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RESUMEN

El fibroblasto cardiaco (FC) es la célula encargada de la homeostasis de la matriz
extracelular (MEC), cumpliendo un rol estructural en el tejido cardiaco. Ademas, participan
en el proceso inflamatorio aportando con citoquinas y quimioquinas; y también de esta
forma participan en la homeostasis.

El FC es capaz de expresar moléculas de adhesion celular como por ejemplo ICAM-1 y
VCAM-1 lo que favorece la respuesta inflamatoria y el reclutamiento de leucocitos. Se
conoce que Angiotensina Il (ANG II) es un fuerte inductor de respuestas inflamatorias,
pero se desconoce si en FC aumenta ICAM-1y VCAM-1.

La Resolvina E1 (RvE1l) es un mediador lipidico que participa activamente en la
resolucion de la inflamacion, y se desconoce si la RVEL modula las respuestas
inflamatorias inducidas por ANG II.

El objetivo de este trabajo fue estudiar las vias transduccionales que son activadas por un
estimulo proinflamatorio como la ANG Il y un estimulo proresolutivo como la RVEL,
determinando ademas su rol como moduladores de la expresién de proteinas de adhesion
en el FC. Se demostr6 que tanto ANG Il como RvEL activan la via transduccional ERK1/2
y que RVE1l modula la actividad de ésta frente al estimulo de ANG Il. Igualmente se
evidencié que ANG Il aumentd la expresion de ICAM-1 y que el pretratamiento con RvVE1
disminuye este efecto de ANG Il sobre el FC, lo cual se tradujo en la disminucién de la
adhesion de monocitos derivados del bazo (SMC) a FC inducida por ANG II.

Los resultados de este trabajo sugieren que ANG Il induce la adhesién de SMC a FC a
través de ICAM-1, lo cual fue prevenido por RvE1 mediante la modulacion de la actividad
enziméatica de ERK1/2.

11



SUMMARY

RESOLVINA-E1 PREVENTS THE INCREASE OF ICAM-1 INDUCED BY ANGIOTENSIN
[ IN CARDIAC FIBROBLASTS

Cardiac fibroblast (FC) is the cell responsible for the homeostasis of the extracellular
matrix (ECM), fulfilling a structural role in cardiac tissue. In addition, they participate in the
inflammatory process contributing with cytokines and chemokines; and also in this way
they participate in homeostasis.

FC is capable of expressing cell adhesion molecules such as ICAM-1 and VCAM-1, which
favors the inflammatory response and leukocyte recruitment. It is well known that
Angiotensin Il (ANG 1) is a strong inducer of inflammatory responses, but it is unknown if
in FC increases ICAM-1 and VCAM-1.

Resolvin E1 (RvE1l) is a lipid mediator that actively participates in the resolution of
inflammation, and it is unknown whether RVvE1 modulates the inflammatory responses
induced by ANG II.

The objective of this work was to study the transduction signalling pathways that are
activated by a proinflammatory stimulus such as ANG Il and by a proresolutive stimulus
such as RvEL, also determining its role as modulators of the expression of cell adhesion
protein in the FC. We show that both ANG Il and RvVE1 activate the transduction pathway
ERK1/2 and that RvE1 modulates its activity against the stimulation of ANG Il. We also
shows that ANG Il increased the expression of ICAM-1 and that pretreatment with RVE1
decreased this effect of ANG Il on FC, which translated into a decrease in the adhesion of
monocytes cells derived from the spleen (SMC) to FC induced by ANG Il
The results of this work suggest that ANG Il induces the adhesion of SMC to FC through
ICAM-1, and RVEL1 prevented this effect by modifying the enzymatic activity of ERK1/2.
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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de trastornos del corazén y de
los vasos sanguineos. Son la principal causa de defuncion en todo el mundo, y afectan en
mayor medida a los paises de ingresos bajos y medianos: mas del 80% de las
defunciones por esta causa se producen en esos paises [OMS, 2018a].

La mayoria de las ECV pueden prevenirse actuando sobre factores de riesgo
comportamentales, como el consumo de tabaco, las dietas no saludables, la obesidad, la
inactividad fisica o el consumo nocivo de alcohol y utilizando estrategias que abarquen a
toda la poblaciéon [OMS, 2018b].

