FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Catedra de Inmunologia. Departamento de Microbiologia, Inmunologia y
Biotecnologia — Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral “Prof. Dr.
R. A. Margni (IDEHU, UBA-CONICET)

Modulacion dopaminérgica del sistema
inmune cutdneo. Efectos de sustancias
disruptoras endocrinas

Lic. Andrea Cecilia Parrado

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires

Directora: Dra. Estela B. Rey

Directora Adjunta: Dra. Andrea Canellada

2018

§
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES w



Publicaciones Cientificas | i

Algunos de los resultados de este trabajo de tesis forman parte de las siguientes

publicaciones:

- Dopamine agonists upregulates IL-6 and IL-8 production in keratinocytes cell line.
Implication of beta adrenergic and dopaminergic receptors. Parrado AC, Canellada A,
Gentile T, Rey-Roldan EB. Neuroimmunomodulation. 2012; 19 (6):359-66.

- Agonistas dopaminérgicos y su impacto en la secrecion de IL-6 e IL-8 en
queratinocitos. Parrado AC, Canellada A, Gentile T, Rey-Roldan Estela B. Revista Saegre.
2013; 20 (3): 5-11.

o Differential response of dopamine mediated by -adrenergic receptors in human
keratinocytes and macrophages: potential implication in wound healing. Parrado
AC, Salaverry LS, Mangone FM, Apicella CE, Gentile T, Canellada A, Rey-Roldan E.
Neuroimmunomodulation. 2017;24(4-5):282-289.



Indice | ii

A mi hijo Valentin

“La satisfaccion radica en el esfuerzo, no en el logro. El esfuerzo total es una victoria completa”

Mahatma Gandhi



Indice | iii

A la Dra. Estela Rey-Rolddn, quien confié en mi desde un principio, primero para realizar mi
tesis de licenciatura y, luego con la tesis de doctorado. Gracias por darme la oportunidad de conocer
y querer el mundo de la neuroinmunoendocrinologia. Gracias por el apoyo brindado en momentos

muy dificiles

Ala Dra. Andrea Canellada, que sin sus aportes y consejos esta tesis y el desarrollo de la misma

durante todos estos afios no hubiera sido posible. Gracias por dejarme ser una mas del grupo.

A la Dra. Teresa Gentile, aunque hoy en dia ya no forma parte del grupo, gracias por haberme

abierto las puertas hace muchos afios, por sus consejos y su continuo carifio.

Al Dr. Emilio Malchiodi, director del IDEHU, gracias por permitirme trabajar comodamente en

el instituto, algo que no ocurre muchas veces.

A la Facultad de Farmacia y Bioquimica, por aceptarme como doctorando y, en particular, a la
Catedra de Inmunologia por aceptarme y permitirme desarrollar mi trabajo diario de investigacion y
docencia, una parte de mi que no conocia. Gracias a los docentes que pertenecen a la catedra por

haberme inspirado en el lindo mundo de la docencia.

A mis compafieros y amigos de laboratorio, a Lu, Franco, Agus (peque), quienes fueron un gran
apoyo durante y parte de esta tesis, por su paciencia, su amistad y ayuda en la realizacién de muchos

experimentos. Gracias por las largas horas que compartimos en el laboratorio.

A la Maru, Ailen, Brenda, y Mati Molina, gracias por haber estado presentes para un consejo,
un mate o alguln reactivo. Gracias porque su compafiia hizo que ir al laboratorio todos los dias sea un

placer.

A Lu, Ailen, Pri, Mari, July, Marian, Mati y el Lime, algunos que estan y otros que no, gracias
por sus consejos experimentales, por prestarme muchas veces reactivos y por haber estado
incondicional al lado mio en momentos muy complicados y que si no hubiera sido por sus charlas,

consejos, ayuda y amistad dentro y fuera del laboratorio, todo hubiera mas dificil.
Atodos los becarios del IDEHU: Por las charlas y mates, las risas y todos los afters compartidos.

A mis amigos de exactas y naturales, con quienes comparti largas horas de estudio y charlas

y continua la amistad.

A mis tios, Cristina y Oscar, por brindarme su apoyo continuamente en todas las etapas de la

carreray de la vida.
A mi madrina, sé que estarias muy orgullosa de mi, siempre estas conmigo.

A mis primos, por haberme apoyado en la eleccién de mi carrera.



