD en células A549 o (B) GILZ en
células U937, respecto de la expresion de Beta-Actina. Las células fueron incubadas con

histamina (HA), mepiramina (MEP), trans-triprolidina (TRIP), cetirizina (CET), clorfeniramina
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(CLOR) o difenhidramina (DIF) por 10 minutos y luego tratadas con dexametasona (DEX) por 3
horas. Los niveles de ARN mensajero fueron cuantificados como se describe en Materiales y
Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes

realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Los resultados obtenidos para la modulaciéon de tres genes, en conjunto,
permiten realizar dos observaciones. Por un lado, la modulacion por parte de histamina
y los antihistaminicos sobre la expresién de GILZ y THBD inducida por dexametasona en
células A549 y U937, nos permite confirmar los resultados obtenidos con el sistema
reportero en células HEK293T, descartando que la modulacién observada utilizando el
sistema TAT3-Luc sea producto de la manipulacién y sobreexpresion génica. Pero por
otro lado, la ausencia de un efecto detectable por parte de histamina sobre Ia
regulacién de la expresiéon de los genes GILZ y SLC en células A549 inducidos por
dexametasona, demuestra que no es posible la extrapolacion directa y generalizada de
lo observado en los ensayos utilizando sistemas de gen reportero. Teniendo en cuenta
esto decidimos estudiar la modulacidn de genes que estuvieran directamente
implicados en procesos inflamatorios, por ser estos clinicamente relevantes

considerando el cotratamiento de antihistaminicos y corticoides.

MODULACION DE LA EXPRESION DE GENES ENDOGENOS ANTIINFLAMATORIOS

Como se detalla en la Introduccién, dado que la inflamacion es el contexto ideal
para pensar una aplicacién clinica que resulte de la combinacién de un antihistaminico y
un corticoide nos propusimos estudiar la modulacidn de genes antiinflamatorios en
modelos los celulares de interés clinico. Numerosos genes antiinflamatorios son
transactivados por el GR como parte esencial de su mecanismo antiinflamatorio. Entre
ellos, los genes GILZ y MKP1, tienen particular importancia, como lo demuestra la

numerosa cantidad de reportes al respecto (ver Introduccién).
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En consecuencia decidimos evaluar la modulacion de los ligandos
antihistaminicos previamente utilizados sobre la expresion de MKP1 inducida por
dexametasona, en células A549 y U937. En las células A549, el tratamiento con trans-
triprolidina, cetirizina y clorfeniramina incrementé la expresién de MKP1, mientras que

en las células U937, sélo difenhidramina mostro tal efecto (Fig. 3.29).
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Figura 3.29: Efecto de antihistaminicos sobre la transactivacién de genes antiinflamatorios
regulados por el GR. Andlisis de expresion por PCR cuantitativa del gen MKP1 en células A549
(A) o en células U937 (B) respecto de la expresidon de Beta-Actina. Las células fueron incubadas
con mepiramina (MEP), trans-triprolidina (TRIP), cetirizina (CET), clorfeniramina (CLOR) o
difenhidramina (DIF) por 10 minutos y luego tratadas con dexametasona (DEX) por 3 horas. Los
niveles de ARN mensajero fueron cuantificados como se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por

triplicado. *p<0,05; **p<0,01.

El andlisis de la expresidn de los genes GILZ y MKP1 inducidos por dexametasona
y su modulacién por diferentes antihistaminicos, muestra que existe una diversidad
para sus efectos respecto del tipo celular, el gen estudiado y el ligando ensayado.

Mientras que para mepiramina, cetirizina y clorfeniramina, el efecto sobre la induccién
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de MKP1 en células A549 resulta estimulatorio, en células U937 resulta inhibitorio. Por
otra parte, a pesar de que todos los antihistaminicos incrementan la induccion de GILZ
en células U937, la histamina no tiene efecto sobre su expresién en células A549. Estas
observaciones impiden generalizar los efectos y revelan la gran complejidad del

fendmeno estudiado lo cual sera discutido en los siguientes capitulos.

MODULACION DE LA EXPRESION DE GENES ENDOGENOS PROINFLAMATORIOS

La transrepresion de genes proinflamatorios es el mecanismo principal por el
cual los corticoides ejercen sus efectos antiinflamatorios. Para evaluar la modulacién
histaminérgica observada utilizando sistemas reporteros, en contextos fisioldgica o
fisiopatologicamente relevantes, decidimos estudiar la modulacion de genes endégenos
activados por NF-kB y transreprimidos por el GR, utilizando nuevamente las lineas
celulares A549 y U937. En ambos sistemas se evalud la induccion de los siguientes
genes: inteleuquina-8 (IL8), como representante de quemoquinas inducidas por NF-kB e
implicada en numerosas enfermedades pulmonares; ciclooxigenasa-2 como
representante de las enzimas inducidas por NF-kB, y a su vez blanco farmacolégico de
los antiinflamatorios no-esteroideos; y el factor estimulante de colonias de granulocitos
y monocitos (GMCSF) como representante de citoquinas inducidas por NF-kB y asociado
a los efectos de transrepresion de genes mediados por corticoides como resultado de la

acetilacion de histonas.

En una primera aproximacion empleamos las células A549 para evaluar el efecto
de la dexametasona sobre la expresion basal de los genes IL8 y COX2, y su modulacién
por el antihistaminico mepiramina. En dichas células, la dexametasona inhibio la
expresion basal de ambos genes y el efecto resulté dependiente de la concentraciéon de
corticoide utilizada. Para la concentracidon mas baja, el agregado de mepiramina
incrementd dicha inhibicidn, aunque no se observé ningln efecto para la concentracién

mas alta de corticoide (Fig. 3.30). Esto podria deberse a que la concentracién de
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dexametasona utilizada resulto tan elevada que alcanzd el maximo efecto, y en

consecuencia la mepiramina fue incapaz de incrementarlo.
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Figura 3.30: Efecto de mepiramina sobre la transrepresion de genes proinflamatorios en células
A549. Andlisis de expresion por PCR cuantitativa del gen (A) IL8, o (B) COX2, en células A549
respecto de la expresién de Beta-Actina. Las células fueron incubadas con mepiramina 10uM
por 10 minutos y luego tratadas con dexametasona por 24 horas a las concentraciones
indicadas. Los niveles de ARN mensajero fueron cuantificados como se describe en Materiales y
Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes

realizados por triplicado. **p<0,01.

Dado que el factor de necrosis tumoral TNF-a, es una citoquina proinflamatoria
ampliamente utilizada para activar NF-kB, y que ya fue utilizada en los ensayos de
transrepresion en los sistemas con genes reporteros, decidimos evaluar la modulacion
de los antihistaminicos sobre la induccion de los genes mencionados activando al factor
NF-kB con dicha citoquina. Para ello, tratamos las células A549 con TNF-a, quien indujo
la expresion de los tres genes estudiados (IL8, COX2 y GMCSF), y cuya expresion resultd
inhibida por el agregado de dexametasona en consonancia con lo descripto en diversos
trabajos (Kwon et al., 1994; Uings et al., 2005). En este sistema, evaluamos el efecto del
cotratamiento con los antihistaminicos mepiramina, trans-triprolidina, cetirizina,

clorfeniramina y difenhidramina sobre la inhibicidn mencionada. Para la expresién de
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IL8, trans-triprolidina y cetirizina aumentan el efecto inhibitorio de la dexametasona,
mientras que clorfeniramina y difenhidramina lo revierten y mepiramina no tiene
efecto. En el mismo sentido, para la expresion de COX2, trans-triprolidina y cetirizina
aumentan el efecto inhibitorio de la dexametasona, mientras que clorfeniramina 'y
difenhidramina no lo modifican y mepiramina lo revierte. Para la expresion de GMCSF,
trans-triprolidina, cetirizina y clorfeniramina incrementan el efecto inhibitorio de la

dexametasona (Fig. 3.31).
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Figura 3.31: Antihistaminicos sobre la transrepresion de genes proinflamatorios en células
A549. Analisis de expresidn por PCR cuantitativa del gen (A) IL8, (B) COX2, o (C) GMCSF, en
células A549, respecto de la expresion de Beta-Actina. Las células fueron incubadas con trans-
triprolidina (TRIP), cetirizina (CET), clorfeniramina (CLOR) o difenhidramina (DIF) por 10
minutos, luego tratadas con dexametasona por 18 horas y finalmente con TNF-a por 6 horas.
Los niveles de ARN mensajero fueron cuantificados como se describe en Materiales y Métodos.
Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados

por triplicado. *p<0,05; **p<0,01 respecto de DEX 1nM.

En el caso de la linea celular U937, decidimos también inducir la expresion de los
genes evaluados utilizando TNF-a. El tratamiento con TNF-a en células U937 produjo
una fuerte induccidn sobre la expresidn de IL8, la cual resulté completamente inhibida
por el agregado de dexametasona, pero produjo una muy pequeia induccién de la

expresion de COX2 y, como mucho, moderada en el caso de GMCSF (Fig. 3.32).
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Figura 3.32: Induccidn y transrepresion de genes proinflamatorios en células U937. Andlisis de
expresion por PCR cuantitativa de los genes IL8, COX2, y GMCSF, en células U937, respecto de la
expresion de Beta-Actina. Las células fueron incubadas con dexametasona por 18 horas y luego
con TNF-a por 6 horas. Los niveles de ARN mensajero fueron cuantificados como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.
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Se ha descripto que las células U937, precursoras de monocitos/macrofagos,
pueden ser diferenciadas a macréfagos utilizando PMA (forbol 12-miristato 14-acetato)
como factor diferenciante para luego inducir la expresidn de diversos genes
proinflamatorios con lipopolisacarido bacteriano (LPS), una endotoxina presente en la
membrana externa de las bacterias Gram negativas. Este modelo celular resulta
apropiado y es ampliamente utilizado para evaluar la expresién de genes
proinflamatorios (Nishida et al., 1988; Grkovich et al., 2006; Schreiber et al., 2006;
Sharif et al., 2007; Ghosh et al., 2010). Por lo tanto, decidimos estudiar la
transrepresion mediada por dexametasona sobre la expresion inducida con LPS en

células U937 diferenciadas con PMA.