Uno de los factores de riesgo clave de las ECV es la hipertension arterial (HTA), la que
segun evidencias actuales afecta a mil millones de personas en el mundo, y es un
poderoso factor de riesgo para infarto de miocardio y accidentes cerebrovasculares. Los
investigadores calculan que la HTA es la causa por la que mueren anualmente nueve
millones de personas [OMS, 2013]. En Chile, es la principal causa de morbimortalidad y el
factor de riesgo de mayor carga atribuible para la patologia cardiovascular isquémica y
accidente cerebrovascular. La Encuesta Nacional de Salud (ENS) 2009-2010 encontré
una prevalencia de HTA de 26,9% [Lira, 2015], mientras que la ENS 2016-2017 indica que
un 27,6% de la poblacion presenta de sospecha de HTA [Departamento de

Epidemiologia, Ministerio de Salud, 2017].

1.2 FIBROBLASTO CARDIACO

El fibroblasto cardiaco (FC) corresponde a un tipo celular de naturaleza mesenquimal que
reside dentro del intersticio cardiaco [Deb & Ubil, 2014]. Los FC se identifican por su
morfologia aplanada en forma de huso y su capacidad para adherirse a las placas de
cultivo. Ademas, los FC carecen de membrana basal, muestran multiples procesos, tienen
un reticulo endopladsmico rugoso extenso, aparato de Golgi prominente y abundante
material granular citoplasmético [Snider et al., 2009].

El FC es el encargado de mantener la homeostasis de la matriz extracelular (MEC) la cual
sirve para soportar todos los tipos de células cardiacas [Deb & Ubil, 2014]. La MEC
cardiaca es densa e irregular, compuesta por colagenos intersticiales, proteoglicanos,
glicoproteinas. El FC aporta a la MEC con periostina, vimentina, fibronectina y colagenos
tipos I, lll, Vy VI [Ivey & Tallquist, 2016]. También expresa diversas metaloproteinasas de

matriz (MMP) que degradan la MEC. En el corazon sano, la sintesis y la descomposicion
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de la MEC estan estrechamente reguladas, pero en los estados patoldgicos, el aumento
de la expresion y la actividad de la MMP puede conducir a una excesiva degradacion y
renovacion de la MEC [Deb & Ubil, 2014].

Los FC no sélo modulan la homeostasis de las proteinas de la MEC, sino que también
responden a sefiales quimicas y mecanicas. También expresan una amplia variedad de
receptores a través de los cuales modulan la proliferacién y/o muerte celular, autofagia,
adhesion, migracion, expresion de citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y
diferenciacion a miofibroblastos cardiacos (MFC) [Diaz-Araya et al., 2015].

Cuando el FC secreta quimioquinas, citoquinas y expresa proteinas de adhesion, modifica
la funcién de las células cardiacas residentes como los cardiomiocitos, las células del
musculo liso vascular, células endoteliales y asi como también a las células inmunitarias
infiltrantes. Las quimioquinas secretadas por los FC desencadenan la quimiotaxis de
leucocitos, la que junto con la expresion de las proteinas de adhesion celular ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule-1) y VCAM-1(Vascular Cell Adhesion Molecule-1) por el
FC, promueven el reclutamiento de leucocitos, esto es, que promueven la migracién y
posteriormente la adhesion de leucocitos a los mismos FC, destacando el papel de los FC

en el inicio y desarrollo de la inflamacién cardiaca [Humeres et al., 2016].

1.3 ANGIOTENSINA I

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) y su principal producto Angiotensina
I (ANG 1), estan en el foco de la industria farmacoldgica debido principalmente al
tratamiento de la HTA [Herichova, 2016]. La ANG Il es una hormona clave en la
homeostasis cardiovascular y esta involucrada en el desarrollo de multiples ECV
[Jeppessen et al., 2011]. Se ha establecido que la ANG Il actia en forma endocrina para
mantener la presién arterial y el balance hidroelectrolitico. Sin embargo, las acciones de
ANG Il son numerosas, desde un efecto vasoactivo a un péptido capaz de regular
funciones celulares altamente especificas como la secreciébn de citoquinas y la
proliferacion celular [Pérez-Diaz et al., 2006].