Indice | iv

A Marcelo, que desde siempre estuvo a mi lado, apoyandome y comprendiendo esta loca
carrera que elegi hace muchos afios. Gracias por haber compartido cada paso que fui dando, con los
éxitos y los fracasos en todos los aspectos de la vida. Gracias porque junto a Valentin, formamos una
hermosa familia. Gracias por ayudarme en esta Ultima etapa de escritura que fue bastante complicada

con Valen estando en el medio. Simplemente Gracias.

A mis suegros, Maria Rosa y Pichi, gracias por haber estado presente en muchos momentos de

la vida y por querer y cuidar a Valentin.

A mi padres, Alicia Y Quique, quienes desde un principio me permitieron vivir esta experiencia

siempre apoyandome y guidndome. Gracias por sus consejos en el estudio y en la vida,

son mi ejemplo a seguir. Gracias por ser excelentes padres, pero sobretodo por ser increibles

abuelos.

A mi hijo Valentin, que es la luz de mis ojos, gracias por hacerme descubrir la mejor profesién,

el de ser mama. Todo vale la pena al tuyo.

Muchas Gracias a Todos

INDICE



Indice | v

RESUMEN.....oo ittt ssssss s sssssssssssssssssssss s s s s s s s s RS R R R S AR RS 1
ABREVIATURA......ocimmmnnmsssssssssssssssssssans e —————————— 5
INTRODUCCION......cosortvrerssessssssesssssesesssssess s s oo s s s s s 7
1. EL SISTEMA NEURO-INMUNO-ENDOCRINO.........ccccommimmermrmsmesmmesssssssssesssssssssssssssssssss 8
2. DOPAMINA: FUNCIONES CENTRALES ...t sssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 11
3. EL SISTEMA DOPAMINERGICO Y LA RESPUESTA INMUNE........ooomrrmmsssresessissssessns 13
4. EL SISTEMA INMUNE CUTANEOQ .....c..ooooooeeeoeessseeeesssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssesssns 15
4.1. Queratinocitos. El rol de los TLRs en la cicatrizacién de heridas........ccccouu...... 18

4.2, MaCTOFAZOS .ccueitiiieerte ettt sttt st b ettt st b et 20

4.3. Mediadores inflamatorios. Su rol en la reparacién tisular..........cc.ccocevueennenee. 21

4.3.1. INLerleuqUING-6......c.eecuireriiiniiirienie st 21

4.3.2. Interleuquina-8. ........cocevuerieiiniiene s 22

4.3.3. Interleuquina-1f.....ccccecerieriinieniinie st 23
4.3.4. Metaloproteasas de matriz (MMPS).........ccocceiviiininiiinienrinnienns 23

5. EL SISTEMA CATECOLAMINERGICO EN LA PIEL. ..........cooovvoviieieieeeeeee e, 24
6. DIRSRUPTORES ENDOCRINOS..........ccoiiiitiieiiiniieie ettt 27
6.1 BISFENOL A ...ttt sttt bbbttt b ettt et e bt ebeebesbebesbebas 28
HIPOTESIS Y OBJETIVOS..........ooooceoeesissvsesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssseassssse 32
MATERIALES Y METODOS.........cocccccmivevvmssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssen 34
1. CUILIVOS CEIUIATES ...ueureueteeeeect et seesseeseisesssesseessse st s ssses s s st et s e e e e et 35

1.1. Linea celular HaCaT
1.2. Linea celular THP-1

2. Aplicacién de estimulos

3. Evaluacion de diferentes parametros celulares y moleculares sobre queratinocitos

y macréfagos en respuesta a distintos eStImMULOS. ... seees e 37
3.1. Ensayos de viabilidad y proliferacion celular........mneeeenseeesseesseeeseessseees 37

3.1.1. Determinacién de viabilidad celular por el método de

3.1.2. Ensayo de viabilidad celular por medicién de la liberacion de

Lactato deshidrogenasa.. ... seessssssssesssssssses s sssssssssssssssasessns 37
3.1.3. Determinacion de la proliferacidn celular.......oicnmeeneeinneenn. 38.
3.2. Determinacion de la produccion de CitoqUINaS. ... eeereeemmeeeseessseeesseesssessssesssnenes 38

3.3. Medicién de la expresion del factor de transcripcion NFKB.....ooneoeeeneenecseceseeeneeneens 38



Indice | vi

3.4. Andlisis de la actividad enzimatica de MMPS........oocemss s 39
3.5. ENsayo de 12 herida in VILT0 ... ssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssessassssasees 40.
3.6. Preparacion de medios cONAiCIONAA0S ....cocevereeereeneeresseeeeesseesseesseessessseesssseessessssssssesssssesans 40