Como se muestra en la Figura 3.33, las células U937 poseen una muy baja
expresion basal de los genes IL8, COX2 y GMCSF, que se ve aumentada por el proceso
de diferenciacién con PMA, y mas aun ante la incubacion con LPS. Sobre este sistema
evaluamos el efecto de la dexametasona y de los antihistaminicos previamente
ensayados y observamos que para IL8 todos ellos excepto mepiramina, incrementan la
inhibicidn inducida por dexametasona, mientras que para COX2 y GMCSF, todos los

antihistaminicos evaluados aumentan el efecto del corticoide (Fig. 3.33).
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(C) GMCSF
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Figura 3.33: Antihistaminicos sobre la transrepresion de genes proinflamatorios en células
U937. Andlisis de expresidn por PCR cuantitativa del gen (A) IL8, (B) COX2, o (C) GMCSF, en
células U937, respecto de la expresion de Beta-Actina. Las células fueron diferenciadas con PMA
100nM por 48hs y luego incubadas con mepiramina (MEP), trans-triprolidina (TRIP), cetirizina
(CET), clorfeniramina (CLOR) o difenhidramina (DIF) por 10 minutos, luego tratadas con
dexametasona 1nM por 18 horas y finalmente con LPS 1uG/uL por 4 horas. Los niveles de ARN
mensajero fueron cuantificados como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados
representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

*p<0,05; **p<0,01 respecto de DEX 1nM.

El andlisis de la expresién de los genes pro y antiinflamatorios evaluados, ya sea
en células A549 y en células U937 diferenciadas con PMA, revela una concordancia en
el efecto de los antihistaminicos sobre la actividad transcripcional inducida por
dexametasona, que en cierta medida depende del ligando estudiado, el gen analizado y
el tipo celular utilizado. En células U937 los antihistaminicos trans-triprolidina,
cetirizina, clorfeniramina y difenhidramina incrementan el efecto de la dexametasona
sobre la induccidon de GILZ y la represion de IL8, COX2 y GMCSF, aunque lo hacen con
distinta eficacia. En células A549, solo trans-triprolidina y cetirizina muestran este

efecto tanto sobre la induccién de MKP1 como sobre la represién de COX2 y GMCSF. Sin
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embargo, en estas mismas células, trans-triprolidina y mepiramina inhiben la
transrepresion de IL8 y COX2 respectivamente, y trans-triprolidina y difenhidramina
inhiben la transactivacion de MKP1 en células U937. Estos resultados se encuentran

resumidos en la tabla 3.1.

A549 U937

MKP1 IL-8 COX-2 GMCSF GILZ MKP1 IL-8 COX-2 GMCSF

Mepiramina = = - N/D + + = + +
Trans-triprolidina + + + + + = + + +
Cetirizina + + + + + = + + +
Clorfeniramina + - = + + = + + +

]
1
1]
1]
+
]
+
+
+

Difenhidramina

(+) Estimula, (-) inhibe, (=) no cambia.

Tabla 3.1: Modulacidn sobre genes enddgenos regulados por el GR. Efecto de los
antihistaminicos mepiramina, trans-triprolidina, cetirizina, clorfeniramina o difenhidramina
sobre la induccién de los genes GILZ y MKP1 o la represién de los genes IL-8, COX-2 y GM-CSF,

por dexametasona en células A549 o U937.

El andlisis de la expresién de genes enddgenos en su totalidad muestra que los
resultados obtenidos utilizando sistemas de gen reportero en sistemas de expresion
heterdloga encuentran una cierta correlacion al evaluar sus efectos en lineas celulares
representativas de modelos fisioldgicos. La mayoria de los antihistaminicos, aunque con
distintas eficacias, incrementa los efectos de la dexametasona sobre la expresién de los
genes pro y antiinflamatorios evaluados. Si bien, a medida que el modelo de estudio se
vuelve menos artificial se pone de manifiesto la dificultad de obtener una conclusién
general acerca del proceso estudiado, la correlacion mencionada da sustento a los
hallazgos y sus implicancias terapéuticas y nos alientan a evaluar el cotratamiento de un
corticoide y un antihistaminico en modelos que se ajusten mejor al contexto en el que

se pretende utilizarlos. En consecuencia decidimos continuar los estudios en modelos
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animales donde es posible estudiar el desarrollo completo de una determinada

patologia y la efectividad del cotratamiento sobre el curso de la misma.
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PARTE I1I: RELEVANCIA CLINICA SOBRE
UN MODELO DE ASMA MURINO

Como se detalla en la Introduccidn, el asma es una patologia inflamatoria
crénica, para cuyo tratamiento los corticoides representan la terapia mas efectiva
aungue los antihistaminicos muestran una falta completa de eficacia para controlar sus
sintomas. Dado que el animal de experimentacién mas cominmente utilizado para
investigar esta patologia es el ratén, decidimos estudiar la administraciéon conjunta de

un antihistaminico y un corticoide en un modelo murino de asma.

Existen numerosos modelos murinos de asma que pueden clasificarse segun la
naturaleza del estimulo que desencadena la patologia (alergeno, agentes infecciosos u
otros), o segun su duracidn (agudo o crénico). Elegimos el modelo agudo inducido por
un alergeno, la ovoalbuimina, por ser un modelo estandar, ampliamente utilizado, y por
representar la forma mas prevalente del asma, el asma alérgico. Por supuesto, dicho
modelo resulta ser ideal para evaluar el cotratamiento de un corticoide con un
antialérgico. Es importante mencionar, como limitaciéon del modelo, que no se
desarrolla la patologia en forma integral, pero sin embargo se reproducen los cambios
patolégicos observados en el asma bronquial, es decir, altos niveles de anticuerpos IgE
especificos para el alergeno, inflamacién alérgica pulmonar con predominio de
eosindfilos y aumento de células productoras de mucus, y desarrollo de
hiperreactividad in vivo de las vias aéreas dependiente de la produccion de citoquinas
de tipo Th2 y Th1 (Fenoy et al., 2009; Shin et al., 2009; Fenoy et al., 2012; Mullane et al.,
2014). Sobre este modelo evaluamos la administracién conjunta de dexametasona y el
antihistaminico azelastina, el cual fue elegido por ser un farmaco de ultima generacion,
eficaz para tratar la rinitis alérgica y con minimos efectos adversos. Cabe destacar que
recientemente se patentaron tres formulaciones conteniendo una combinacién de
azelastina con diferentes corticoides para el tratamiento de la rinitis alérgica, lo que

sugiere la efectividad de la terapia combinada (McNeely et al., 1998; Kaliner, 2009;
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Wolthers, 2013). Por otra parte, en un ensayo clinico efectuado en pacientes con asma
bronquial crénica se ha observado que la azelastina permite reducir la frecuencia de

uso de corticoides inhalados sin pérdida de la funcion pulmonar (Busse et al., 1996).

Dado que azelastina no fue ensayada por nosotros en los sistemas
experimentales in vitro, en primera instancia decidimos evaluar sus efectos sobre la
actividad transcripcional del GR inducida por dexametasona realizando una
caracterizacidn acotada de los mismos. Utilizando el mismo modelo celular usado para
evaluar la transactivacién del gen reportero TAT3-Luc mediada por el GR, encontramos
gue el agregado de azelastina potencia la respuesta inducida por dexametasona, al

igual que ocurria con los antihistaminicos mepiramina y trans-triprolidina (Fig. 3.34).
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Figura 3.34: Efecto de azelastina sobre la actividad del GR inducida por dexametasona. Células
HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, el HIR y TAT3-Luc fueron
tratadas con dexametasona por 24 horas y pretratadas, o no, con azelastina 10uM por 10
minutos. La actividad de luciferasa fue determinada como se describe en Materiales y Métodos.
Los resultados representan la media +/- ESM de cuatro experimentos independientes

realizados por triplicado.

Luego evaluamos el efecto de azelastina sobre la transrepresion del gen
reportero IL6-Luc mediada por el GR. Nuevamente encontramos que azelastina
potencia la inhibicidén inducida por dexametasona sobre la actividad de NF-kB producida

por TNF-a (Fig. 3.35).
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Figura 3.35: Efecto de azelastina sobre la inhibicidn de NF-kB por dexametasona. Células
HEK293T cotransfectadas con plasmidos que codifican para el GR, el H1R, e IL6-LUC fueron
incubadas con azelastina 10uM por 10 minutos, luego dexametasona por 1 hora y finalmente
TNF-a por 6 horas, como se indica. Resultados expresados (A) respecto del basal o (B) respecto
de la inhibicion por parte de dexametasona sobre el efecto de TNF-a. La actividad de luciferasa
fue determinada como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la

media +/- ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. **p<0,01.