La ANG Il regula varias funciones del FC tales como crecimiento, migracion e induccion
de la sintesis de colageno. En el FC la activaciéon de AT1-R por ANG Il aumenta la
expresion del Factor de Crecimiento Transformante B1 (TGF-B1), que es critico para el
desarrollo de la fibrosis cardiaca y la fibrosis inducida por ANG Il [Kurose & Mangmool,
2016]. Respecto de la ANG I, se ha demostrado que es un péptido con caracteristicas
proinflamatorias, y en este sentido, se ha demostrado que en células endoteliales la ANG

Il induce la expresion de las proteinas ICAM-1 y VCAM-1 [Liang et al., 2015]; mientras
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que en FC induce la expresion y secrecién de la proteina quimioatractante de monocitos-1
(MCP-1) [Omura et al., 2004].

1.4 INFLAMACION

Las respuestas inflamatorias agudas son generalmente protectoras para el huésped [Kai
et al.,, 2005]. La inflamacién cardiaca se activa para limitar el dafio tisular, eliminar
desechos y células muertas al iniciar el proceso de curacion. La inflamacién puede ser
aguda como respuesta necesaria a la infeccion o infarto al miocardio. Sin embargo, la
inflamacién aguda no controlada o inapropiadamente activada puede conducir a
inflamacién crénica persistente como en patologias de HTA, aterosclerosis, secuelas de
infarto al miocardio [Marchant et al., 2012] o enfermedades autoinmunes [Fairweather et
al., 2012], conduciendo finalmente a fibrosis y disfuncion del érgano. La progresion de la
inflamacién aguda a cronica desempefia un papel en muchas enfermedades humanas
comunes, es asi como en las ECV se ha determinado una gran expresion de mediadores
proinflamatorios [Kain et al., 2015]. En este proceso el FC actia como una célula
centinela para la respuesta inmune cardiaca con un papel activo en el control de la
persistencia de enfermedades inflamatorias regulando el cambio de inflamacién aguda a
persistente [Buckley, 2011].

La inflamacién desencadenada por ANG Il desempefia un importante papel en las ECV
[Schiffrin, 2014]. La HTA, especialmente asociada a elevados niveles plasmaticos de ANG
II, induce fibrosis y remodelado cardiaco [Ocaranza et al.,, 2014]. Ademas, ANG Il
promueve una serie de respuestas inflamatorias, incluyendo infiltracion de leucocitos,
diferenciacion de monocitos, diferenciaciéon de FC a MFC y expresion de moléculas de

adhesion en células endoteliales [Pastore et al., 1999].

1.5ICAM-1Y VCAM-1

Las moléculas de adhesion celular (CAM) son proteinas de superficie implicadas en la
modulacion de la comunicacién entre una amplia variedad de tipos de células [Springer,
1990]. ICAM-1 y VCAM-1 son dos miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas
(IgSF) que tienen implicaciones criticas en el reclutamiento e infiltracion de células
inflamatorias en el sitio de injuria. VCAM-1 une linfocitos y monocitos en circulacion que
expresan las integrinas a4B4 y a4B7, mientras que ICAM-1 es el contrareceptor para
integrinas 2, como LFA-1 y Mac-1 [Bevilacqua et al., 1994]. En la inflamacién cardiaca,
las células residentes y los leucocitos infiltrados secretan citoquinas capaces de activar la

transcripcion de las proteinas de adhesion, aumentando asi los niveles basales y
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perpetuando el reclutamiento y la transmigracion [Bevilacqua et al., 1985].

Cuando se produce dafio en el tejido cardiaco, los neutréfilos son las primeras células
atraidas al sitio de la lesion, seguidas por los monocitos y los linfocitos [Stramer et al.,
2007]. Los neutrdfilos acttan como la primera linea de defensa e inician una respuesta
inflamatoria aguda para fagocitar las células muertas y facilitar la reparacion del tejido
liberando grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS). También secretan
citoquinas proinflamatorias, MMP y catepsinas capaces de degradar la MEC [Ma et al.,
2013], y activan otras células del sistema inmunitario mediante la amplificacion del
reclutamiento de leucocitos [Lefkowitz & Lefkowitz, 2001].