3.7. Evaluacion de la produccion de Especies Reactivas del Oxigeno

Y OXIAO NILTICO ceurreueerureeeeess et sesseesssessssessssessssesssesessess s sssess s s st s s s e b s sesssese s s s s e et s 41
2N o = 13 E Tt = Lo b 1o Lol o JOUS PP 42
RESULTADOS

I. Efecto inmunomodulador de agonistas dopaminérgicos sobre queratinocitos

HaCaT y macrofagos THP- 1. ssssssssssssesssssssssss s sssessse 44
L.A. Estudio del efecto modulador de agonistas dopaminérgicos sobre la
linea celular humana de queratinocitos HaCaT......ceereeeneeeeeensesssesesseesssesssseesssesesees 45
1. Efecto de agonistas dopaminérgicos sobre la produccion
de citoquinas en queratinocitos hUManos........coceeeees e esssesans 45
2. Participacién de receptores dopaminérgicos y f-adrenérgicos
en respuesta a la dopamina en queratinocitos humanos.........eeneenseeseenneenns 48
2.1. Efecto del antagonista dopaminérgico sulpirida sobre la produccién
de IL-6 e IL-8 inducida por agonistas dopaminérgicos .......eenmeennes 48

2.2. Efecto del antagonista -adrenérgico propranolol sobre la produccién

de IL-6 e IL-8 inducida por agonistas dopaminérgicos.........meneennes 49
3. Efecto de dopamina sobre la expresion del factor NFKB. .....oocnoreeeneereenennn. 50
4. Efecto de dopamina sobre la migraciéon de queratinocitos humanos............ 51

5. Participacién de las MMPs en la respuesta a dopamina en queratinocitos

NUINANOS. et s s s s s 53
IB. Estudio del efecto modulador de dopamina sobre la linea celular humana de
MACTOfAZOS THP-T oot eeeeseese s ssess e ssssssssessss s sess s sbssesss s srssss s s ssss s s sesesas 54

1. Efecto de dopamina sobre la produccién de citoquinas en macréfagos

15 05 TP 54

2. Efecto de dopamina sobre la expresion de NFkB en macréfagos.

3. Efecto de dopamina sobre la actividad de MMPs en macréfagos

15 0 TP 57

4. Efecto de dopamina sobre la produccién de especies reactivas del

oxigeno y del nitrégeno en macréfagos THP-1. ...cneneencenseenneeseeeseesesisessseees 58
4.1. Efecto de dopamina sobre la produccién de anidn superoxido

en MACTOfagoSs THP-T ...ttt ssess s ssss s sessasenes 59



Indice | vii

4.2. Efecto de dopamina sobre la produccidn de nitritos macréfagos

I1. Estudio del efecto de dopamina sobre la interaccién entre queratinocitos

HaCaT y macrofagos THP- 1. sssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 62
I1.1. Evaluacién de la migracién de queratinocitos en presencia del MC
de MACTOFAZOS THP- 1. ...ttt seses s s p st st sessnnnans 63
I1.2. Efecto de los MC de macro6fagos THP-1 sobre la produccién de mediadores
proinflamatorios en qUeratinocitos NUMAaNO0S. ... eessesenseeesseessesessessseessseessseeens 64
CONCLUSIONES IL.....ooorieeueseuseeessseeeessesssssesssssasssssssesssesesssesssssssssssesssssessss sessssssssssssss sessesssessssssasssssssssssns 67

I11. Participacion de los receptores tipo Toll (TLRs) en respuesta a dopamina

en QUEratinoCitos HACAT ... s s e s sess s s e s nsaees 68
[11.1. Efecto de dopamina sobre la migracién de queratinocitos en presencia
UN AgONIStA A€ TLR3 ..ottt ssss e s sesssss s sssss s ssssssss s ses 69
I11.2. Efecto de dopamina sobre la actividad de la MMP-9 en presencia de un
agonista de TLR3 en queratinocitos HaCaT........ccomeneensineenmeeneesneiseesse s ssssessseeees 70
I11.3. Efecto de dopamina sobre la produccién de citoquinas en presencia de
un agonista de TLR3 en queratinocitos HACaT ... 71

CONCLUSIONES IIL.......oosiriiessirssss s sss st ssssss st st sssssss s s sessssssssssssssssssssssons 73

