Centro de Investigacion en Alimentacion
- y Desarrollo, A.C.

REGULACION DE LA RESPUESTA DE INTERFERONES
TIPO | Y SU RELACION CON LA EXPRESION DEL
SUPRESOR DE SENALIZACION DE CITOCINAS (SOCS3)
EN PERSONAS CON OBESIDAD

POR:

ELIi TERAN CABANILLAS

TESIS APROBADA POR LA:

COORDINACION DE NUTRICION

Como requisito parcial para obtener el grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Diciembre del 2014



APROBACION

Los miembros del comité designado para revisar la tesis del M. en C. Eli
Teran Cabanillas, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada

como requisito parcial para obtener el grado de Doctor en Ciencias.

—

Dr. Jesus Hernandez Lépez

Director de Tesis

Dra. Graciel4 Caire Juvera

AsesgQra

<

Dra. Verénica Mata Haro

Asesora

Mancela Montalio Comral
Dra. Maricela Montalvo Corral

Asesora



DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacion generada en esta tesis es propiedad intelectual del Centro
de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y
agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso
especial del autor, siempre y cuando se dé el crédito correspondiente. Para la
reproduccion parcial o total de la tesis con fines académicos, se debera contar con

la autorizacion escrita del Director General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de
los datos contenidos en esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa

autorizacion escrita del manuscrito en cuestion del director de tesis.

Wﬁﬁ

Dr. Pablo Wong Gonzélez

Director General



AGRADECIMIENTOS

A las instituciones que hicieron posible el desarrollo de esta tesis, en primer
lugar al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por el apoyo
econdémico brindado durante mis estudios de posgrado. Agradezco también al
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.) por
brindarme sus instalaciones para la realizacion de mi investigacion de tesis

doctoral.

Agradezco enormemente al Dr. Jesus Hernandez por darme la confianza de
trabajar en su laboratorio, por su gran apoyo y por guiarme y ensefiarme como ser

un buen investigador.

A mis asesoras Dra. Maricela Montalvo Corral, Dra. Verénica Mata Haro y
Dra. Graciela Caire Juvera por su tiempo y dedicacion invertidos en la mejoria de

este trabajo.

Quiero agradecer a todos mis maestros durante mi formacién de posgrado.
En particular a la Dra. Ana Maria Calderén de la Barca, la Dra. Verdnica Mata
Haro y el Dr. Jesus Hernandez por los valiosos conocimientos que, gracias a ellos,

adquiri en las aulas de CIAD.

Agradezco a todos mis compafieros de las distintas clases que tomé en
CIAD durante mi posgrado. En particular a aquellos con los que pude formalizar

una amistad sincera y duradera.



A mis amigos Jorge Rocha, Gabriel Fuente, Gabriel Ivdn Romero, Karina Chavez,

Anna Gonzalez, Monse y José Alfredo.

A todos mis compaferos de laboratorio: Maricela, Lupita, Alexel, Edgar, Mdnica,

Erika Silva, Lilian, Carlos, Anita, Erika Salcido, Jaudiel, Sue, Melissa, Héctor, Ana.

Al equipo de futbol de CIAD, los piglets, los Maistros y Nutriciencias.

A toda mi familia, a mi padre, madre y mi esposa e hijo por su apoyo incondicional.



A mi Papa Liberato Teran.

A Marissa y Gabrielito.

A mi Mama Flérida Cabanillas

DEDICATORIA

Vi



AGRADECIMIENTOS A LOS SERVICIOS DE APOYO

Por su participacion y asistencia técnica en el trabajo de laboratorio: a Q. B.
Moénica Reséndiz Sandoval, Dra. Maricela Montalvo Corral, Dra. Erika Silva

Campa, Dr. Alexel Burgara Estrella.

Asistencia en tramites y servicios en docencia: Dra. Gloria Yépiz, Héctor
Galindo Murrieta, Veronica Araiza Sanchez, Laura Garcia Cruz y Argelia Marin

Pacheco.

vii



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Inmunologia del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C., bajo la direccion del Dr. Jesus
Herndndez y con el apoyo econdémico del Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia (CONACyT), Fondo Sectorial SALUD-CONACyYT 127013.

viii



CONTENIDO

RESUMEN ...ttt e e e e e nb e e e e e e nbb e e e e annees X
AB ST RACT L.ttt e e e e e Xii
INTRODUCCION ...ttt ettt se et e st e se e s e eeeneeeaes 1
INTEGRACION DEL MANUSCRITO DE TESIS ....ooviiiiieceeceeeeece e 11
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt b et e e e b e 13
OBUJIETIVOS .ttt e e e e e e e et e e e e e taa e e e eenaans 13

ODJEtivo geNETal......cooo i 13

ODbjetiVOS €SPECITICOS ....cooiiiiieieie e 13
(©F= T 1 11| [o T TP ERRTR T 14
(0= T o1 11| (o 12T PR 22
(0= T o1 11| (o J0C ST ETRTP O 29

Capitulo 1

Produccion de interferon-o. e interferon-B en obesidad y expresion del

supresor de sefializacién de citocinas.

Capitulo 2

Produccién de interferon a y B, citocinas pro-inflamatorias y la expresion del
supresor de sefializacién de citocinas (SOCS) en sujetos obesos infectados con
influenza A/H1N1.

Capitulo 3
Leptina, supresor de sefializacién de citocinas-3 e interferones tipo | en

obesidad.



RESUMEN

La obesidad, como un estado de inflamacion cronica, esta asociada a una pobre
respuesta inmune. Durante la pasada pandemia de Influenza A/H1N1 en el 2009,
la obesidad fue un factor de riesgo asociado a una mayor morbilidad y mortalidad
durante la infeccion. En ratones, la obesidad se asocia con una alta mortalidad
durante la infeccion con el virus de la Influenza A y una respuesta de interferones
tipo | (IFN-1) disminuida. Los IFN-I son las citocinas mas importantes en la
respuesta inmune innata antiviral y son regulados por las proteinas supresoras de
sefalizacion de citocinas (SOCS). SOCS3 es ademas el regulador principal de la
hormona leptina, cuyo incremento esta asociado a inflamacion crénica en
personas con obesidad, y de las citocinas pro-inflamatorias como la interleucina
(IL)-6 y factor de necrosis tumoral (TNF)-a. El objetivo de este trabajo fue
investigar la participacion de SOCS3 en la regulacion de la respuesta de IFN-I en
personas con obesidad. Para ello, se evaluaron los niveles de expresion de
SOCS3 y la respuesta de IFN-I en células mononucleares (CMN) de personas con
obesidad estimuladas con ligandos de TLR-3 y TLR-7. Dado que la obesidad se
relacion6 con mayor riesgo de mortalidad durante la pandemia de influenza
A/H1IN1 del 2009, se evalué la respuesta de IFN-I y de citocinas pro-inflamatorias
y su relacién con las expresion de SOCS3 en pacientes con obesidad infectados
con el virus de la Influenza A/HIN1. Ademas, se investigo el efecto de
concentraciones elevadas de leptina y de la inflamacion inducida por LPS en la
expresion de SOCS3 y en la respuesta de IFN-I en personas sin obesidad y
monocitos U937. Por ultimo, se determiné el papel de SOCS3 en la inhibicion de
IFN-I en personas con obesidad utilizando la técnica de silenciamiento con siRNA.
Los resultados obtenidos durante esta investigacion demuestran que las personas
con obesidad presentan una respuesta inhibida de IFN-I y una expresién basal de
SOCS3 elevada. También se demostrd que las personas con obesidad infectadas
con el virus de la influenza A/H1N1 presentan una respuesta disminuida de
interferones tipo | y citocinas pro-inflamatorias. Ademas, se encontro que la leptina

y la inflamacion inducen la expresibn de SOCS3 e inhiben la respuesta de



interferones tipo | en CMN de personas sin obesidad y en monocitos U937
estimulados con ligandos de TLR-3 y TLR-7. Por ultimo, los ensayos del
silenciamiento del gen SOCS3 confirmaron que SOCS3 participa en la inhibicion
de la respuesta de IFN-I en CMN de personas con obesidad. En conclusion, los
resultados obtenidos demuestran que las personas con obesidad presentan una
respuesta deficiente de IFN-I debido a la expresion elevada de SOCS3. La leptina
y la inflamacion inducida por LPS pueden ser un mecanismo asociado a esta
pobre respuesta induciendo la expresion de SOCS3 en personas con obesidad.
Los resultados obtenidos ayudan a explicar la alta susceptibilidad de las personas
con obesidad a sufrir complicaciones durante las infecciones virales como hepatitis

e influenza A.