Para finalizar la caracterizacidn in vitro de azelastina evaluamos su efecto sobre
la transactivacion de MKP1, en células A549 y la transrepresion de IL8, COX2 y GMCSF
en células U937 diferenciadas con PMA y tratadas con LPS por ser estos los sistemas en
los que se observé los efectos esperados. En todos los casos, azelastina potencié los

efectos de dexametasona sobre la expresién de los genes (Fig. 3.36).
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Figura 3.36: Efectos de azelastina sobre la modulacidn de genes por parte del GR. Analisis de
expresion por PCR cuantitativa del gen (A) MKP1 en células A549, (B) IL8 y COX2 en células
U937 diferenciadas con PMA, respecto de la expresién de Beta-Actina. Las células A549 fueron
incubadas con azelastina por 10 minutos y luego tratadas con dexametasona por 3 horas. Las
células U937 fueron diferenciadas con PMA 100nM por 48hs y luego incubadas con azelastina
por 10 minutos, tratadas con dexametasona 1nM por 18 horas y finalmente con LPS 1ug/ul
por 4 horas. Los niveles de ARN mensajero fueron cuantificados como se describe en Materiales
y Métodos. Los resultados representan la media +/- ESM de tres experimentos independientes

realizados por triplicado. **p<0,01.

Considerando los resultados en conjunto, donde se observé una potenciacién
por parte de azelastina sobre los efectos de dexametasona, tanto en ensayos sobre
genes reporteros como sobre la modulacidon de genes enddgenos relacionados con la
inflamacidn, decidimos evaluar el cotratamiento de ambos ligandos en el modelo de

asma murino previamente mencionado.

Se sensibilizaron ratones BALB/c utilizando ovoalbimina e hidroxido de
aluminio, a quienes, una vez establecida la respuesta alérgica, se les administro las
distintas drogas a los grupos experimentales correspondientes: dexametasona en dosis
optima (1mg/kg), la cual representa el control positivo del tratamiento, dexametasona
en dosis subdptima (0,1mg/kg), que representa una dosis no efectiva del tratamiento,

azelastina en dosis equivalente a la utilizada normalmente en la clinica (0,5mg/kg),
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cotratamiento administrando azelastina + dexametasona en concentracion subdptima,
tratamiento al que se le desea evaluar la eficacia, y vehiculo, el cual representa el
control negativo de los tratamientos. Por otra parte, como representativo de un animal
sano se establecid un grupo naive, el cual no fue sensibilizado pero si tratado con el
vehiculo en lugar de ovoalbimina. 48 horas después del tratamiento los animales
fueron sacrificados y se evaluaron los distintos parametros mencionados a

continuacion.

La acumulaciéon de eosindfilos en los alveolos es caracteristica del asma
bronquial y la inflamacidn de las vias aéreas mediadas por estas células es caracteristica
de este modelo. Es por ello que realizamos un conteo diferencial en lavado
broncoalveolar (LBA) de los diferentes animales. El analisis de los diferentes LBA mostro
gue en los ratones sensibilizados con OVA existe un incremento en el porcentaje de
eosindfilos, lo que es caracteristico del asma bronquial y confirma el desarrollo del
cuadro patoldgico. Como era de esperar, el tratamiento con dexametasona en dosis
Optima disminuy® la eosinofilia en un 43%, mientras que la aplicacion del corticoide en
dosis subdptima (10 veces menor) no tuvo efecto, resulté ineficaz. Por su parte,
mientras que el tratamiento con azelastina tampoco tuvo efecto, el cotratamiento de Ia
dosis ineficaz de dexametasona junto con azelastina mostrd una reduccién del 34% en
el porcentaje de eosindfilos (Fig. 3.37). Estos resultados indican que tanto la dosis mas
alta de dexametasona, como el cotratamiento del corticoide a bajas dosis junto con
azelastina, fueron efectivos para la eosinofilia de las vias aéreas. La administracion de
ambos por separado, no tuvo efecto, evidenciando y poniendo de relieve la efectividad
del tratamiento combinado, permitiendo utilizar dosis bajas de corticoide que de otro

modo resultarian ineficaces.
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Figura 3.37: Porcentaje de eosinofilia en lavado broncoalveolar (LBA). Conteo diferencial de
eosindfilos en ratones naive (N) o sensibilizados con ovoalbimina (VEH), y tratados con
azelastina 0,5mg/kg (AZE), dexametasona en dosis subdptima 0,1mg/kg (DEX SUB),
dexametasona en dosis optima 1mg/kg (DEX OPT), o dexametasona en dosis subdptima
0,1mg/kg y azelastina 0,5mg/kg (DEX SUB+AZE), 1 hora antes de la Gltima nebulizacién. El LBA
fue realizado 48 horas luego de la ultima exposicion a OVA. Los extendidos fueron realizados

como se describe en Materiales y Métodos. **p<0,01; **p<0,01.

Como se menciond, el asma atdpico o alérgico es el mas prevalente, y se
caracteriza por presentar reacciones de hipersensibilidad mediadas por anticuerpos de
tipo IgE especificos para el alergeno. La atopia es un mecanismo inmunitario
subyacente en el fenotipo del modelo animal utilizado, el cual se caracteriza por un
incremento en los niveles de las inmunoglobulinas IgE e IgG especificas para el alérgeno
(Shin et al., 2009). En consecuencia analizamos los efectos del cotratamiento sobre los
niveles de IgE especificas contra OVA en el suero de los diferentes grupos
experimentales. El andlisis muestra que los ratones sensibilizados con OVA presentaron
un aumento en el titulo de IgE especifica, que se vio reducido significativamente frente
al cotratamiento con dexametasona en dosis subdptima junto con azelastina. Sin
embargo, al igual que lo observado para la eosinofilia, ni azelastina ni la dexametasona
en dosis subdptima redujeron los niveles de IgE en forma significativa. Esto nuevamente

sugiere que el agregado de azelastina a la dosis baja de dexametasona podria potenciar
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el efecto del corticoide, alcanzando una eficacia superior o equivalente a la obtenida

utilizando la dosis mas concentrada del mismo (Fig. 3.38).
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Figura 3.38: Niveles séricos de IgE especifica para ovoalbumina. Valores de densidad éptica (DO)
correspondiente a la determinacién de IgE de los sueros de ratones naive (N) o sensibilizados
con ovoalbuimina (VEH), y tratados con azelastina 0,5mg/kg (AZE), dexametasona en dosis
subdptima 0,1mg/kg (DEX SUB), dexametasona en dosis optima 1mg/kg (DEX OPT), o
dexametasona en dosis subdptima 0,1mg/kg y azelastina 0,5mg/kg (DEX SUB+AZE), 1 hora antes
de la dltima nebulizacidon. La determinacidn de IgE se realizd por ELISA segun se describe en

Materiales y Métodos. **p<0,01.

Por su parte, la interleuquina 8 (IL-8) es un importante quemoatractante de
neutrofilos, responsable de la inflamacién mediada por estos, cuya expresion se
encuentra aumentada en el musculo liso de las vias aéreas de pacientes con asma
severa. Recientemente se ha sugerido que los neutroéfilos estimulados por IL-8 pueden
conducir a la acumulacidn de eosinéfilos en las vias aéreas de pacientes asmaticos
(Nakagome et al., 2012). Es por esto que decidimos evaluar la expresion de esta
guemogquina en los pulmones de los animales sometidos a los diferentes tratamientos.
El analisis mostré una induccion la expresién de IL-8 en los animales sensibilizados con
OVA, aunque el tratamiento con dexametasona, tanto en dosis optima como

subdptima, redujo su expresion a los niveles basales (Fig. 3.39). Este resultado no
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permite evaluar el efecto del agregado de azelastina y revela la necesidad de optimizar
las dosis de dexametasona a fin de que su efecto no sea tan pronunciado y asi poder

evaluar la eficacia del cotratamiento.
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Figura 3.39: Modulacién de la expresién de IL8. Cuantificacién por PCR cuantitativa del gen IL-8
respecto de la expresién de Ciclofilina B, de los pulmones extirpados luego del lavado de
ratones naive (N) o sensibilizados con ovoalbimina (VEH), y tratados con azelastina 0,5mg/kg
(AZE), dexametasona en dosis subdptima 0,1mg/kg (DEX SUB), dexametasona en dosis optima
1mg/kg (DEX OPT), o dexametasona en dosis subdptima 0,1mg/kg y azelastina 0,5mg/kg (DEX
SUB+AZE), 1 hora antes de la ultima nebulizacién. Los niveles de ARN mensajero fueron

cuantificados como se describe en Materiales y Métodos.

Los resultados preliminares obtenidos en el modelo de asma murino evaluando
la efectividad del cotratamiento con azelastina y dexametasona permiten concluir que
el cotratamiento resultaria eficaz para mejorar los parametros medidos, sugiriendo que
el agregado de un antihistaminico permitiria reducir las dosis de dexametasona para
normalizar pardmetros alérgicos asociados al asma. Aunque se trata de una conclusién
muy preliminar, nuestros resultados son sumamente alentadores ya que, por un lado,
permiten esbozar una potencial aplicacion terapéutica fruto de las investigaciones
precedentes, y por el otro, pueden significar el comienzo de un proceso que permita
desarrollar una alternativa terapéutica para el tratamiento del asma, ofreciendo al

médico y al paciente nuevas estrategias eficaces para su tratamiento.
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DISCUSION



CONCLUSIONES PRINCIPALES

De los resultados de la presente tesis pueden extraerse dos conclusiones
principales: i) la histamina y los antihistaminicos, actuando sobre el receptor H1 a
histamina, son capaces de incrementar la actividad transcripcional del receptor a
glucocorticoides vy ii) dicho efecto poseeria relevancia terapéutica. Ambos aspectos

seran discutidos a continuacion.