Con respecto a las vias transduccionales implicadas en la expresion de estas proteinas
de adhesién, se ha demostrado que TNF-a activa las vias NF-kB, ERK1/2 y AKT, por las
cuales es capaz de aumentar la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y
VCAM-1. A este respecto, se ha demostrado que la activacién de las vias AKT y ERK1/2,
desempefnan un papel importante en la expresion de moléculas de adhesién, y se ha
implicado a NF-kB como un factor de transcripciébn clave en respuestas inmunes e

inflamatorias [Jiang et al., 2013].

1.6 ADHESION CELULAR A FIBROBLASTOS CARDIACOS

Durante la inflamacion tisular, los leucocitos son atraidos por las quimioquinas y cruzan
las paredes de los vasos. Una vez infiltrados, se mueven para encontrar la fuente de los
gquimioatractantes para finalmente limpiar el tejido lesionado, produciendo ademas
remodelacién local. ElI FC puede reclutar leucocitos mediante la liberacion de
quimioquinas, como MCP-1 y RANTES [Kacimi et al., 1998]. Los leucocitos producen
citoquinas que modulan el metabolismo y la diferenciacion del FC, provocando la
formacion de tejido de granulacion con la deposicion de proteinas de la MEC. La
interaccion de FC y leucocitos, exacerbaria la respuesta inflamatoria al aumentar la
produccion local de quimioquinas, aumentando el nimero de leucocitos y asi la respuesta
inflamatoria. La incapacidad de los fibroblastos para eliminar las células inmunes
reclutadas provocaria la acumulacion de estas en el tejido cardiaco provocando

inflamacién crénica [Diaz-Araya et al., 2015].

1.7 RESOLVINAS
Las Resolvinas son mediadores lipidicos proresolutivos especializados (SPM) endogenos,
derivados de la sintesis transcelular entre células endoteliales y leucocitos (esto significa

gue se requieren dos tipos celulares para su sintesis). Los SPM se identificaron en
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exudados inflamatorios y hasta el momento se han identificado cuatro familias distintas:
Lipoxinas (Lx), Resolvinas (Rv), Protectinas (PD) y Maresinas (MaR). Hasta la fecha,
todos los SPM parecen estar involucrados en la resolucion de la inflamacion aguda,
actuando como potentes agonistas que pueden controlar la duracion y magnitud de la
inflamacién [Serhan, 2009]. De entre las nuevas clases de SPM, las Rv corresponden a
pequefias moléculas estereoespecificas identificadas por primera vez por andlisis basado
en sistemas lipidomicos de exudados murinos asociados a la resolucion espontanea de la
inflamacién aguda. El &cido eicosapentaenoico (EPA) da origen a la serie E de las
resolvinas (RvVE1), mientras que el acido decosahexaenoico (DHA) origina la serie D de
las resolvinas (RvD1). Sus receptores son ChemR23 y ALX/FPR2 (ambos asociados a
proteina G del tipo Gi/Go), respectivamente, y se encuentran distribuidos en una gran
variedad de tejidos [Serhan et al., 2011].

Existe una gran cantidad de evidencia que indica que las Rv poseen poderosas acciones
antiinflamatorias e inmunoreguladoras que incluyen el bloqueo de la produccién de
mediadores proinflamatorios y la regulacion del trafico de leucocitos [Serhan et al., 2008].
En este sentido, se ha observado in vivo que las Rv detienen la infiltracion y
transmigracion de PMN, ademas de reducir la expresién de citoquinas [Serhan et al.,
2011]. Investigaciones recientes, demuestran que las Rv no solo son mas potentes que
los tratamientos actuales con antiinflamatorios, sino que ademas, su utilidad se extiende a
diversos tejidos y/o patologias incluyendo: vascular, respiratorio, dérmico, renal, ocular,
cancer, fibrosis y cicatrizacion, pero poco se sabe de su utilidad a nivel cardiaco [Serhan
et al., 2015].

1.8 RESOLVINA E1

RVEL1 se biosintetiza a partir de EPA. Actla de forma autocrina y paracrina para luego ser
inactivada localmente por metabolismo especifico. Este mediador interactla
selectivamente con receptores especificos para inhibir la infiltracion adicional de
leucocitos, la generacién de citoquinas y quimioquinas, inducir la apoptosis de los PMN y
su eliminacion por los macréfagos, y asi de esta forma restaura la homeostasis tisular
[Balta et al .,2017].