Palabras clave: Obesidad, interferones tipo I, SOCS3, leptina, Influenza
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ABSTRACT

Obesity is a chronic pro-inflammatory state associated with a poor immune
response. During the last Influenza A/HIN1 pandemic in 2009, obesity was
recognized as an independent risk of mortality during the infection. In mice, obesity
results in a high mortality during Influenza A infection and an aberrant type |
interferons (IFN-I) response. IFN-I are the most important cytokines against viral
infections and are regulated by the family of proteins named suppressors of
cytokine signalling (SOCS). SOCS3 is also the main regulator of the hormone
leptin, whose increase is associated with chronic inflammation in people with
obesity, and the pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a. The aim of this work
was to investigate the participation of SOCS3 in the regulation of IFN-I response in
people with obesity. For this, we evaluated SOCS3 transcript levels y and IFN-I
response in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from people with obesity
stimulated with TLR-3 y TLR-7 ligands. Because obesity was related with higher
risk of mortality during 2009 influenza A/H1N1, we also evaluated IFN-I response
and pro-inflammatory cytokines and their relationship with SOCS3 expression in
obese and non-obese patients infected with Influenza A/H1N1 virus. Furthermore,
we investigated the effect of high dose leptin- and LPS- induced inflammation in
SOCS3 expression and IFN-I response in people without obesity and monocytes
U937. Finally, we determined the role of SOCS3 in the inhibition of IFN-I in people
with obesity by silencing the gene with siRNA in PBMC from volunteers with and
without obesity. The results obtained during this investigation demonstrate that
people with obesity present a diminished IFN-I response due to increased basal
expression of SOCS3. We also demonstrated that, obese patients infected with
influenza A/HIN1 virus, present an aberrant IFN-I response and reduced
production of pro-inflammatory cytokines. Furthermore, leptin- and LPS- induced
inflammation led to SOCS3 expression and inhibited IFN-I response in PBMC from
non-obese people and monocytes U937 stimulated with TLR-3 and TLR-7 ligands.
Finally, siRNA silencing assays further confirmed a role of SOCS3 in inhibition of

IFN-I response in PBMC from obese volunteers. In conclusion, the results obtained

xii



during this investigation demonstrate that PBMC from people with obesity have a
diminished capability to induce IFN-I response due to high expression of SOCS3.
Leptin- and LPS- induced inflammation might be a mechanism associated to this
poor response in obese people. This results help to explain the susceptibility of

obese people to suffer complications during viral infections such as influenza A.

Key words: Obesity, type | interferons, SOCSS, leptin, Influenza
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INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad cronica de etiologias multiples, incluyendo
factores genéticos, metabdlicos, ambientales y sociales. Aparece cuando hay un
aumento en el tejido adiposo que conlleva a un aumento en el peso corporal. Esta
considerada como la epidemia del siglo XXI, con un incremento continuo y estable
(Karalis et al., 2009;Misra and Khurana, 2008). La Organizacién Mundial de la
Salud clasifica con sobrepeso a las personas con un indice de masa corporal
(IMC) de 25-30 kg/m? con obesidad a las de un IMC de 30-40 kg/m? y con
obesidad moérbida a las personas con IMC de mas de 40 kg/m? (Ogden et al.,
2007).

El sobrepeso y la obesidad han surgido como una epidemia tanto en paises
desarrollados como en desarrollo desde inicios de 1980 (Bautista et al., 2009). De
acuerdo al “National Health and Nutrition Evaluation Survey” de los Estados
Unidos, la prevalencia de obesidad fue de alrededor del 13% en 1960 y se
incrementd un 15% para 1980. Para el afio 2000 alrededor del 31% de la
poblacién de Estados Unidos era obesa. Durante este periodo de 20 afios, la
prevalencia de obesidad se duplicé en adultos y se triplicé en nifios. El incremento
en la prevalencia de obesidad ocurrid no solo en los Estados Unidos sino también
en todo el mundo (Atkinson, 2007).

En general, la prevalencia de obesidad es mayor en mujeres que en hombres, y
mayor en zonas urbanas que en las rurales. La prevalencia de sobrepeso es muy
alta en la mayoria de los paises latinoamericanos. En el afio 2000, el 60% de la
poblacion en México y Argentina presentaban algun grado de sobrepeso, el 68%

en Paraguay y el 53% en Peru (Filozof et al., 2008).



En México, datos de la Encuesta Nacional de Salud del afio 2000 mostraron que el
20.4% de hombres y el 30.2% de mujeres eran obesos. Para el 2006, datos de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutriciébn del 2006 (ENSANUT) mostraron que la
obesidad se incrementé a 24.2% en hombres y 34.5% en mujeres (Ford and
Mokdad, 2008). Datos publicados en la ENSANUT 2012 indican que en México, el
69.4% de los adultos mayores a 20 afios presentan algun grado de sobrepeso u
obesidad y el 26.8 % son obesos. Estos estudios demuestran que la prevalencia
de obesidad en adultos en México aumentd considerablemente del afio 2000 al
2012. La obesidad es hoy por hoy uno de los problemas mas graves de salud

publica del pais y del mundo.

Las personas con sobrepeso y obesidad tienen mayor riesgo de sufrir problemas
de salud, como enfermedades cardiovasculares, diabetes, problemas de la
tiroides, resistencia a insulina e inmunodeficiencia (Bautistaet al., 2009;Yang et al.,
2009). La obesidad incrementa la morbilidad y mortalidad a través de sus multiples
efectos en cada uno de los sistemas del cuerpo humano (Falagas and Kompoti,
2006), por lo que es sumamente importante investigar los mecanismos por los

cuales la obesidad afecta las funciones sistémicas.

El tejido adiposo es un 6rgano multifuncional con importantes funciones no solo de
almacenamiento de energia, sino que también lleva a cabo funciones enddcrinas e
inmunoldégicas. El tejido adiposo secreta sustancias bioldgicamente activas, como
interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y la leptina, las cuales
pueden actuar en células del sistema inmune causando inflamacion local y

sistémica (Tilg and Moschen, 2006).

La obesidad es un estado de inflamacion cronica asociado a condiciones
metabdlicas cronicas como resistencia a la insulina, diabetes tipo I,
ateroesclerosis, enfermedad hepatica y cancer (Kanneganti and Dixit, 2012;0uchi
et al., 2011). El primer vinculo entre obesidad y citocinas pro-inflamatorias se

presentd en el estudio de Hotamisligil et al. (1993), quien establecid el concepto



del papel de la inflamacion en la obesidad (Hotamisligil, Shargill and Spiegelman,
1993). Asi, la obesidad estd asociada a un cuadro inflamatorio crénico,
caracterizado por una produccion anormal de adipocinas y la activacion de vias de
sefalizacion pro-inflamatorias, resultado en la induccion de marcadores biolégicos
de inflamacién (Bastard et al., 2002;Fried, Bunkin and Greenberg, 1998). Ademas,
la reduccion del peso corporal en personas esta acompafiada por una disminucion
y normalizacion de estos parametros bioldgicos (Esposito et al., 2003;Manco et al.,
2007;Moschen et al., 2010;Van Dielen et al., 2004). Una gran cantidad de estudios
cientificos en modelos animales demuestran que este proceso inflamatorio esta
asociado a la obesidad y a sus enfermedades asociadas, como resistencia a la
insulina, tolerancia a la leptina, diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares y
algunos tipos de cancer (Gardner et al., 2011;Nakamura, Fuster and Walsh, 2014;
Ouchiet al., 2011; Papathanassoglou et al., 2006).