LA HISTAMINA MODULA LA ACTIVIDAD DEL GR A TRAVES DEL H1R

En el presente trabajo hemos descripto que la histamina, actuando a través de
su receptor H1R, es capaz de modular la actividad transcripcional del GR. Nuestros
resultados muestran que la activacién del H1R dispara un mecanismo regulatorio dual
sobre la transactivacion de genes inducida por el GR, involucrando a las subunidades
Gaq y GPy. A través de la via candnica del H1R, la histamina posee un efecto inhibitorio
mediado por las subunidad Gaq y los efectores PLC y Rac, mientras que a través de las
subunidades GBy, la histamina aumenta la actividad del GR via la kinasa JNK.
Paradigmaticamente, cuando un agonista se une a un GPCR, causa la activacién de la
proteina G heterotrimérica con la consecuente disociacidn de sus subunidades Gaq y
GPy, desencadenando la activacion de vias de senalizacion intracelulares. Cuando la
histamina se une y activa al H1R, ambas Gaq y GBy son liberadas simultaneamente,
prevaleciendo los efectos del dimero GBy, resultando en un incremento de la actividad

del GR.

Por su parte y paradéjicamente, cuando los antihistaminicos se unen al HIR e
inactivan el receptor, se observa igualmente un incremento en la actividad del GR que
podemos atribuir a la inactivacién de la via inhibitoria Gag-PLC-Rac. Teniendo efectos

opuestos sobre el H1R, los agonistas y agonistas inversos poseen el mismo efecto sobre



la actividad del GR. En este sentido, no deja de ser sorprendente como muchas veces
las predicciones formuladas a priori no se condicen con los resultados obtenidos

utilizando sistemas experimentales.

Los antihistaminicos, sin poseer ningun efecto per se sobre los sistemas de gen
reportero, también aumentan la eficacia de los corticoides para la transrepresion de
genes mediada por el GR modulando la actividad de NF-kB. Los antihistaminicos
mepiramina, trans-triprolidina, cetirizina, difenhidramina y azelastina incrementaron el
efecto de la dexametasona sobre la transrepresion de genes inducidos por TNF-a. Cabe
destacar que si bien se ha descripto que algunos antihistaminicos son capaces de inhibir
la actividad de NF-kB (Bakker et al., 2001), siempre se determiné su efecto sobre la
actividad basal del sistema, mientras que en nuestro caso fueron evaluados frente a la
induccién con TNF-a.. En nuestro sistema, el efecto del cotratamiento con los
antihistaminicos y la dexametasona no fue aditivo sino sinérgico, dado que dicho efecto

fue superior a la suma de los efectos de ambos ligandos por separado.
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Figura 4.1: Mecanismo de accidn propuesto para la modulacién de la actividad transcripcional
del receptor a glucocorticoides (GR) por parte de la sefializacidn del receptor H1 a histamina

(H1R).



Si bien nuestros resultados apuntan a que la senalizacion del HIR induce
modificaciones post traduccionales del GR, no puede descartarse la existencia de otros
mecanismos concomitantes por los cuales la histamina y los antihistaminicos modulen
la actividad del GR. Ha sido descripto que la unién del GR a sitios GRE induce cambios
epigenéticos, tales como la acetilacion de histonas y la remodelacidn de la cromatina,
ademads de reclutar a la ARN polimerasa || mediante interacciones con moléculas
coactivadoras, que en muchos casos tienen actividad acetil transferasa y son parte de la
maquinaria epigenética celular. Todos estos procesos resultan finalmente en la
transactivaciéon de genes inducidos por GCs (De Bosscher et al., 2010). En nuestro caso,
existe la posibilidad de que alguna de las vias desencadenadas por la activacion del HIR
resulte en un aumento en la actividad del GR mediante el reclutamiento de cofactores
epigenéticos a sitios blanco-especificos del GR. Si bien mereceria ser estudiada en

mayor profundidad, esta hipdtesis escapa los objetivos de la presente tesis.

La modulacién descripta en este trabajo sélo tendra relevancia en aquellas
células que coexpresen ambos receptores, permitiendo la interaccion de sus vias de
sefializacion. Ejemplos de dichos sistemas son las células endoteliales, las células
dendriticas, los monocitos, neutrdfilos, linfocitos By T, y las células de la microglia (Lu
et al., 2006; Panula et al., 2015). La existencia de estos tipos celulares que coexpresan
ambos receptores sugiere que nuestros hallazgos podrian tener implicancias en
diversos sistemas u érganos como por ejemplo el sistema inmunoldgico, el pulmén, la
piel o el cerebro. Particularmente, las patologias de tipo alérgico-inflamatorias son
especialmente relevantes dado que la mayoria de los tipos celulares mencionados
pertenecen al sistema inmunoldgico. A su vez, las células endoteliales poseen un papel
crucial en el desarrollo y exacerbacion de trastornos alérgicos. Notablemente no todas
las respuestas y funciones de las células endoteliales pueden ser suprimidas por
corticoides (Shoda et al., 2016). El papel de las células dendriticas en la patogenia del
asma vy la rinitis alérgica ha sido destacado durante los ultimos 15 afios (Froidure et al.,
2015). Por su parte, los monocitos y los linfocitos tienen un papel fundamental en la
inflamacién crénica de las vias aéreas, como por ejemplo el asma, a los cuales se suma

el papel de los neutroéfilos en la EPOC (Umland et al., 2002; Pazdrak et al., 2014; Jiang et



al., 2016). Por otro lado, la relevancia clinica también podria extenderse a un contexto
neuronal, como el involucrado en los procesos de aprendizaje y de memoria post
traumatica o en la enfermedad de Parkinson. En el primer caso, se ha demostrado que
tanto los glucocorticoides como la histamina modulan la proliferacién y diferenciacién
de células neuronales afectando procesos cognitivos y el establecimiento de la
memoria, especialmente la vinculada a experiencias traumaticas (Molina-Hernandez et
al., 2008; Fitzsimons et al., 2013). Mas aun, ligandos antihistaminicos ampliamente
difundidos en el mercado, como la difenhidramina, reducen significativamente la
fijacidon de recuerdos negativos post-estrés sin afectar los recuerdos neutros o positivos
(Papassotiropoulos et al., 2013). Respecto de la enfermedad de Parkinson, evidencias
recientes apuntan a que la inflamacidn crénica producida por células de la microglia
podria contribuir a la muerte de neuronas dopaminérgicas. En este sentido, se ha
descripto que el GR posee un papel importante en el control de la reactividad de la
microglia y su desregulacién en la enfermedad de Parkinson puede conducir a dafios
por una inflamacidn sostenida (Ros-Bernal et al., 2011). Dado que las células de la
microglia expresan el H1R, la modulacién histaminérgica descripta en nuestro trabajo

puede ser relevante para esta enfermedad.

EL PAPEL DE JNK EN LA MODULACION HISTAMINERGICA

Las kinasas c-Jun amino terminales (JNK) son un grupo de MAP kinasas que estan
codificadas en tres genes, INK1, JNK2 y JNK3, existiendo 10 isoformas en total, 4 de
ellas para JNK1, 4 para JNK2 y 2 para JNK3. La activacién de JNK estd dada por una
fosforilacién dual sobre residuos treonina y tirosina, llevada a cabo por las kinasas de
MAP kinasas (MKKs), MKK4 y MKK7. Se cree que ambas podrian responder a diferentes
estimulos. Estas kinasas, a su vez son activadas por numerosas kinasas rio arriba
(MAPKKKs), tales como MEKK1-5, MUK/DLK, MLK3/SPRK, TAK1, y TPL-1/2 entre muchas
otras, y a su vez, una vasta cantidad de efectores median la sefializacién que activa a

estas ultimas (Davis, 2000).



En nuestro trabajo hemos descripto que la modulacién de la actividad del GR por
parte de la histamina involucra la activacidon de JNK. Como ya se menciond, esto resulta
controversial dado que clasicamente se ha descripto que JNK posee un efecto
inhibitorio sobre la actividad transcripcional del GR (Rogatsky et al., 1998; Szatmary et
al., 2004; Davies et al., 2008). Nuestros resultados, utilizando la misma linea celular y el
mismo sistema de gen-reportero que en el segundo trabajo citado, muestran efectos
contrarios a los descriptos por los autores. Considerando que la Unica diferencia entre
los disefios experimentales consiste en el modo en el que JNK es activada,
hipotetizamos que dicha variable resulta sumamente relevante y determinante del
resultado obtenido. Mientras que en nuestro sistema activamos JNK
farmacoldgicamente a través de la activacion del H1R por parte de la histamina, en los
trabajos previos la activacion de JNK se produjo utilizando herramientas moleculares, ya
sea sobreexpresando JNK y su activador, la mutante constitutivamente activa de Rac

racQ61L, o bien sobreexpresando su activador MKK7 o MLK3.

En relacién a esto, por un lado se encuentra ampliamente documentado que los
GPCRs son capaces de modular la via de las MAPKs, para lo cual, dependiendo de |a
especificidad de la proteina G acoplada y del repertorio de moléculas de sefializacién
disponibles, se pueden generar diferentes patrones de activacién de cada miembro de
las MAPKs (Gutkind, 2000). En particular, se ha reportado que las subunidades GBy en
células HEK293, son capaces de activar JNK preferentemente a través de MKK4, y en
menor medida a través de MKK7 (Yamauchi et al., 1999). Por otra parte, se ha
identificado a la proteina de anclaje JIP1, capaz de unir MLK3, MKK7 y JNK1 pero no
MKK4 (Whitmarsh et al., 1998).

Considerando la cantidad de isoformas de JNK, las diferentes kinasas que las
activan (MKK7 y MKK4) y la vasta cantidad de sus moduladores descriptos, y que las
subunidades Gy activan preferencialmente MKK4, mientras que MLK3 pareciera
activar preferentemente MKK7, creemos que el efecto diferencial sobre la actividad del

GR puede ser explicado de acuerdo al modo en que JNK es activada. Vale decir que la



activacion genérica de JNK no poseeria un efecto univoco sobre la actividad del GR, si

no que dependeria de los actores involucrados rio arriba en la activacion de la kinasa.