IV. Estudio del efecto inmunomodulatorio del disruptor enddcrino BPA sobre
queratinocitos y macroéfagos, en ausencia y presencia de dopamina..........cccccconuvenn. 74
IV.A. Efectos de BPA en queratinocitos humanos HaCaT........cccumusmnsmessmssssssannss 75
A.1.1. Efecto de BPA 24 hs sobre la produccién de IL-6 e IL-8 en
QUETratinOCit0S NUMANOS ...ccrieeeeereeereeseeeseesseesse s ses e ses e s et sesssessassesesseeaes 75
A.1.2. Efecto de BPA sobre la produccion de IL-6 e IL-8 por queratinocitos
humanos, en presencia de dOPAMING.....c.cuereemeeeeesrereesseeesseessesseesseessesssessssssssssseess 76
A. 2. Efecto de BPA 10 dias sobre la acciéon de dopamina en queratinocitos
NUIMAINOS oo ess s eess s s eesssessse s s e s s s e 78
A.2.1. Efecto de dopamina sobre la produccion de IL-6 e IL-8 en queratinocitos
humanos previamente cultivados con BPA durante 10 dias ......c.ccoeveereeenn. 78
A.2.2. Efecto de dopamina sobre la expresion de NFkB en queratinocitos
humanos previamente cultivados con BPA 10 dias .....cccccoenreenmmeeneenneeerneeenns 79
A.2.3. Efecto de dopamina sobre la actividad de MMPs en queratinocitos
humanos previamente cultivados con BPA 10 dias .....ccccccoenrenmmeenneeensecerneeenn. 80

IV.B. Efectos de BPA en macrofagos THP- 1. 81



Indice | viii

B.1.1 Efecto de BPA 24 hs sobre la produccion de citoquinas
proinflamatorias en macrofagos THP-T......oenenenec s sesssssssnns 81
B.1.2. Efecto de BPA sobre la producciéon de IL-8 e IL-1f3 en los macréfagos
THP-1, en presencia de dOPamiNa.... . ereeesneeeeeesseesseesseessssssssesssssssssssssssssssssssssssssseess 83
B.2. Efecto de BPA 10 dias sobre la accién de dopamina en macréfagos
hUMANO0S THP-1 ..t s s s ssseas 84
B.2.1. Efecto de dopamina sobre la produccion de citoquinas proinflamatorias
en macrofagos THP-1 cultivados con BPA durante 10 dias .......ccorevreereeneeen. 84
B.2.2. Efecto de dopamina sobre la expresiéon de NFkB en macréfagos
THP-1 previamente cultivados con BPA 10 dias......cmneomeeneesmeeneenseesseesseeseenns 85

B.2.3. Efecto de dopamina sobre la actividad de MMPs en macro6fagos

THP-1 previamente cultivados con BPA 10 dias ....cmeemeneereennesnesneeseeesseeseeenne 86
CONCLUSIONUES IV.....oiierseissssssssss sssssss s ssss s s ssssssssssssss s ssssssssssssssss ssssssssssss s 88
DISCUSION..... oottt s s ssssss s sssss s s s bR AR AR AR R 89

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t sssssssssrsssssssssssssssssssssssens 107



Indice | 9

RESUMEN



Indice | 10

En los dltimos afios se revalorizé la idea de que el estado de salud se logra
cuando hay un equilibrio psico-neuro-inmuno-endocrino. Células de los sistemas
nerviosos, endocrino e inmune pueden sintetizar neurotransmisores, hormonas y
citoquinas, asi como sus respectivos receptores. Entre los neurotransmisores, la
catecolamina dopamina no solo tiene un importante rol a nivel del sistema nervioso
central regulando la actividad locomotora, cognitiva y comportamental, sino que
puede modular funciones de glandulas enddécrinas centrales. Ademas, se lo ha
considerado un neurotransmisor clave entre el sistema nervioso y el sistema
inmune, asi como un mediador producido y liberado por las propias células
inmunes, que, junto con las catecolaminas adrenalina y noradrenalina, puede

modular diferentes procesos inmunolégicos.

La piel constituye la primera barrera inmunolégica contra agentes
microbianos y quimicos ambientales. En la piel, los queratinocitos, fibroblastos y
células inmunes residentes como los macroéfagos, son capaces de reconocer noxas o
sefales de dafio internas y externas, a través de receptores de reconocimiento de
patrones (ejemplo, TLRs) desencadenando vias de sefializaciéon que permiten
promover una respuesta inmune a nivel cutdneo. Por otro lado, los disruptores
endocrinos, como el Bisfenol A (BPA), son sustancias presentes en el medio

ambiente capaces de alterar el equilibrio hormonal.