Diversos estudios que evaltan la relacién obesidad-sistema inmune indican que,
tanto en personas como en modelos animales, el exceso de tejido adiposo esta
asociado a una pobre respuesta inmune (Amar et al.,, 2007; Moulin et al., 2009;
Papathanassoglouet al., 2006; Smith et al., 2007). La obesidad se relaciona con
mayor tasa de infeccidn y cancer y se sabe qué factores nutricionales, metabdlicos
y endocrinoldgicos estan involucrados en cambios inmunolégicos (Moulin et al.,
2009).

La obesidad altera la respuesta inmune e incrementa la susceptibilidad a la
infeccion y mortalidad durante la infeccion con el virus de la influenza (Fezeu et al.,
2011). Ratones con obesidad inducida por la dieta presentan una respuesta
deficiente de interferones tipo | durante la infeccién con el virus de la influenza A,
que conduce a una citotoxicidad reducida de células NK, respuesta pro-
inflamatoria retardada y una alta mortalidad (Smithet al., 2007), sugiriendo un
escenario similar en personas con obesidad. Los interferones (IFN) tipo | son las
citocinas mas importantes involucradas en la respuesta inmune temprana hacia

las infecciones de tipo viral y son regulados principalmente por la familia de



supresores de sefializacion de citocinas (SOCS) (Zimmerer et al.,, 2007), en
particular SOCS1 y SOCS3 (Vlotides et al., 2004). Cuando una célula es infectada
por un virus, las particulas virales son reconocidas por receptores que reconocen
patrones moleculares asociados a patdégenos; los receptores mas importantes en
el reconocimiento viral son el TLR-3, TLR-7 y RIG-1. Una vez que el virus es
reconocido a través de alguno de estos receptores, se activardn los factores
reguladores de interferén (IRF), factores de transcripcion que activan en el nucleo
la expresion y posterior produccion de IFN-o e IFN-B. A su vez, los interferones
tipo | induciran la expresion de los genes estimulados por interferon (ISG), un
conjunto de mas de 100 genes involucrados en la respuesta inmune antiviral. Sin
embargo, algunos virus son capaces de inducir la expresion de SOCS1 o SOCS3,
disminuyendo asi la respuesta de interferones tipo | lo que les permite evadir al
sistema inmune, replicarse e infectar células de los tejidos del cuerpo humano y
provocar enfermedad en el hospedero (Michaud et al., 2010;Pauli et al., 2008).
SOCS3 es también un regulador principal de la leptina, insulina y de las citocinas
pro-inflamatorias clasicas TNF-a e IL-6, las cuales estan elevadas en personas
con obesidad. Incluso, SOCS-3 ha sido identificado como un mediador de
tolerancia a la leptina y resistencia a la insulina en diversos tejidos que presentan
receptores a estas hormonas involucradas en el metabolismo energético (Bjagrbeaek
et al., 1998;Myers, Cowley and Minzberg, 2008;Rui et al., 2002).

La alteracion de los niveles séricos de leptina en personas con obesidad es uno de
los mecanismos asociados a inflamacién y alteraciones metabdlicas. La ausencia
de leptina en ratones deficientes del receptor de la leptina (db/db) induce
obesidad, crecimiento deficiente, infertilidad y diabetes mellitus. Ademas, la
administracion de leptina exdgena a los ratones db/db reduce la obesidad y resulta
en ratones magros y normales (Banks et al., 2000). Sin embargo, la administraciéon
de leptina exdgena no presenta efectos positivos en las personas con obesidad o
en ratones con obesidad inducida por la dieta, este fendbmeno se conoce como
tolerancia a la leptina. SOCS3 es un regulador principal de la sefializacion de la

leptina y, aunque no es el Unico mecanismo regulador, la sobreexpresion de



SOCS3 se asocia a resistencia a la leptina en una gran cantidad de estudios en
modelos animales de obesidad. Por ejemplo, Van Heek y colaboradores (1997)
describieron por primera vez el fenomeno de resistencia a la leptina en ratones
con obesidad inducida por la dieta utilizando una dieta alta en grasa (Van Heek et
al., 1997). Posteriormente, Bjgrbeek y colaboradores (1998) propusieron por
primera vez a SOCS3 como un mediador de esta tolerancia en obesidad
(Bjgrbaeket al., 1998). Un afio después, Emilsson y colaboradores (1999)
demostraron que la administracion de leptina incrementa la expresion de SOCS3
en el hipotdlamo y en tejidos periféricos (Emilsson et al., 1999). Ratones con
deficiencia heterocigota de SOCS3 mantienen sensibilidad central hacia la leptina
y presentan proteccion al desarrollo de obesidad y sus complicaciones
metabdlicas asociadas. Estos ratones también pierden peso faciimente y
presentan un incremento en la sefializacion del receptor de la leptina en el
hipotdlamo en respuesta a la administracién con leptina exégena (Howard et al.,
2004). Ademas, ratones con deplecion selectiva de SOCS3 en células pro-
opiomelanocortina positivas (POMC) presentan mayor sensibilidad a la leptina y
glucosa, lo que resulta en pérdida de peso y una ingestion adecuada de alimentos
tras la infusion con leptina (Kievit et al., 2006). Por otro lado, la induccion
constitutiva de STAT3 incrementa la expresiéon de SOCS3 en neuronas POMC,
esto resulta en resistencia a la leptina y a su vez en un incremento de la ingestion
de comida y la adiposidad (Ernst et al., 2009). Todas estas investigaciones
sugieren que los tejidos continuamente expuestos a la leptina, incluyendo las
células del sistema inmune, pueden acumular cantidades excesivas de SOCS3 y

proveer asi un mecanismo potencial de tolerancia a la leptina.

Diferentes células del sistema inmune expresan el receptor de la leptina (ObR).
Linfocitos T CD4" y CD8", linfocitos B, y monocitos/macréfagos expresan el
receptor ObR. De las células mononucleares de sangre periférica, los monocitos
son el tipo celular que expresan en mayor cantidad el receptor ObR. Datos
publicados por Papathanassoglou et al., (2006b) muestran que en un modelo de

tolerancia a leptina en ratones con obesidad inducida por la dieta, la sefializacion


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emilsson%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10428495

de la via ObR/STAT-3 esta suprimida (Papathanassoglouet al., 2006). Por otro
lado, la pioglitazona, un farmaco utilizado en pacientes con diabetes para mejorar
la sensibilidad a la insulina, suprime la expresion de SOCS3, incrementa la
activacion de STAT3 y la produccion de adiponectina en el tejido adiposo
(Kanatani et al., 2007). En conjunto, todas estas investigaciones indican que los
niveles elevados de leptina pueden alterar la expresiéon de SOCS3 en células
mononucleares de personas con obesidad, particularmente en aquellas células
gue expresan mayoritariamente el ObR como es el caso de monocitos. A su vez,
la induccién en la expresion de SOCS3 pudiera disminuir no solamente la
sefalizacion de la leptina, sino otras vias que también estuvieran siendo reguladas

por SOCS3 como es el caso de los interferones tipo .

En base a lo anterior, en esta tesis se investigd el papel de SOCS3 en la
regulacion de la respuesta de IFN-I en personas con obesidad. También se
investigo la respuesta de IFN-I y de citocinas pro-inflamatorias y su relacion con
las expresion de SOCS3 en pacientes con obesidad infectados con el virus de la
Influenza A/HIN1. Ademas, se investigo el efecto de altas concentraciones de
leptina y de la inflamacion inducida por LPS en la respuesta de interferones tipo |
en personas sin obesidad y monocitos U937. Los resultados obtenidos durante
nuestra investigacion demuestran que SOCS3 participa en la inhibicion de la
respuesta de interferones tipo | en células mononucleares de personas con
obesidad. También se demostrd que las personas con obesidad infectadas con el
virus de la influenza A/HIN1 presentan una respuesta inhibida de interferones tipo
| y citocinas pro-inflamatorias. Por ultimo, se encontré6 que la leptina y la
inflamacion inducida por LPS inducen la expresiéon de SOCS3 e inhiben la
respuesta de interferones tipo | en CMN de personas sanas estimuladas con
ligandos de TLR-3y TLR-7.
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INTEGRACION DEL MANUSCRITO DE TESIS

La informacion derivada de esta investigacion se sintetizd en capitulos con formato

de articulo que fueron ordenados de acuerdo a los objetivos particulares.