Por otra parte, los autores que describieron el efecto inhibitorio de JNK
utilizando el gen reportero MMTV-Luc en células Hela (Szatmary et al., 2004)
posteriormente demostraron que los efectos de JNK son especificos para el elemento
regulatorio del ADN. En estas mismas células la activacion de JNK produce efectos
opuestos, aumentando o inhibiendo la transactivacién de los promotores TAT3-Luc y
MMTV-Luc, respectivamente. Ambos sistemas gen reportero difieren en que TAT3
posee un promotor con secuencia GRE simple, mientras que MMTV posee un promotor
con secuencia GRE compuesta, con sitios de unién adicionales, capaz de unir otros
factores de transcripcion. Estas diferencias justifican lo observado respecto del efecto
de la activacion de JNK sobre la actividad transcripcional del GR, considerando que
exista una modulacion alostérica de su conformacién dada por las diferentes secuencias
GRE (Szatmary y Kebis, 2012). Sin embargo, en nuestros experimentos, la activacion de
JNK se traduce en un aumento en la transactivacion de ambos reporteros. En este caso,
la activacion farmacoldgica de JNK a través del H1R, a diferencia de la sobreexpresién
de MKK7, podria conducir a modificaciones sobre el GR que afecten diferencialmente su

interaccion con cofactores.

IMPORTANCIA DE LOS ELEMENTOS DE RESPUESTA Y LOS COFACTORES

El modelo mas simple que da cuenta del mecanismo de accién del GR implica
gue el mismo, luego de unirse a su ligando transloca al ntcleo, en donde modula la
expresion de genes, ya sea uniéndose al ADN, interactuando con otros factores de
transcripcién o por un mecanismo combinado. Tomando por caso dicho modelo

simplificado, se identifican 3 especies: el ligando, el GR, y el ADN.

Sin embargo, la respuesta a la activacion del GR no es una simple respuesta

binaria a la union de su ligando, sino que por el contrario, numerosos factores



intervienen entre la union del ligando y la modulacién génica (John et al., 2009). Estos
factores, que incluyen la interaccidn con cofactores, resultan especificos para el tipo
celular, el tejido y el gen en cuestion (Rogatsky et al., 2003; Bolton et al., 2007; So et al.,
2007; Gertz et al., 2013). Diferentes ligandos inducen diferentes patrones de
interaccion con cofactores y la interaccidn con estos determina la unién al ADN y la
induccidn o represién génica (Lachize et al., 2009). La unidn del GR al ADN recluta
cofactores para formar complejos regulatorios funcionales que remodelan la cromatina
y modifican la actividad de la maquinaria de transcripcion (Collingwood et al., 1999). En
este marco, la estructura y actividad de los complejos regulatorios, en un elemento de
respuesta determinado, estard determinada por 3 factores: la secuencia del elemento
de respuesta (los sitios GRE no son una Unica secuencia sino elementos compuestos
gue forman una familia de secuencias diversas), la disponibilidad de los mismos para
unirse al GR y la actividad y disponibilidad de cofactores presentes en la célula (So et al.,

2007).

Por mucho tiempo se pensd que los GRE eran meros sitios de anclaje para el GR.
Sin embargo recientemente se demostré que diferentes secuencias de unién al GR, aun
con diferencias en tan sélo un par de bases, afectan diferencialmente la conformacién
del GR y su actividad (Meijsing et al., 2009). Esto supone al ADN como un modulador
alostérico del GR. Mas aun, ligandos que no transactivan genes en un tipo de GRE
pueden hacerlo en otro tipo de GRE. Esto le confiere a las secuencias GRE, y a los
elementos de respuesta en general, la capacidad de proveer diferentes acciones

regulatorias en diferentes posiciones del genoma.

Todo ello determina, a nivel fisiolégico, que el GR al unirse a los corticoides
producidos en la glandula adrenal afecte procesos tan complejos y diversos en forma
altamente especifica en diferentes células o tejidos. Por otra parte, a nivel
farmacolodgico sustenta la intensa y reciente busqueda de moduladores selectivos del
GR (SGRMs), los cuales retienen eficacia antiinflamatoria pero menores efectos
adversos que los corticoides clasicos. Se postula que el incremento en el margen de

seguridad de este tipo de ligandos se deberia a un reclutamiento diferencial de



cofactores con patrones de expresion especificos de cada tipo celular, explicandose asi
tanto la especificidad génica como la especificidad celular y tisular (De Bosscher et al.,

2010).

En conclusidn, los ligandos, los cofactores, las modificaciones post
traduccionales y los eventos especificos para cada promotor gobiernan el mecanismo
de accion molecular del GR y determinan en ultima instancia, la especificidad génica,
celular y tisular de los efectos de su activacion. Esto debe ser necesariamente tenido en
cuenta al momento de planificar experimentos y efectuar el analisis de sus resultados.
En nuestro caso utilizamos diferentes tipos celulares, la linea celular pulmonar A549 y la
linea celular pro-monocitica U937, en los que evaluamos la transactivacién y
transrepresion de la expresién de diferentes genes enddgenos. El particular repertorio
de cofactores de estas células sumado a los eventos especificos producidos a nivel de
los promotores de los distintos genes justifica las discrepancias observadas al evaluar el
efecto de los diferentes antihistaminicos sobre la regulacién de la expresion de cada

gen y en cada linea celular.

ANTIHISTAMINICOS Y MODULACION DE GENES ENDOGENOS

Los resultados obtenidos para la modulacién de la expresion de genes
endogenos regulados por el GR por parte de los antihistaminicos, muestran que a pesar
de existir cierta diversidad en sus efectos, la mayoria de los ligandos ensayados
incrementa la eficacia de la dexametasona. Sin embargo, la dificultad para generalizar
los efectos de la modulacién histaminérgica revela la complejidad del fendmeno
estudiado, y en consecuencia invita a extender el analisis previo considerando las

diferencias farmacoldgicas de los antihistaminicos ensayados.

Como ya mencionamos, los antihistaminicos mepiramina y trans-triprolidina
aumentan la actividad del GR para transactivar el reportero TAT3-Luc presentando

similar potencia y eficacia. Sin embargo, cuando se evalud su capacidad de modular la



transrepresion del reportero inducido por NF-KB, su eficacia difirio, sugiriendo que el
mecanismo involucrado podria ser diferente a aquél implicado en los procesos de
transactivacion. Estas diferencias en los mecanismos de accidon de ambos ligandos ya se
encuentran documentadas. Si bien mepiramina y trans-triprolidina son agonistas
inversos del H1R, ambos difieren en su sensibilidad al desacople de la proteina G del
H1R, en su habilidad de modificar la respuesta maxima a histamina, y
fundamentalmente, en cuanto a la interferencia con la sefalizacién de otros GPCRs no
relacionados. Todo esto sugiere que los mecanismos moleculares por los cuales
despliegan su eficacia negativa sobre el H1R son diferentes. Particularmente, la
mepiramina se une preferencialmente al estado inactivo del H1R pero acoplado a la
proteina G mientras que la trans-triprolidina, lo hace al estado inactivo pero no

acoplado del receptor (Fitzsimons et al., 2004).

Considerando la totalidad de los antihistaminicos ensayados, se ha
documentado la afinidad, la potencia y la eficacia sobre la reduccidon de inositoles,
sobre la represion de la actividad de reporteros inducibles por NF-kB y sobre ensayos
celulares funcionales (R-SAT, receptor selection and amplification technology) para gran
cantidad de ellos (Bakker et al., 2001; Bakker et al., 2007). En estos trabajos pueden
observarse diferencias significativas en cuanto a estos pardmetros para los distintos
antihistaminicos evaluados. Tomando por caso, la R-cetirizina presenta la maxima
eficacia para reducir inositoles pero la eficacia mas baja (un 70%) para reducir la
actividad de NF-kB, mientras que inversamente, la mepiramina presenta maxima
eficacia para este ultimo parametro pero un 85% de eficacia en relacién a la reduccion
de los niveles de inositoles basales. Por su parte, la triprolidina presenta maxima
eficacia en ensayos funcionales R-SAT pero la minima (63%) para reducir la actividad de
NF-kB. En cuanto a sus afinidades y potencias, existe una muy buena correlacion entre
la afinidad y la potencia para reducir los niveles basales de inositoles, pero una baja

correlacién entre la afinidad y la potencia para reducir la actividad de NF-kB.

Estas diferencias sugieren que, mas alla de que todos sean agonistas inversos del

H1R, los mecanismos moleculares por los cuales ejercen sus efectos probablemente
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sean diferentes, tal como se describid para la mepiramina y la triprolidina. Asi como los
avances en el conocimiento y las metodologias permitié reclasificar a los ligando

antihistaminicos de antagonistas competitivos a agonistas inversos, la profundizacion y
el avance en los conocimientos de sus mecanismos de accion molecular podria permitir

una mejor comprension de sus efectos sobre la modulacidn de la actividad del GR.