Considerando que: 1) la piel se encuentra ricamente inervada por nervios
simpaticos productores de catecolaminas; 2) que el denominado "sistema inmune
de la piel" se compone de una compleja red de células inmunes y no inmunes, entre
ellas los queratinocitos y los macréfagos; y 3) que el BPA puede entrar en contacto
con la piel y ser absorbido por la misma, se propuso como objetivo de esta Tesis
doctoral, en el marco de las interacciones bidireccionales entre los sistemas inmune
y neuroendoécrino, evaluar la influencia de agonistas dopaminérgicos sobre los
mecanismos moleculares que llevan a la activacion de células del sistema inmune
cutaneo, como queratinocitos y macréfagos e investigar los efectos de un téxico
ambiental disruptor end6crino -BPA- sobre estas células y su interaccion con la via

dopaminérgica.

Los resultados obtenidos sugieren que, en queratinocitos humanos, los

agonistas dopaminérgicos pueden estimular la produccién de IL-6 e IL-8, efectos
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mediados por receptores dopaminérgicos, -adrenérgicos y la intervencién de
mecanismos oxidativos independientes de receptores. El aumento observado sobre
la producciéon de citoquinas se acompaifild con la activaciéon del factor de
transcripcién nuclear NFkB. Ademads, la dopamina disminuyé la migracién de los
queratinocitos concordante con la disminucidn en la actividad MMP-9, acciones que
serian mediadas en parte por receptores (-adrenérgicos. Ademas, se demostro, en
macrofagos humanos, que la dopamina estimulé la produccién de IL-8, sin
modificacion de IL-1f3, accién mediada parcialmente por receptores 3-adrenérgicos,
y la actividad de MMP-9, sin involucrar la activaciéon del factor de transcripciéon
NFkB. Resultados obtenidos con los medios condicionados de los macroéfagos
indicarian que el efecto estimulante de dopamina sobre la produccién de IL-8 en los
macréfagos THP-1 favoreceria la migracion de los queratinocitos, efecto que se veria
inhibido en presencia de altos niveles de IL-6, sugiriendo un efecto modulador del
neurotransmisor en la interaccién entre ambas células en relacién con el proceso de
cicatrizacion. También, se estudid la participacion de receptores de la inmunidad
innata, TLR3, en la neuromodulacion de la respuesta inmune cutanea, demostrando
que la disminucién en la produccion de IL-8 por parte de dopamina, estaria
relacionada con una menor actividad de MMP-9 y un retraso en la migracion celular

inducida por el ligando de TLR3 luego de producirse la herida en los queratinocitos.

Por ultimo, se demostré que el disruptor endocrino, a tiempos cortos, no
modificé la producciéon de citoquinas ni la respuesta a dopamina en los
queratinocitos HaCaT. Con una estimulacion prolongada del BPA, no se observaron
cambios en los niveles de [L-6 ni en la activaciéon de NFxB inducidos por dopamina,
pero si sobre la produccion de IL-8 y la actividad de MMP-9, a diferencia de lo
obtenido en ausencia del disruptor endocrino. En cuanto a los macr6fagos humanos,
se observo que el BPA, a tiempos cortos, no modific6 los niveles de IL-8 ni la
respuesta a dopamina. La estimulacion prolongada de BPA sobre los macro6fagos
modificé los niveles de IL-8 a diferencia de lo observado en ausencia de BPA.
Ademas, no se indujo la activacion de la via de NFkB en ausencia o presencia de
dopamina, pero si favoreci6 la actividad de MMP-9. Estos resultados sugieren que el
BPA, a tiempos cortos, solo o en combinacién con dopamina no modificaria la

produccién de citoquinas en nuestros modelos de queratinocitos y macroéfagos
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humanos. Por otro lado, pudimos inferir de los resultados obtenidos, que las células
cultivadas con BPA por tiempos prolongados pueden afectar la respuesta a

dopamina en queratinocitos y macréfagos humanos.

En conjunto estos resultados, proponen que la dopamina es un
neurotransmisor importante en las interacciones neuro-inmuno-endocrino a nivel
de la piel, sugiriendo un rol que podria ser desfavorable en procesos fisiologicos
como la cicatrizacién. Estos resultados, serian de interés desde el punto de vista de
los tratamientos de enfermedades neurodegenerativas y/o dermatolégicas, ya que
existen farmacos utilizados en la clinica para tratar estos desérdenes que poseen
accién neuroinmunoendocrina. Ademas, se establecié una interaccién entre los
disruptores endocrinos y las acciones dopaminérgicas a nivel de células del sistema
inmune cutdneo, un drea de estudio novedosa que podria ser util para estudios

inmunotoxicologicos.