Capitulo 1 “Produccién de interferon-a e interferon-p en obesidad y expresién
del supresor de senalizacion de citocinas”.

En este capitulo se describe como las células mononucleares de personas con
obesidad presentan una respuesta deficiente de IFN-a e IFN-f tras el estimulo con
ligandos de TLR-3 y TLR-7. Esta respuesta estuvo asociada a una expresion basal
elevada de SOCSS3. La respuesta pro-inflamatoria en personas con obesidad
también se vio comprometida cuando sus CMN fueron estimuladas con el ligando
de TLR-3.

Articulo publicado, referencia: Teran-Cabanillas, E., Montalvo-Corral, M., Caire-
Juvera, G., Moya-Camarena, S. Y. and Hernandez, J. 2013. Decreased interferon-
a and interferon- production in obesity and expression of suppressor of cytokine
signaling. Nutrition, 29: 207-212.

Capitulo 2 “Producciéon de interferon a y B, citocinas pro-inflamatorias y la
expresion del supresor de sefializaciéon de citocinas (SOCS) en sujetos
obesos infectados con influenza A/H1N1”.

En este capitulo se describe como las CMN de personas con obesidad infectadas
con el virus de la influenza A/H1N1, estimuladas ex vivo con ligandos de TLR-3 y
TLR-7, presentan una respuesta menor de IFN-I y de citocinas pro-inflamatorias
en comparacion con las CMN de personas sin obesidad también infectadas con
influenza AH1/N1. Se observd que esta inhibicion fue mas significativa en CMN
estimuladas con el ligado del TLR-3 que con el ligando de TLR-7. Otro dato
interesante fue que los participantes sin obesidad infectados con el virus de la

influenza A/H1N1 presentaron mayor expresion basal de SOCS1 y SOCS3.
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Articulo publicado, referencia: Eli Teran-Cabanillas, Maricela Montalvo-Corral,
Erika Silva-Campa, Graciela Caire-Juvera, Silvia Y. Moya-Camarena, Jesus
Herndndez (2014). Production of interferon a and 8, pro-inflammatory cytokines
and the expression of suppressor of cytokine signaling (SOCS) in obese subjects
infected with influenza A/HIN1. Clinical Nutrition 33: 922-926.

Capitulo 3 “Leptina, supresor de sefializaciéon de citocinas-3 e interferones
tipo | en obesidad”.

En este capitulo se evalu6 la participacion de SOCS3 en la inhibicién de la
respuesta de IFN-I en personas con obesidad. También se investigd la
participacion de la leptina y de la inflamacién inducida por LPS en la induccion de
SOCS3 y en la inhibicion de IFN-I en CMN de personas sin obesidad y en
monocitos U937. Los resultados mostraron que el silenciamiento con SiRNA
especifico para SOCS3 incrementd la respuesta de IFN-I en personas con
obesidad. Ademas, la leptina y el LPS inhibieron la respuesta de IFN-I en CMN de
personas sin obesidad y en monocitos U937. Los resultados descritos en este
capitulo confirman que SOCS3 participa en la inhibicion de interferones tipo | en
personas con obesidad y que la leptina y la inflamacién cronica pueden ser un
detonador de dicha inhibicién, lo cual explica la pobre respuesta inmune
observada en personas obesidad durante infecciones virales.

Este capitulo se presenta en forma de manuscrito y se encuentra en revision para
publicacién en la revista Clinical Nutrition con el titulo: Leptin induces SOCS3
expression and inhibits type | interferons; SOCS3 silencing restores interferons

response in obesity.
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HIPOTESIS

Las personas con obesidad presentan una respuesta deficiente de

interferones tipo | debido a la expresion elevada de SOCS3.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la participacion de SOCS3 en la induccion de una respuesta
deficiente de interferones tipo | en células mononucleares de personas con

obesidad.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la obesidad en la respuesta de IFNa/f y en la

expresion de SOCS en pacientes infectados con influenza AHINL1.

2. Generar un modelo in vitro de tolerancia en monocitos U937 y CMN para

evaluar el efecto de la leptina y el LPS en la respuesta de interferones tipo I.

3. Evaluar el efecto del SOCS3 durante la induccién de inflamacién para

determinar su papel en la supresion de la produccion de IFN-a/pB.

4. Silenciar el gen SOCS3 con siRNA para determinar su papel en la inhibicién

de IFNo/p en personas con obesidad.
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Capitulo 1

Produccion de interferon-a e interferon- en
obesidad y expresion del supresor de
sefnalizacion de citocinas

Eli Teran-Cabanillas, Maricela Montalvo-Corral, Graciela Caire
Juvera, Silvia Y. Moya-Camarena, Jesus Hernandez (2013).
Decreased interferon-o and interferon- production in obesity
and expression of suppressor of cytokine signaling. Nutrition 29:
207-212.
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Resumen
La obesidad se ha asociado a una respuesta inmune deficiente y a un
incremento en la mortalidad durante infecciones virales. SOCS1 y SOCS3
regulan negativamente la respuesta de interferones tipo | y ciertos virus
inducen su expresion, inhibiendo asi la respuesta de interferones. Ademas,
SOCS3 es un regulador clave de la leptina, TNF-a. e IL-6, citocinas pro-
inflamatorias que se encuentran elevadas en personas con obesidad. Lo
anterior, sugiere que SOCS3 podria estar sobre-expresado en personas
con obesidad. En esta etapa, se evaluo la respuesta de interferones tipo |y
su relacion con la expresion de SOCS1 y SOCS3 en personas con
obesidad. Se incluyeron 60 individuos de entre 18 a 50 afios de edad
agrupados en: personas sin obesidad (IMC <25 n=30) y personas con
obesidad (IMC >30 n=30). Se separaron CMN de los participantes y se
midieron niveles basales de SOCS1 y SOCS3 por PCR en tiempo real
(gRT-PCR). Posteriormente las CMN fueron estimuladas con ligandos para
TLR-3 y TLR-7. Se midi6 la respuesta de IFN-a e IFN-B y citocinas pro-
inflamatorias por qRT-PCR y/o ELISA y la expresion de SOCS1 y SOCS3
por qRT-PCR y Western blot. Los resultados mostraron que las CMN de
personas con obesidad presentan una respuesta deficiente de interferones
tipo | cuando son estimuladas con ligados de TLR; esta respuesta estuvo
asociada con niveles basales elevados de SOCS3 pero no de SOCS1. Las
CMN de personas con obesidad también presentaron niveles basales
elevados de IL-6 y una respuesta deficiente de citocinas pro-inflamatorias
tras el estimulo con el ligando de TLR-3 en comparacion con los
participantes sin obesidad. En conclusién, los resultados demuestran que la
obesidad esta relacionada con una respuesta deficiente de IFN-o. e IFN-f y
una expresion basal elevada de SOCS3. Esto explica, al menos en parte, la
respuesta inmune inadecuada que se observa en personas con obesidad

durante infecciones virales como hepatitis e influenza.
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Capitulo 2

Produccion de interferon a y B, citocinas pro-
iInflamatorias y la expresion del supresor de
sefializacion de citocinas (SOCS) en sujetos

obesos infectados con influenza A/H1N1

Eli Teran-Cabanillas, Maricela Montalvo-Corral, Erika Silva-Campa,
Graciela Caire-Juvera, Silvia Y. Moya-Camarena, Jesus Hernandez
(2014). Production of interferon a and 3, pro-inflammatory cytokines
and the expression of suppressor of cytokine signaling (SOCS) in
obese subjects infected with influenza A/HIN1. Clinical Nutrition 33:

922-926.
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Resumen

Durante la pandemia de Influenza A/HIN1 en el 2009, la obesidad fue reconocida
como un factor de riesgo independiente de morbilidad y mortalidad. En modelos
murinos, los mecanismos asociados a alta mortalidad en obesidad durante la
infeccion con el virus de la influenza A incluyen una capacidad reducida de
producir interferones tipo | y una respuesta pro-inflamatoria retardada. En base a
lo anterior se hipotetizé un escenario similar en humanos donde las personas con
obesidad infectadas con influenza A/HIN1 presentarian una pobre respuesta de
interferones tipo I. Con el objetivo de corroborar nuestra hipotesis, en este capitulo
se evaluo la produccion de interferones tipo |, respuesta de citocinas pro- y anti-
inflamatorias en CMN de sujetos con y sin obesidad infectados con el virus de la
influenza A/HIN1. También se evalud la expresiéon de SOCS1 y SOCS3 y del
factor nuclear-kB (NF-kB). Los IFN-I y las citocinas pro- y anti-inflamatorias se
evaluaron por gRT-PCR y/o ELISA en CMN estimuladas con ligandos de TLR-3 y
TLR-7. Se evaluaron los niveles de mRNA de SOCS1, SOCS3 y NF-kB por gRT-
PCR. Los resultados mostraron que las células mononucleares de voluntarios con
obesidad infectados con influenza A/H1N1 tienen una respuesta menor de IFN-I
qgue los voluntarios sin obesidad en respuesta a la estimulacion con el ligando de
TLR-3. La respuesta de citocinas pro-inflamatorias también se vio afectada en
CMN estimuladas con el ligando de TLR-3. Los participantes sin obesidad
infectados con el virus de la influenza A/HLN1 presentaron mayor expresion basal
de SOCS1 y SOCS3. En conclusidén, estos resultados sugieren que las personas
con obesidad infectadas con influenza A/H1N1 tienen una respuesta de IFN-I y de
citocinas pro-inflamatorias deficiente. Estos resultados ayudan a explicar la alta
mortalidad asociada a obesidad durante la infeccion con el virus de la influenza
A/HINI.
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Capitulo 3

Leptina, supresor de sefalizacion de citocinas-3

e interferones tipo | en obesidad

Leptin, suppressor of cytokine signaling-3 and type | interferons
response in obesity. Eli Teran-Cabanillas and Jesus Hernandez.

Manuscrito en revision en la revista Clinical Nutrition.
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Resumen

El tejido adiposo blanco es un érgano endocrino activo que secreta sustancias con
actividad biologica llamadas adipocinas. La produccién alterada de adipocinas es
uno de los mecanismos involucrados en la asociacion entre obesidad y
enfermedades cronicas como diabetes y cancer. La obesidad, considerada como
un aumento del tejido adiposo, estad asociada a un cuadro inflamatorio cronico,
caracterizado por una produccion anormal de adipocinas y la activacion de vias de
sefializacion pro-inflamatorias, resultado en la induccion de marcadores biologicos
de inflamacion. La leptina es la adipocina mas estudiada, se sabe que tiene
multiples efectos en las células del sistema inmune y se considera una citocina
pro-inflamatoria. SOCS3 es un regulador principal de la sefializacion de la leptina y
de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a, las cuales estan elevadas en
personas con obesidad, y su sobre-expresion induce tolerancia en la via de
sefializacion a la leptina en modelos animales de obesidad inducida por la dieta.
SOCS3 ademas, es un regulador principal de IFN-I; incluso, algunos virus inducen
su expresion en la célula infectada para inhibir a los IFN-I y evadir la respuesta
inmune. En estudios anteriores, hemos demostrado que las CMN de personas con
obesidad presentan una expresion basal de SOCS3 elevada y una respuesta
disminuida de IFN-I tras el estimulo con ligandos de TLR-3 y TLR-7 y durante la
infeccion con el virus de la influenza A/H1N1. Sin embargo, el papel de SOCS3 y
de la leptina en la inhibicibn de IFN-I en personas con obesidad no ha sido
previamente investigado. En base a lo anterior, en este capitulo se evalué la
participacion de SOCS3 en la inhibicion de IFN-I. También se investigd la
participacion de la leptina y de la inflamacion inducida por LPS en la induccién de
SOCS3 y en la inhibicion de IFN-I en CMN de personas sin obesidad y en
monocitos U937. Las citocinas fueron evaluadas por qRT-PCR y/o ELISA, la
expresion de SOCS1 y SOCS3 se evaluo por gRT-PCR. Para evaluar el papel de
SOCS3 y SOCS1 en la inhibicibn de IFN-I en personas con obesidad, se
silenciaron los genes con siRNA especifico para cada gen. Para evaluar el papel
de la leptina en la inhibicion de IFN-I, se estimularon CMN de personas sin
obesidad y monocitos U937 por 4 o 24 horas con leptina o LPS y posteriormente
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se indujo la produccion de IFN-I con ligados de TLR-3 y TLR-7. Los resultados
mostraron que el silenciamiento con siRNA especifico para SOCS3 incremento la
respuesta de IFN-I en personas con obesidad. En cambio, el silenciamiento de
SOCS3 no incrementd la respuesta IFN-I en personas sin obesidad lo que
demuestra que SOCS3 participa en la inhibicibn de IFN-I en personas con
obesidad. Ademas, la leptina y el LPS inhibieron la respuesta de IFN-l en CMN de
personas sin obesidad y en monocitos U937. Los resultados obtenidos confirman
gue SOCS3 participa en la inhibicion de interferones tipo | en personas con
obesidad y que la leptina y la inflamacion cronica pueden ser un detonador de
dicha inhibicién, lo cual explica la pobre respuesta inmune observada en personas

con obesidad durante infecciones virales.
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Abstract

Background & aims: Obesity is a chronic pro-inflammatory state associated with an impaired
immune response. We have previously shown that people with obesity present a diminished type
I interferons response in PBMCs after toll-like receptor (TLR) stimulation and influenza A/HIN1
infection. This finding was accompanied by high expression of suppressor of cytokine signaling-
3 (SOCS3) but not of SOCS1. SOCS3 is not only a key regulator of type I interferons but also of
leptin and pro-inflammatory cytokines, which are elevated in obesity. However, the role of
SOCS3 in the inhibition of type I interferons in obese individuals remains unknown.

Methods: Cytokines and SOCS1 and SOCS3 expression were measured by qRT-PCR and/or by
ELISA in PBMC and U937 cells, treated or not treated with leptin or LPS, and stimulated with
TLR-3 and TLR-7 ligands. To evaluate the role of SOCS3 and SOCS1 in the inhibition of type I
interferons in people with obesity, genes were silenced by siRNA for SOCS1 and SOCS3.
Results: Here we demonstrate that Leptin- and LPS-induced SOCS3 expression produce
hyporesponsiveness to TLR-3 and TLR-7 ligands in PBMCs from healthy donors and U937
monocytes. We also demonstrate that SOCS3 but not SOCS1 gene silencing by siRNA increases
the type I interferons response in PBMCs obtained from obese people. An increase in type I
interferons was not observed in PBMCs from healthy volunteers after SOCS3 siRNA silencing,
which further confirms that SOCS3 participates in the inhibition of type I interferons in people
with obesity.

Conclusions: Our results demonstrate for the first time that SOCS3 participates in the inhibition
of type I interferons in PBMCs of obese individuals. Leptin induced SOCS3 and reduced type I
interferons response in PBMC from non-obese volunteers. These results help to explain the
aberrant immune response observed in people with obesity.