Las diferencias recién descriptas para los ligandos antihistaminicos, se hacen
mas evidentes al evaluar sus efectos sobre la modulacién de la actividad transcripcional
del GR en la expresidn de una gran variedad de genes enddgenos. En este caso entran
en juego otros factores importantes y determinantes del efecto global, tales como el
elenco diferente de cofactores celulares y la secuencia y arquitectura de los elementos
de respuesta de cada gen y su accesibilidad. Se encuentra ampliamente documentado
que las diferencias entre los GRE simples de sistemas reporteros y los GRE compuestos
de los genes enddgenos muestran una falta de correlacién en los resultados obtenidos
entre ensayos in vitro y ensayos in vivo. Por ejemplo, muchos ligandos disociados del GR
(disociados para la transactivacion y la transrepresidon) poseen eficacia nula para
transactivar la expresién de reporteros GRE-dependientes, aunque resultan capaces de
transactivar genes enddégenos regulados por secuencias GRE (De Bosscher et al., 2010).
Tanto las diferencias a nivel de los cofactores como a nivel de los promotores podria
justificar en nuestro caso, que aunque tanto la mepiramina como la trans-triprolidina
mostraron eficacia positiva para la induccién por dexametasona del gen reportero
TAT3-Luc, la mepiramina no modifico la inducciéon de MKP1 por dexametasona en
células A549 pero la aumentd en las células U937, mientras que la trans-triprolidina

incrementd la induccion de MKP1 en A549 pero la inhibié en U937.

A nivel de la transrepresién de los genes evaluados, como se menciona en la
Introduccion, el GR puede antagonizar la actividad de NF-kB en el nucleo de cuatro
formas distintas: por interaccidn directa con la subunidad p65, por reclutamiento de
histona deacetilasas al complejo p65-CBP-HAT, por interferencia con la fosforilacion del
dominio C-terminal de la ARN polimerasa I, o por induccién de la expresion de su

inhibidor I-kB. Los mecanismos subyacentes son aun controversiales. Algunos autores
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sugieren que la interaccion entre el GR y NF-kB previene a este ultimo de su union al
ADN mientras que otros estudios proponen que existiria una competencia por
cofactores. Mas aun, la induccién de I-kB para inhibir NF-kB sdlo seria relevante en unos
pocos tipos celulares (Smoak y Cidlowski, 2004). Todo esto demuestra que existen
multiples mecanismos y cierta especificidad celular para el antagonismo entre el GRy
NF-kB. A esta especificidad celular debe sumarse la especificidad génica. Por ejemplo,
se ha descripto en la linea celular U937 que los glucocorticoides inhiben la secrecién de
IL-8 inducida por TNF-a a través de un mecanismo que involucra la acetilacién de
histonas (Tsaprouni et al., 2007), mientras que en células A549, los glucocorticoides
inhiben la expresion de IL-8 por un mecanismo independiente de histonas que involucra
la fosforilacién del dominio C-terminal de la ARN polimerasa Il (Nissen et al., 2000). Este
ejemplo claramente refleja las diferencias a nivel de los tipos celulares y en nuestro
caso podria justificar que la clorfeniramina y la difenhidramina en células U937
aumentaron el efecto de la dexametasona sobre la expresion de IL-8 pero lo inhibieron
en células A549. En el caso de GMCSF se ha descripto en células A549 que los
glucocorticoides inhiben su expresién por un mecanismo que involucra histona
deacetilasas (Ito et al., 2000), mientras que en el caso de COX2 se ha demostrado que la
dexametasona puede inhibir su expresidn a nivel transcripcional por interaccién directa
del GR con la subunidad p65 de NF-kB (Cho et al., 2009), asi como también por un
aumento en el metabolismo de su ARN mensajero (Barrios-Rodiles et al., 1999).
Nuevamente estas diferencias entre mecanismos podrian justificar en nuestro caso la
capacidad de la clorfeniramina y la difenhidramina para incrementar el efecto de
dexametasona sobre la expresidn de IL-8 aunque no posean eficacia para modular la
expresion de COX2 en un mismo tipo celular, las células A549; asi como también las
diferencias observadas entre los distintos tipos celulares, tal como el aumento en la
transrepresion de COX2 y GMCSF por difenhidramina en células U937 y su falta de

eficacia para modular la expresién de los mismos genes en células A549.

En cuanto al GR, la fosforilacion y las modificaciones post traduccionales afectan
su actividad transcripcional modificando su localizacion intracelular, su vida media y las

interacciones con el ADN y con cofactores (Beck et al., 2011). En particular, el perfil de
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fosforilacidn del receptor determina el reclutamiento de cofactores especificos hacia
determinados genes. Por ejemplo, la forma fosforilada en S226 es eficientemente
reclutada hacia los genes TAT y GILZ (Blind y Garabedian, 2008), mientras que la triple
fosforilacién en S203, S211 y S226 afecta el reclutamiento y la interaccién con el
cofactor GRIP-1 de manera especifica en cuanto al promotor y el tipo celular (Avenant
et al., 2010). Lo mismo se ha descripto para la triple fosforilacion y otros coactivadores
incluyendo la histona acetil-transferasa (Kino et al., 2007). Mas aun, se sugiere que la
fosforilacién en S404 altera la capacidad del GR de reclutar a NF-kB y los cofactores

CBP/p300 (Galliher-Beckley et al., 2008).

Nuestros resultados muestran que los antihistaminicos incrementan el efecto de
la dexametasona sobre la modulacién de genes enddgenos pro y antiinflamatorios en la
mayoria de los casos evaluados. La diversidad observada respecto de la eficacia de los
distintos ligandos podria ser explicada a la luz de todos estos reportes. Los
antihistaminicos evaluados podrian modular la actividad del GR a través de diferentes
mecanismos, los cuales se traducen en modificaciones post traduccionales e
interacciones particulares, que determinan reclutamiento e interacciones diferenciales
del GR con los cofactores u otros factores de transcripcion presentes en el tipo celular

estudiado determinando el efecto observado.

EFECTOS ADVERSOS

Los corticoides actlan en casi todas las células del organismo, teniendo efecto
en diversos sistemas como el cardiovascular, el inmunoldgico, el reproductor vy el
sistema nervioso central. A nivel farmacoldgico son las drogas antiinflamatorias mas
efectivas, sin embargo, el tratamiento con ellas se ve limitado por la gran cantidad de
efectos adversos serios que las acompafian, entre ellos osteoporosis, dislipemias,
redistribucion de la grasa corporal, debilidad y atrofia muscular, problemas de
conducta, insulinorresistencia, intolerancia a la glucosa e incluso diabetes. Tanto los

efectos benéficos como los adversos son ejercidos actuando sobre el GR. Muchos de los
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efectos adversos resultan principalmente debidos a los procesos de transactivacién de
genes (glaucoma, hipertension, diabetes), mientras que otros resultan de la
transrepresion (represion del eje hipotalamico-hipofisario-corticoadrenal,
susceptibilidad a infecciones). Algunos son atribuidos a ambos procesos (osteoporosis)
y muchos otros no han sido completamente dilucidados (sangrado gastrointestinal y

ulcera péptica) (Sundahl et al., 2015).

La osteoporosis y los efectos sobre el metabolismo de la glucosa son los efectos
adversos mas frecuentes y por lo tanto los mas estudiados a la hora de evaluar la
seguridad de nuevos ligandos del GR. La osteoporosis es el resultado de varios factores
gue conducen a una disminucidn en la proliferacion y actividad de los osteoblastos y un
aumento de la actividad de los osteoclastos. Los GCs pueden disminuir la actividad de
los osteoblastos induciendo apoptosis sobre ellos, suprimiendo la hormona de
crecimiento y los factores IGF-1 y TGF-B. También aumentan la actividad de los
osteoclastos transreprimiendo el gen de osteoprotegerina (OPG) y transactivando el
gen de su ligando (OPG-L). En cuanto a la hiperglucemia, los GCs incrementan la sintesis
de glucosa mediante procesos clasicos de transactivacidn de genes cuyas enzimas se
encuentran involucradas en la gluconeogénesis, como la glucosa-6-fosfatasa, PEPCK,
TAT, etc. También activan la enzima glucégeno sintetasa e inactivan la glucégeno
fosforilasa, lo cual conduce a un aumento de glucégeno en el higado. Respecto a otros
efectos adversos, mucho se ha progresado en los ultimos afios en el conocimiento de
los mecanismos moleculares subyacentes, sin embargo queda mucho por investigar

acerca de su impacto frente a la busqueda de nuevos ligandos (Schacke et al., 2002).

Nuestros resultados muestran que los antihistaminicos aumentan la eficacia de
la dexametasona tanto respecto de la transactivacion como de la transrepresién de
genes. Mas aun, al evaluar esta modulacidn sobre la expresidén de genes enddgenos pro
y antiinflamatorios, encontramos que la mayoria de los antihistaminicos evaluados
aumenta la eficacia de la dexametasona sobre dichos procesos. Esto resulta muy
importante teniendo en cuenta la relevancia clinica del cotratamiento con ambos

ligandos. Sin embargo, ningln estudio esta completo si se ignoran los potenciales
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efectos adversos del mismo. En consecuencia, los efectos adversos descriptos y sus
mecanismos moleculares deben ser tenidos en cuenta a la hora de evaluar la seguridad
del cotratamiento. Dado que los efectos antiinflamatorios y los adversos ocurren por
los mismos mecanismos moleculares a través del GR, debe evaluarse la potencial
modulacion de estos ultimos por parte de los antihistaminicos. Aunque este es un
objetivo claro, que tenemos en cuenta y que investigaremos préximamente, el alcance

del mismo escapa a los tiempos de esta tesis.

RELEVANCIA CLINICA

En el presente trabajo tratamos de responder, a nivel molecular, las
consecuencias del cotratamiento con antihistaminicos y corticoides. Esto es
particularmente importante dado que el HIR y el GR son los blancos farmacoldgicos con
mayor cantidad de drogas aprobadas (Overington et al., 2006) , y existen numerosas
situaciones en que ligandos de ambos sistemas son coadministrados. Sin embargo, esta
asociacion de drogas carece de una base mecanistica o molecular y simplemente surge
de la observacion y la préctica clinica. Aun asi, resulta importante tener en cuenta la
interaccion entre las drogas desde un punto de vista farmacolégico, considerando la
posibilidad de efectos sinérgicos o antagdnicos. En nuestro caso, la histamina, y mas
aun los antihistaminicos, poseen un efecto sinérgico sobre la actividad transcripcional
del GR inducida por dexametasona. La comprension del mecanismo de accion conjunto
de estas drogas, ampliamente utilizadas, es crucial para mejorar la especificidad y

seguridad de las mismas, dando racionalidad a las asociaciones cominmente utilizadas.