Keywords: Obesity, Leptin, SOCS3, type I interferons
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1. Introduction

Obesity is a pro-inflammatory state related to metabolism-associated chronic conditions, such as
insulin resistance, type Il diabetes, atherosclerosis, liver disease and cancer [1, 2]. Altered
concentrations of adipokines, factors that are secreted by adipose tissue, such as leptin, are
potentially key contributors to the inflammatory state observed in obesity [2]. Leptin is a
cytokine-like hormone product of the ob/ob gene[3] and is positively correlated with body mass
index (BMI) [4]. Several studies have demonstrated proinflammatory actions for this adipokine
in a variety of immune cells [5-7]. SOCS-3 is a key regulator of leptin and has been identified as
a mediator of leptin and insulin resistance in obesity [8-10]. Moreover, SOCS-3 is a key regulator
of type I interferons and pro-inflammatory cytokines such as TNF-a. We have previously shown
that SOCS-3 is overexpressed in people with obesity. In addition, SOCS-3 expression was
directly correlated with a negative production of type I interferons and pro-inflammatory
cytokines after TLR stimulation in people with obesity, suggesting that SOCS-3 might play a key

role in the induction of this aberrant response [11].

Type 2 diabetes, a common underlying disease of obesity, is related to the elevated expression of
TLR-2 and TLR-4 [12]. Recently diagnosed obese Type 2 diabetic subjects present increased
TLR activation and increased serum levels of TLR ligands, such as lipopolysaccharide (LPS)
[13]. High glucose levels induce TLR expression in human monocytes[14] and high-dose leptin
also activates human leukocytes in a TLR-independent fashion. However, prior exposure of
innate immune cells to LPS causes them to be refractory to further endotoxin stimulation, also
termed endotoxin tolerance (ET) [15]. Bacterial LPS is recognized by the TLR-4, this recognition

results in the activation of the TLR-4 signaling which enables the innate immune system to cope
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with invasive pathogens. However, in vivo LPS exposure of human blood leukocytes induces
cross-tolerance to multiple TLR ligands, including TLR-3 and TLR-7 ligands [16]. Furthermore,
the expression of SOCS3 is induced by ligation of TLR4 [17] and chronic JAK-STAT signaling
causes leptin resistance in the central nervous system and insulin resistance in peripheral organs

through SOCS3 activation [18].

As obese individuals present high leptin serum levels and SOCS3 overexpression, and because
SOCSS3 is also a key regulator of type I interferons, we hypothesize that SOCS3 inhibits the type
I interferons response in people with obesity. We also explore the effect of high-dose leptin and
inflammation induced by LPS in the type I interferons response of healthy donors and SOCS

expression both ex vivo and in vitro.

2. Methods

2.1 Subjects, PBMCs isolation and U937 Cells

For siRNA experiments, three healthy (BMI <25) and three obese (BMI >30) adult volunteers
(aged 2045 years) were included in this study. The included participants had sustained no
disease for at least two weeks before sampling. Pregnancy, any pharmacologic treatment and
immunosuppressive conditions were exclusion criteria. Obese volunteers were not engaged in
physical activity for at least two weeks prior to blood sampling and were following their
normally consumed diets. Peripheral blood (18 ml) was collected into heparinized tubes from
fasting participants. The protocol was approved by the ethical committee of the Centro de

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. and all volunteers provided written informed
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consent. PBMC were obtained by Ficoll gradient centrifugation. The human monocyte U937 cell
line was maintained and grown in suspension in RPMI1640 medium supplemented with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine and antibiotics (100U/ml penicillin

and 100 pg/ml streptomycin) at 37°C and 5% CO2 atmosphere.

2.2 Reagents

Human recombinant leptin (R&D Systems, Abingdon, UK) was reconstituted with 20 mM sterile
Tris/HC1 (pH 8.0, w/v), according to the manufacturer’s instructions. Working dilutions were
prepared in cell-culture medium. Reconstituted leptin was stored at -80°C. Leptin concentrations
used in the experiments (10, 100 and 1000 ng/ml, as indicated) were chosen based on previous
studies.[5, 6] To avoid endotoxin contamination, polymyxin B (InvivoGen, San Diego, CA,

USA) was used in all leptin experiments at a concentration of 10 pug/mL. TLR-3 and TLR-7

ligands were used at a concentration of 5 pg/mL (Poly I:C and CL264, respectively; InvivoGen,
San Diego, CA, USA) in the presence of Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),

according to the manufacturers’ instructions.

2.3 Ex vivo and in vitro cross-tolerance by leptin and LPS assay

One million U937 human monocyte cell line or PBMCs per well were stimulated with either LPS
or leptin. Next, cells were washed twice with warm RPMI-1640 and held in complete medium for
1 h through the recovery period and re-stimulated for 20 h with a TLR-3 or TLR-7 ligand at a
concentration of 5 pg/mL (Poly I:C and CL264, respectively; InvivoGen, San Diego, CA, USA)
in the presence of Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the

manufacturers’ instructions. After each incubation period, the cells were harvested and



121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

centrifuged; the cell pellet was used to isolate RNA and the cell culture supernatant was obtained

for the later determination of cytokines by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

2.4 RNA extraction and gqRT-PCR assay

Total RNA was isolated from 1 x 10° PBMCs using the RNeasy mini-kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA), according to the manufacturer’s instructions. RNA concentration and purity were analyzed
by absorbance in a spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, DE, USA). The RNA was stored
at -70°C until used. Real-time qRT-PCR was performed using the One-step Brilliant II
SYBRGREEN QRT-PCR Master Mix kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) in a Step One system
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The primers for IFN-a2 [19] and SOCSI1 and
SOCS3[20] have been described previously. The cycle threshold (Ct) values of each gene were
normalized against the endogenous Ct values of the B-actin gene and compared with the non-

stimulated cells. The values are represented as the mean fold relative increments (24"

2.5 ELISA for quantification of cytokines

Quantification of type I IFNs and TNF-a was performed in supernatants of the stimulated cells in
a 1:10 dilution with assay buffer. IFN-a was quantified using the Human Interferon-Alpha Multi-
Subtype ELISA Kit (VeriKine, Piscataway, NJ, USA), IFN- was quantified using the Human
Interferon-f ELISA Kit (TFB, Tokyo, Japan) and TNF-a was quantified using the Human TNF
alpha ELISA Ready-SET-Go!® (eBioscience, San Diego, CA, USA). The absorbance was
measured in the ELISA reader model 680 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The results were
analyzed using a four parameter logistic model in GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc.,

San Diego, CA, USA).
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2.6 siRNA-mediated knockdown of human SOCS1 and SOCS3

For SOCS-3 and SOCS-1 mRNA silencing, cells were transfected 48 h prior to stimulation with
leptin or LPS with the ready-to-use FlexiTube siRNA premix for SOCS-3 (Hs SOCS3 6),
SOCS-1 (Hs SOCS1 4) and siRNA control (Qiagen, Valencia, CA, USA), following the
manufacturer’s instructions. In brief, siRNA premix was added directly to the cells at a final

concentration of 50 nM and a final volume of 300 pl in a 48-well plate.

2.7 Statistical Analysis
Data are presented as the means + SEM, and the significance level was established at p<0.05. The

comparisons between groups were performed using Student’s ¢ test. Analyses were conducted

using Stata 9.2 (StataCorp LP, College Station, TX, USA).

3. Results

3.1 High-dose leptin and LPS induce SOCS1 and SOCS3 in PBMCs and human monocytes U937
in vitro

To analyze the induction of SOCS1 and SOCS3 by leptin and LPS, PBMCs from healthy
volunteers and U937 monocytes were stimulated with different doses of leptin and LPS and the
expression of SOCS1 and SOCS3 were measured. As expected, SOCS1 and SOCS3 were
induced after LPS in U937 monocytes (Figure 1A and 1B, respectively) and in PBMC (Figure
1C). In U937 cells, SOCS1 and SOCS3 expression was higher when monocytes were stimulated

with leptin at 100 ng/mL (p<0.05). In contrast, SOCS1 and SOCS3 expression was induced
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similarly, regardless of the LPS dose used. Because leptin induced higher SOCS expression at
100 ng/mL, this concentration was used for the following experiments. Contrary to the U937
monocytes’ response, LPS induced higher mRNA levels (33.90 + 6.06) of SOCS-3 than leptin

(18.91 + 7.69) in PBMC.

3.2 High-dose leptin activates PBMCs and human monocytes U937

High-dose leptin has been previously shown to be capable of activating monocytes and PBMC;
however, we aimed to determine the dose (10-1000 ng/mL) that highly induced TNF-a under our
experimental conditions. LPS, a common inductor of TNF-a, was used as a reference to compare
TNF-a induction by leptin. Leptin induced TNF-a transcripts in U937 monocytes similarly
regardless of the dose used (figure 2A). Induction of TNF-a transcripts by leptin was similar to
those observed with LPS (figure 2A). Moreover, to ensure that TNF-a production was induced
by leptin, we studied supernatants from cells stimulated with 100 ng/mL of leptin or 10 ng/mL of
LPS and measured TNF-a production by ELISA. As expected, leptin induced TNF-a production
in both U937 human monocytes and PBMC (figures 2B and 2C). In PBMC, TNF-a production
was similar in cells stimulated with leptin or LPS (p>0.05; figure 2C). Alternatively, LPS
induced higher concentrations of TNF-a in U937 monocytes (p<0.05; figure 2B). Interestingly,
leptin induced higher production of TNF-a in PBMC than in monocytes U937 (30.17 pg/mL and

13.22, respectively; figures 2B and 2C).

3.3 High-dose leptin and LPS induce cross-tolerance to TLR-3 and TLR-7 ligands in vitro
It has been demonstrated that LPS induces cross-tolerance to multiple TLR ligands [16]. To

evaluate whether leptin is able to also induce cross-tolerance to TLR ligands, U937 cells and
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PBMCs from healthy volunteers were stimulated with LPS (10 ng/mL) or leptin (100 ng/mL) for
either 4 or 24 h. Then, we compared IFN-a expression by qRT-PCR and IFNo/p production by
ELISA after TLR-3 and TLR-7 stimulation for 20 h with untreated cells. As expected, in U937
monocytes, LPS stimulation for 4 h induced hyporesponsiveness to TLR-3 and TLR-7 ligands
(Poly I:C and CL264, respectively) (figure 3A). However, only the TLR-3 pathway was
significantly affected after 24 h pre-stimulation with LPS (figure 3B). In contrast, leptin
stimulation for 4 h induced cross-tolerance to TLR-3 and TLR-7 ligands similar to LPS but had a
stronger effect than LPS in the induction of hyporesponsiveness at 24 h to both TLR-3 and TLR-
7 ligands (p<0.05) (figure 3A and 3B). In PBMCs, pretreatment of cells for 24h with both LPS

and leptin induced hyporesponsiveness to TLR-3 and TLR-7 ligands (figure 3C).

Next, to ensure that leptin and LPS induce cross-tolerance to TLR-3 and TLR-7 ligands, we
measured IFN-a and IFN-B production in the supernatants of stimulated PBMCs from healthy
volunteers by ELISA. As expected, pretreatment with LPS or leptin for 4 and 24 h inhibited the
production of IFN-B after TLR-3 stimulation compared to those previously untreated cells
(p<0.05) (figure 3D). However, although pretreatment with LPS or leptin for 4h inhibited the
IFN-a production, this was not statically different (p>0.05) (figure 3E). Contrary, pretreatment of
PBMCs with LPS or leptin for 24 h significantly inhibited the production of IFN-a after TLR-7

stimulation compared to those previously untreated cells (p<0.05) (figure 3E).

3.4 SOCS3 but not SOCS1 gene silencing by siRNA increases the type I interferons response in

PBMCs from obese individuals
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To determine whether SOCS proteins were involved in inducing an aberrant type I interferons
response in people with obesity, SOCS1 and SOCS3 genes were silenced in PBMCs from obese
individuals using siRNA specific for those genes and a siRNA control. When PBMCs from
people with obesity were silenced for SOCS3, there was an increase in IFN-o transcript levels
compared to siRNA control-treated cells, regardless of the TLR ligand used (p<0.05) (figure 4A).
In contrast, when PBMCs from people with obesity were treated with siRNA for SOCS1, there
was no significant increase in IFN-o transcript levels after stimulating the cells with a TLR-3 or
TLR-7 ligand (p>0.05) (figure 4B), suggesting that SOCS3 but not SOCS1 participates in the
aberrant-type interferons response observed in people with obesity. Next, to probe whether
SOCS3 siRNA silencing participates in the inhibition of type I interferons only in people with
obesity, we silenced PBMCs from people without obesity and measured IFN-a transcript levels
after TLR stimulation. PBMCs from non-obese volunteers silenced by siRNA for SOCS1 or
SOCS3 did not demonstrate increased IFN-a transcript levels after TLR-3 or TLR-7 stimulation

(figure 4C, 4D).

3.5 SOCS3 siRNA-silencing gene restores IFN-a production in people with obesity

Finally, to probe whether SOCS3 participates in the induction of the aberrant type I interferons
response in people with obesity, I[FN-a production by ELISA was measured in cell supernatants
from people with or without obesity, silenced or not, for the genes SOCS1 and SOCS3 and
siRNA control. As expected, and in concordance with the qRT-PCR results, there was an
increase in IFN-a production in those cells from people with obesity that were silenced for

SOCS3 and stimulated with the TLR-3 ligand (p<0.05) (figure 5A). However, there was no

statistical increase of IFN-a production in TLR-7 stimulated cells after SOCS3 silencing in
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people with obesity (p>0.05) (figure 5C). Although there was no significant increase in IFN-a
production in TLR-7 stimulated cells after SOCS3 silencing in the obese individuals, the
production of IFN-o was similar to that observed in non-obese volunteers only in the SOCS3-
silenced cells (figure 5C). PBMC treated with siRNA for SOCS1 and siRNA control did not
demonstrate increased IFN-a production in people with obesity regardless of the TLR ligand

used, and IFN-a production was lower than that observed in non-volunteers (p<0.05) (figure 5B

and 5D).

4. Discussion

We investigated the effect of leptin, considered a pro-inflammatory cytokine, and the induction of
the pro-inflammatory response through LPS, in the tolerance to type I interferons. The hypothesis
that pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-o and leptin could cause systemic
tolerance in obesity and thus inhibit the cellular response through the induction of SOCS3 has
been proposed by our group and others, but has not been investigated thus far [18, 21, 22]. To
examine this hypothesis, we first evaluated whether high-dose leptin was able to induce a
proinflammatory response and SOCS expression in PBMCs from healthy volunteers and in
human monocytes U937. As expected, high-dose leptin induced SOCS1 and SOCS3 expression
in PBMCs and monocytes U937. Interestingly, SOCS1 and SOCS3 expression was higher in
monocytes stimulated with leptin than with LPS, contrary to the effect observed in PBMCs where
high SOCS3 expression was observed in LPS-stimulated cells. One possible explanation for this
finding is that monocytes are the cells with a higher expression of the leptin receptor within

PBMCs [21] and thus a cell line of monocytes such as U937 is able to induce a higher response
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with leptin than that observed with other PMBCs, where the expression of leptin receptor is
lower. The dose of leptin that induced higher SOCS-1 and SOCS-3 expression was 100 ng/mL.
Usually, blood leptin concentrations observed under physiological conditions are 1-100 ng/ml
[6]. This experimental dose was chosen because we were interested in the effects of leptin that
might be observed in physiological conditions and because at this concentration, we observed a
higher induction of SOCS1 and SOCS3 expression. TNF-o measurement experiments
corroborated that a concentration of 100 ng/mL of leptin was sufficient to activate PBMCs and
U937 monocytes. Contradictory data have been published regarding the effect of leptin on TNF-
o production. While some reports indicated that leptin alone does not induce TNF-a production
in human monocytes [23] and mouse peritoneal macrophages [24], it has been reported by others

that leptin is capable of directly inducing TNF-a production in human monocytes [6, 25].