El ejemplo mas ilustrativo es la combinacion de antihistaminicos y corticoides
para tratar la rinitis alérgica. De acuerdo con la guia ARIA (Allergic rhinitis and its impact
on asthma) y otras como la BSACI (British Society for Allergy and Clinical Immunology),
la terapia combinada solo es util cuando no hay una progresion favorable o cuando no
se alivian los sintomas (Bousquet et al., 2008; Scadding et al., 2008). A pesar de estas

recomendaciones, un estudio de 2011 muestra que la combinacidn es la opcidn mas
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utilizada en la practica clinica para tratar todos los tipos de rinitis alérgica sin importar
su duracidn ni su severidad (Navarro et al., 2011). Mas aun, tres formulaciones
conteniendo el antihistaminico azelastina y diferentes corticoides, mometasona,
ciclesonida y fluticasona, han sido recientemente patentadas para el tratamiento de la
rinitis alérgica (Wolthers, 2013). El antihistaminico actuaria en la fase temprana de la
respuesta alérgica y los corticoides en la fase tardia. Esto puede explicar en parte el
beneficio de la combinacion, sin embargo dado que ambos ligandos se administran
simultdneamente, hay una evidente necesidad de conocer que sucede con la
interaccidon entre ambas vias de sefalizacidn. El conocimiento de la fisiopatologia, el
papel que las drogas juegan en ella y su interaccion molecular permitiran desarrollar
nuevas terapias u optimizar las terapias conocidas, maximizando los efectos

beneficiosos y minimizando los adversos.

Otro ejemplo de la utilizacidén simultanea de ambas drogas lo constituye la
dermatitis atdpica. Esta enfermedad de la piel, de origen inflamatorio y desarrollo
cronico es tratada habitualmente con corticoides, aunque el tratamiento presenta
numerosos efectos adversos y su utilidad y mecanismo de accién no es del todo
comprendido. En un modelo animal de dermatitis atépica se evaluaron los efectos
sinérgicos de corticoides y antihistaminicos, encontrandose que la olopatadina potencia
el efecto inhibitorio del corticoide prednisolona y concluyendo que la combinacién
podria ser muy util para tratar la enfermedad. No obstante, el mecanismo molecular de

interaccion no fue profundizado (Hoare et al., 2000; Kagawa et al., 2010).

El presente trabajo, ademas de aportar la base racional de las terapias actuales
en donde se usan ligandos del GR y el H1R, permite a su vez disefiar nuevas estrategias
para tratar enfermedades inflamatorias en las que se justifique el cotratamiento. En
este sentido, el asma es una enfermedad de tipo inflamatoria crénica, sumamente
relevante y con una muy alta morbilidad, que representa un excelente escenario para

un potencial tratamiento conjunto.

16



ASMA

De acuerdo con la OMS, las enfermedades de tipo inflamatorias son un gran
desafio para la medicina actual. Mas de 300 millones de personas alrededor del mundo
sufren de asma (Ficha Técnica N2 307, 2007) y se cree que 100 millones mas lo haran
hacia el afio 2025 (Masoli et al., 2004). Su prevalencia mundial es variable, pero siempre
creciente en las ultimas décadas, ubicandose entre un 2 y mas del 10% (CDC, 2013).
También representa un problema mundial importante por su morbi-mortalidad. Una de
cada 250 muertes globales son producidas por asma y se estima una pérdida de 15
millones de afios de vida productiva por afio debido a esta enfermedad (medido como

DALYs o afios de vida potencialmente perdidos) (WHO, 2002).

La eficacia de los antihistaminicos en el tratamiento del asma ha sido investigada
durante los ultimos 50 afios. Se han evaluado antihistaminicos de primera y de segunda
generacién desde que se identificé el papel fundamental que tienen los mastocitos en
el desarrollo del asma alérgico. Un meta-andlisis de ensayos clinicos evaluando el efecto
de los antihistaminicos en el asma en adultos, incluyendo desde el ketotifeno (un
estabilizador de mastocitos) hasta la azelastina (antihistaminico de ultima generacién),
concluye que los antihistaminicos no mejoran el control de los sintomas del asma (Van
Ganse et al., 1997). Los antihistaminicos terfenadina, cetirizina y loratadina han sido
evaluados en 10 ensayos clinicos distintos. Los tres mejoran los sintomas del asmay la
funcién pulmonar pero a dosis mucho mas altas que las convencionales (Nelson, 2003).
En conclusion, por un lado la histamina se encuentra indudablemente relacionada al
desarrollo de la enfermedad debido a sus efectos proinflamatorios y a la abundancia de
informacidn preclinica que avala dicha relacién, sin embargo los antihistaminicos no
pueden ser usados como agentes individuales para el tratamiento del asma debido

fundamentalmente a la nula o limitada eficacia observada en aquellos estudios.

Los corticoides son la terapia antiinflamatoria mas efectiva para tratar el asma,
constituyendo la terapia de eleccién en nifios y adultos con asma severa. Guias

internacionales, como GINA (Global Initiative for Asthma) y NAEPP (National Asthma
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Education and Prevention), recomiendan la inhalacion de corticoides como terapia de
eleccion para controlar a largo plazo el asma persistente, debido a sus efectos
antiinflamatorios (Williams et al., 2003; GINA, 2014). La supresion de genes
proinflamatorios y la activacién de genes antiinflamatorios da cuenta de los
mecanismos moleculares que resultan en la mejora de los sintomas y en la funcién
pulmonar, asi como también en la disminucién de exacerbaciones e hiperrespuesta de
las vias aéreas (Diamant et al., 2007). Sin embargo existen dos problemas principales de
la terapia con corticoides. Por un lado, el tratamiento crénico puede conducir a efectos
adversos serios como osteoporosis, hiperglucemia y diabetes, asi como también
aumento de peso, insomnio y cataratas (Schacke et al., 2002; Cooper, 2004; Vega et al.,
2007; McDonough et al., 2008). Por otro lado, existen poblaciones resistentes a los

corticoides que representan el 5-10% de la poblacién total (Jang, 2012).

Se han propuesto varios mecanismos moleculares para explicar o comprender la
resistencia a corticoides observada en determinados pacientes. Algunos de ellos
involucran la activacion de la kinasa p38, un incremento en la expresion de la isoforma
GRB, una inhibicion defectuosa del factor AP-1, defectos a nivel de la acetilacién de
histonas o pacientes que sufren de EPOC (Barnes, 2006). Muchos inhibidores de p38 se
encuentran en desarrollo clinico para usar en pacientes con elevados niveles de IL-2 e
IL-4, asi como también en pacientes con EPOC, donde p38 se encuentra activada,
aungue poseen serios problemas de toxicidad y numerosos efectos adversos (Barnes,
2011). En relacién al H1R, se ha observado que la histamina actuando a través de este
receptor, induce la activacion de p38 en una linea celular derivada de musculo liso y
este efecto es bloqueado por el antihistaminico mepiramina (Robinson et al., 2001). En
el marco de nuestro trabajo resulta tentador hipotetizar que los antihistaminicos,
utilizados en una terapia combinada con corticoides, podrian reducir la activacién de
p38 brindando una utilidad adicional a aquellos pacientes asmaticos resistentes a

corticoides en los casos en los que esta kinasa esté involucrada.

Para mejorar la relacion de efectos benéficos y adversos se han investigado

diferentes aproximaciones, desde la optimizacion quimica de los corticoides, hasta el
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desarrollo de agonistas y moduladores selectivos del receptor a glucocorticoides
(SEGRAs y SEGRMs). Una alternativa para controlar los efectos adversos son las terapias
complementarias, en las cuales el agregado de una droga diferente permite reducir la
dosis del corticoide. Los agonistas B2-adrenergicos, la teofilina y los anti-leucotrienos
son ampliamente utilizados para este propdsito, siendo los primeros los mas efectivos
(Barnes, 2006). La combinacidn de agonistas f2-adrenergicos y corticoides tiene
racionalidad cientifica. Existen efectos complementarios a nivel de la fisiopatologia del
asma y efectos sinérgicos o al menos, aditivos a nivel molecular. Se ha demostrado que
los agonistas B2 aumentan la localizacidn nuclear del GR y la transcripcién génica
inducida por glucocorticoides (Barnes, 2002). Por otro lado, el agregado de agonistas
B2-adrenergicos en el tratamiento de pacientes con asma no controlada con bajas dosis
de corticoide es mas efectivo que aumentar la dosis de esta droga, debido a que
aumentos en la dosis no mejoran significativamente la eficacia (Kankaanranta et al.,

2004).