Afterwards, we investigated whether leptin- and LPS-induced inflammation inhibits type I
interferons. de Vos et al. have previously shown that LPS induces cross-tolerance to multiple
TLR ligands, including TLR-3 and TLR-7; however, the mechanisms involved in the induction
of this tolerance were not evaluated [16]. Because pro-inflammatory cytokines induced by LPS
are down-regulated by SOCS3 and leptin is also regulated by SOCS3, we hypothesized that
leptin would also induce tolerance to TLR-3 and TLR-7 ligands. Our results showed that, as
previously reported by de Vos et al, LPS induces cross-tolerance to TLR-3 and TLR-7 ligands.
However, we here demonstrate for the first time that leptin is also able to induce cross-tolerance
to TLR ligands. This result is of particular importance because people with obesity present high
levels of serum leptin. Indeed, as noted above, the concentration of leptin used to investigate

whether leptin induces cross-tolerance to TLR ligands (100 ng/mL) is usually found under
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physiological conditions. Previous reports have demonstrated that obesity, a state associated with
high levels of serum leptin, is related to a diminished type I interferons response during influenza
A/HINTI infection in diet-induced obese mice [22]. We have previously reported a diminished
type I interferon response in PBMCs from people with obesity stimulated with TLR ligands and
also in obese people infected with influenza A/HINT1 infection. The fact that leptin was able to
induce inhibition of the type I interferon response during TLR stimulation explains, at least in
part, why obesity is related to a poor response after infection with pathogens that are recognized
through TLR ligands such as hepatitis and influenza viruses. Another possible explanation of the
inhibition of type I interferons by leptin is that leptin might down-regulate TLR-3 and TLR-7
expression and thus reduce cellular response after TLR stimulation. However, Jaedicke et al.
collaborators have shown that leptin indeed up-regulates TLR-2 expression in human monocytes
while having no effect on TLR-4 expression [23]. A cross-regulation between TNF-a and IFN-o
has been proposed recently based on the observation that a fraction of rheumatoid arthritis (RA)
patients treated with anti-TNF-a therapy develops lupus-like syndromes, an autoimmune disease
related to high amounts of type I interferon genes, that reverses with cessation of the therapy [26,
27]. Supporting this hypothesis, Palucka et al. demonstrated that exogenous TNF-a inhibits IFN-
a release from PBMCs exposed to influenza virus [28]. Because SOCS3 is also a regulator of
TNF-a, it is possible that SOCS3 is involved in these lupus-like syndromes after anti-TNF-a
treatment and while our results also help to support this hypothesis, additional studies are

required to further investigate it.

We have previously shown that PBMCs from people with obesity present a diminished ability to

produce type I interferons after TLR stimulation and influenza A/HIN1 infection and that this
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aberrant response was directly correlated with a high expression of SOCS3 but not SOCS1 in
people with obesity, suggesting a possible role for SOCS3 in the induction of this diminished
response. SOCS3 is a key regulator of type I interferons and also of leptin and pro-inflammatory
cytokines, which are elevated in obesity. Moreover, SOCS3 participation in the induction of
tolerance or the inhibition of the cellular response has been described in peripheral tissues as
causing insulin and leptin resistance and glucose intolerance [29]. Our siRNA experiments
confirm that SOCS3 participates in the aberrant type I interferons response after TLR stimulation
in people with obesity. Interestingly, after siRNA silencing of SOCS1 and SOCS3, only the
PBMCs from obese volunteers that were silenced for SOCS3 showed an increase in IFN-a
expression and production. This increase in the IFN-o response was not observed in the non-
obese volunteers, which confirms that SOCS3 is involved in the inhibition of type I interferons

after TLR stimulation in obesity.

In conclusion, our results demonstrate for the first time that SOCS3 participates in the inhibition
of type I interferons in PBMCs of obese individuals. In addition, we investigated the role of
leptin and LPS-induced inflammation in inducing the inhibition of type I interferons in PBMCs
from healthy volunteers and U937 monocytes. These results help to explain the aberrant immune
response observed in people with obesity during viral infections and may help to develop novel
strategies for therapeutic interventions that may reduce the higher risk of mortality observed in

obesity during the course of infectious diseases.
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Figure legends

Figure 1. High-dose leptin induces SOCS1 and SOCS3 in PBMCs and human monocytes U937
in vitro. A) SOCSI1 expression in monocytes U937 after stimulation with LPS (black bars) or
leptin (white bars). B) SOCS3 expression in monocytes U937 after stimulation with LPS (black
bars) or leptin (white bars). C) SOCS3 expression in PBMCs from healthy volunteers in non-
stimulated cells (gray bars) and after stimulation with LPS (10 ng/mL) (black bars) or leptin (100
ng/mL) (white bars). The results of four independent experiments; values are expressed as the

means £ SEM.

Figure 2. High-dose leptin induces TNF-o in PBMCs and human monocytes U937. A) TNF-a
relative expression to non-stimulated cells measured by qRT-PCR after LPS (black bars) or leptin
(white bars) at indicated doses. B) TNF-a production in cell supernatants from non-stimulated
PBMCs (gray bars), stimulated with 10 ng/mL of LPS (black bars) and stimulated with 100
ng/mL of leptin (white bars). C) TNF-a production in cell supernatants from non-stimulated
human monocytes U937 (gray bars), stimulated with 10 ng/mL of LPS (black bars) and
stimulated with 100 ng/mL of leptin (white bars). The results of four independent experiments;

values are expressed as the means £ SEM.

Figure 3. High-dose leptin induces tolerance to TLR-3 and TLR-7 ligands in PBMCs and
monocytes U937. A) mRNA expression of IFN-a2 in monocytes U937 treated for 4 h with leptin
(white bars), LPS (black bars) or left untreated (gray bars) and then stimulated for 20 h with a
TLR-3 ligand (Poly I:C) or TLR-7 ligand (CL264). B) Similar to A, but cells were treated for 24

h with either LPS or leptin and then stimulated with TLR-3 or TLR-7 ligand. C) mRNA
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expression of IFN-a2 in PBMCs from healthy volunteers treated for 4 h with leptin (white bars),
LPS (black bars) or left untreated (gray bars) and then stimulated for 20 h with a TLR-3 ligand
(Poly I:C) or TLR-7 ligand (CL264). D) IFN-B production in PBMCs supernatants from healthy
volunteers treated for 4 h and 24 h with leptin (white bars), LPS (black bars) or no treatment
(gray bars) and then stimulated for 20 h with a TLR-3 ligand (Poly I:C). E) IFN-a production in
PBMCs supernatants from healthy volunteers treated for 4 h and 24 h with leptin (white bars),
LPS (black bars) or without treatment (gray bars) and then stimulated for 20 h with TLR-7 ligand

(CL264). Values are expressed as the means + SEM and represent four independent experiments.

Figure 4. SOCS3 silencing by siRNA increases IFN-a response in PBMCs from obese people
stimulated with TLR ligands. A) IFN-a expression measured by qRT-PCR in PBMCs from obese
volunteers silenced by siRNA specific for the gene SOCS3 and then stimulated with a TLR-3
(TLR-3L) or TLR-7 (TLR-7L) ligand for 20 h. B) Same as A, but PBMCs from obese volunteers
were silenced by siRNA specific for the gene SOCS1. C) IFN-a expression measured by qRT-
PCR in PBMCs from non-obese volunteers silenced by siRNA specific for the gene SOCS3 and
then stimulated with a TLR-3 (TLR-3L) or TLR-7 (TLR-7L) ligand for 20 h. D) Same as C, but
PBMCs from non-obese volunteers were silenced by siRNA specific for SOCS1. The results of

three independent experiments; values are expressed as the means + SEM.

Figure 5. SOCS-3 silencing restores IFN-a production in PBMCs from obese individuals. A)
IFN-a production in cell supernatants of PBMCs from obese (black bars) and non-obese (white
bars) volunteers silenced by siRNA specific for SOCS3 and then stimulated with a TLR-3 ligand

(TLR-3L). B) Same as A, but PBMCs were silenced by siRNA specific for SOCS1. C) IFN-a
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production in cell supernatants of PBMCs from obese (black bars) and non-obese (white bars)
volunteers silenced by siRNA specific for SOCS3 and then stimulated with a TLR-7 ligand
(TLR-7L). D) Same as C, but PBMCS were silenced by siRNA specific for the SOCS1 gene. The

results of three independent experiments; values are expressed as the means = SEM.
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