Nuestros resultados en ensayos in vitro y en el modelo de asma murino sugieren
que el agregado de un antihistaminico, en una terapia combinada junto con dosis bajas
de un corticoide, podria mejorar la relacion de efectos benéficos/adversos de este
ultimo, al permitir que la dosis baja del corticoide, potenciada por el antihistaminico,
resulte eficaz y a la vez segura. No obstante aun debe evaluarse la potencial aparicion
de efectos adversos relacionados al cotratamiento. En conclusidn, nuestro trabajo sirve
como punto de partida para reevaluar el rol de los antihistaminicos en el tratamiento
del asma, no como agentes individuales sino como agentes complementarios a
corticoides inhalados. En el caso de comprobarse la efectividad del tratamiento
propuesto se dispondria rapidamente de una nueva estrategia terapéutica, dado que
ambas drogas se encuentran clinicamente disponibles, muchas veces incluso como
parte de una misma formulacién, lo cual garantiza su seguridad y facilita el ulterior

desarrollo farmacotécnico.
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MODELO MURINO DE ASMA Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La eficacia observada en el modelo murino de asma al evaluar el cotratamiento
de azelastina junto con la dosis baja de dexametasona, sugiere que esta combinacion
podria ser util para el tratamiento del asma. De todos modos, la conclusion es muy
preliminar, dado que es necesario medir otros parametros complementarios que
completen el estudio y evaluar otros ligandos, asi como optimizar las dosis y vias de

tratamiento.

El modelo murino utilizado supone la sensibilizacién por inhalacion de
ovoalbumina como alergeno, quien desencadena una reaccién alérgico-inflamatoria de
las vias aéreas que conduce a una hiperreactividad de las mismas, caracteristica del
fenotipo clinico de todos los tipos de asma. Tanto la cepa del animal (BALB/c) como el
alergeno y el adyuvante (hidréxido de aluminio), favorecen una respuesta inmune de
tipo Th2, y la induccién de parametros de respuestas alérgicas, tales como la sintesis de
IgE especifica para el alergeno, el infiltrado eosinofilico de las vias aéreasy la
hiperreactividad bronquial. En consecuencia, entre los parametros pendientes de
evaluacion, es muy importante realizar un analisis histopatolégico de los pulmones, a
fin de evaluar la existencia de infiltrado pulmonar y de células productoras de mucus,
ambas caracteristicas de la inflamacidn en esta patologia. Es necesario también
determinar los niveles séricos de anticuerpos IgG1 (isotipo dependiente de citoquinas
de linfocitos Th2) e 1gG2 (isotipo dependiente de citoquinas de linfocitos Th1)
especificos para ovoalbumina, y el andlisis de expresion de los genes de las citoquinas
IL-4, IL-5 e IL-13, tipicos de la respuesta montada por los linfocitos Th2. Tan importante
son estas citoquinas que se encuentran en desarrollo anticuerpos dirigidos contra ellas
como estrategia terapéutica para el tratamiento del asma severa (Martinez et al.,
2013). Por ultimo, el analisis de la respuesta fisioldgica pulmonar resulta un parametro
muy importante, dado que como se dijo, la hiperreactividad de las vias aéreas (AHR) es
una caracteristica distintiva del asma bronquial y determinante para hacer un

diagndstico positivo en pacientes (Fenoy et al., 2009).
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El modelo descripto representa el modelo mas utilizado en estudios preclinicos,
muy utilizado para elucidar muchos aspectos del asma. Sin embargo, dada su naturaleza
aguda, presenta una serie de limitaciones, como por ejemplo, el remodelado de las vias
aéreas es minimo y muchos pardmetros (AHR, inflamacién eosinofilica) son transientes
y revierten a las pocas semanas (Wang et al., 2004). En consecuencia, seria adecuado
evaluar el cotratamiento de antihistaminicos y corticoides en modelos crénicos de
asma, que representan mejor la patologia humana. En estos modelos se reproduce
mejor la metaplasia de células caliciformes, la hipertrofia epitelial, la fibrosis
subepitelial y la hiperplasia del musculo liso (aunque limitada), tipicos cambios de la

arquitectura del parénquima pulmonar.

También seria apropiado evaluar otras vias de administracion, como por
ejemplo la via inhalatoria, puesto que representa la via utilizada en el tratamiento
combinado de un corticoide con un agonista B2-adrenergico, o la via inhalatoria para el
corticoide junto con la oral para el antihistaminico, por ser la utilizada en el
cotratamiento con corticoides y antileucotrienos respectivamente (Deakins, 2015). A su
vez seria interesante evaluar el cotratamiento optimizando la dosis de corticoide, dado
qgue en el modelo de asma murino, uno de los tres parametros evaluados, el analisis de
la expresion del gen de IL-8, mostrd que la dosis baja de corticoide resulto igual de

eficaz que la dosis alta.

Por su parte, seria igualmente interesante evaluar el cotratamiento con otros
antihistaminicos puesto que en nuestros ensayos in vitro, muchos de los
antihistaminicos evaluados mostraron eficacia para aumentar los efectos de la
dexametasona, en particular la cetirizina quien mostré el mejor perfil y se trata de un

antihistaminico de segunda generacién actualmente utilizado en la clinica.

Como se discutio anteriormente, mas alla de la eficacia del cotratamiento con
antihistaminicos y corticoides, es indefectiblemente necesario evaluar la potencial
aparicién de efectos adversos, tanto en ensayos in vitro como in vivo, dado que los

efectos adversos de los corticoides podrian también verse potenciados por los
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antihistaminicos. A nivel molecular, la caracterizacion de la modulacion histaminérgica
sobre la actividad del GR abre nuevos interrogantes, en particular, los referidos a los
procesos en los que el GR podria verse afectado, como su translocacion nuclear, su vida

media, y su interaccidn con cofactores entre otros.

Finalmente este trabajo se veria complementado por el estudio de la
modulacién sobre la sefalizacion del H1R por parte de los corticoides. Todos estos
objetivos exceden ampliamente los limites de esta tesis, sin embargo muchos de ellos
representan nuevos y proximos desafios en el proyecto del cual este trabajo es una de
sus partes. Las conclusiones que se derivan en este caso, los generan, los sustentany

los encauzan.
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CONCLUSION FINAL

La evidencia molecular presentada acerca de la modulacién de la actividad del
GR por la sefializacién del H1R, asi como también los resultados preliminares obtenidos
en el modelo de asma murino resultan sumamente alentadores, abren numerosas
puertas e invitan a profundizar el estudio pensando en una potencial aplicacién para el
tratamiento del asma combinando un corticoide y un antihistaminico. Nuestros
resultados sugieren que el agregado de un antihistaminico, en una terapia combinada
junto con dosis bajas de un corticoide, permitiria reducir las dosis del corticoide,

ineficaz por si misma pero efectiva en combinacién con un antihistaminico.

Los ensayos realizados in vitro permitieron caracterizar la modulacién de la
actividad del GR por la sefializacién del H1R, poniendo a su vez de manifiesto la
complejidad de ambos sistemas y la necesidad de concebir las vias de sefializacion
como redes altamente interconectadas resultando imprescindible estudiarlas en su
conjunto. Desde un punto de vista farmacoldgico, esto resulta esencial para una mejor
comprension del mecanismo de accidn de los farmacos, en términos de eficacia y

seguridad, cuando multiples vias son moduladas.

La presente tesis fue concebida con ese espiritu. Detrds de una via, una red;
detrds de una red, una célula y detras de una célula, un paciente. Hemos respondido
algunas preguntas pero son mucho mas las que surgen reclamando respuestas. Es a
través de las dudas, y no de las certezas, la manera que encontramos para avanzar. En
este sentido, la cantidad de estudios que se abren representa el mejor cierre para este

trabajo.
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ABREVIATURAS



ACTH: adrenocorticotrofina

ADN: acido desoxirribonucleico

AF-1: dominio de funcién de activacién 1

AF-2: dominio de funcién de activacién 2
AMPc: adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico
ATP: adenosina trifosfato

ANOVA: Analisis de la Varianza

AP-1: proteina activadora 1

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

AZE: azelastina

BSA: seroalbumina bovina

C3: exoenzima C3 de Clostridium botulinum
CET: cetirizina

CLOR: clorfeniramina

COX-2: ciclooxigenasa 2

CRH: hormona liberadora de corticotrofina
DAG: diacilglicerol

DEX: dexametasona

DIF: difenhidramina

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
ERK: kinasa regulada por sefiales extracelulares
GC: glucocorticoide

Ga: subunidad alfa de la proteina G

Gat: subunidad alfa de la proteina G transducina

GBy: dimero compuesto por las subunidades beta y gama de la proteina G



GDP: guanosin difosfato

GILZ: glucocorticoid-induced leucine zipper

Gq: subunidad alfa q de la proteina G

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
GPCR: receptor acoplado a proteina G

GR: receptor de glucocorticoides

GRE: elemento de respuesta a glucocorticoides

GDP: guanosin trifosfato

HDAC: histona deacetilasa

HPA: eje hipotalamico-pituitario-adrenal

H1R: receptor H1 a histamina

[I-8: interleuquina 8

IP3: inositol 1,4,5-trisfosfato

JNK: kinasa c-Jun N-terminal

LBA: lavado broncoalveolar

LPS: lipopolisacarido

Luc: luciferasa

MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos

MEP: mepiramina

MKP-1: MAPK fosfatasa 1

MMTV: promotor del virus de tumor mamario de ratén
NFkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
OVA: ovoalbumina

p65: alias RelA, subunidad del factor NF-kB

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa



PI3K: fosfoinositol 3-kinasa

PKC: proteina quinasa C

PLC: fosfolipasa C

PMA: forbol 12-miristato 14-acetato

PREX1: phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger 1
Racl: Ras-related C3 botulinum toxin sustrato 1

RelA: alias p65, subunidad del factor NF-kB

RGS2: regulador de sefializacién de proteinas G tipo 2

RhoA: Ras homolog gene family, miembro A

RU486: mifepristona

SEM: error estandar de la media

SFB: suero fetal bovino

SEGRA: agonista selectivo del GR

SEGRM: modulador selectivo del GR

SLC19A2: transportador de tiamina 1/familia de transportador de soluto 19 miembro 2
TAT: tirosina aminotransferasa

THBD: trombomodulina

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

TRIP: trans-triprolidina

UA: unidades arbitrarias
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