La RVEL interactia con las células por medio de receptor acoplado a proteina G (GPCR).
El receptor ChemR23 transduce sefiales en monocitos y células dendriticas, estimulando
la regulacion negativa de la expresion de IL-12 [Serhan et al., 2011]. Ademas, las RVE1
también interactian con BLT1 (receptor de leucotrienos B4 LTB4) expresado en PMN

[Arita et al., 2007]. Por lo tanto, RVE1 interactia selectivamente con los GPCR presentes
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en distintas células para regular el proceso inflamatorio y promover la resoluciéon

modulando las vias transduccionales de fosforilacion intracelular [Arita et al., 2005].
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Figura 1. Acciones multinivel y de tipo celular especificas de RvE1l. RvE1l activa MAPK en monocitos,
provoca fosforilacion de rS6 en macréfagos y reduce la produccidon y migracion de IL-12 en células
dendriticas. RVE1 también induce la expresién de una molécula antiadhesiva CD55 en la superficie apical del
epitelio de la mucosa, promoviendo la eliminacion de PMN a través de la superficie de la mucosa. Ademas,
RVEL1 interactia directamente con BLT1 en PMN humanos, inhibiendo la movilizacion de calcio, la activacion
de NF-kB in vitro y la infiltracion de PMN in vivo. Por lo tanto, RvE1 actua como un agonista para ChemR23 en
células mononucleares y dendriticas, asi como un antagonista para sefiales BLT1 en PMN [Serhan et al.,

2011].
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1.9 RELACION ENTRE FIBROBLASTO CARDIACO Y RESOLVINA E1.

Actualmente no hay publicaciones sobre RvVE1 sobre FC, pero si las hay en fibroblastos
renales [Qu et al., 2012]. Resultados en nuestro laboratorio muestran que en FC tratados
con RVE1 y LPS se reducen los niveles de expresion de proteinas de adhesion y de esta
manera la adhesion de leucocitos al FC, favoreciendo la resoluciéon de la inflamacion
[Ramirez, 2017].

Por otro lado, y tomando en cuenta los antecedentes anteriormente expuestos, es
conocido que en FC, la ANG Il contribuye a la quimiotaxis de leucocitos, ya que
desencadena la expresion de MCP-1 [Omura et al., 2004], pero no se sabe si es capaz de
inducir la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en FC. Por lo tanto, estudiar si en FC la ANG I
induce la expresion de ICAM-1y VCAM-1 y de esta forma modular procesos inflamatorios
puede ser relevante en el desarrollo de las ECV. Mas auln, el estudiar si la RvVE1l puede
modular los efectos mediados por ANG Il originaria nuevos enfoques terapéuticos en la

inflamacién cardiaca. Con estos antecedentes se formula la siguiente hipétesis:
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2. HIPOTESIS
La Resolvina E1 disminuye la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 inducida por ANG I,

regulando sus vias transduccionales.

3. OBJETIVO GENERAL
Estudiar en los fibroblastos cardiacos si la Resolvina E1 disminuye la expresion de ICAM-

1y VCAM-1 inducidas por Angiotensina Il.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Demostrar que Angiotensina Il aumenta la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en

fibroblastos cardiacos.

o Demostrar que Angiotensina Il induce el aumento de ICAM-1 y VCAM-1 a través
de la activacién de las vias MAPK/ ERK1/2, AKT y NF-kB.

e Demostrar que la Resolvina E1 disminuye la expresion de ICAM-1 y VCAM-1
inducida por Angiotensina Il en fibroblastos cardiacos, modulando la activacion de
las vias MAPK/ ERK1/2, AKT y NF-kB.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos.

Suero fetal bovino (FBS), tripsina/EDTA, estandar de peso molecular y compuestos
organicos e inorganicos fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Germany). Reactivos
para quimioluminiscencia (ECL) fueron comprados en PerkinElmer Life Sciences (Boston,
MA). Material de plastico estéril fue obtenido en Corning Inc. (New York, NY). Anticuerpo
primario p-p44/p42 MAPK (T202/Y204) rabbit mAb, p-NF-kappaB p65 (s536) (93H1) rabbit
mMAD, p-AKT (S473) (D93), GAPDH (14C10) rabbit mAb, anticuerpo secundario Anti-rabbit
IgG HRP-linked antibody, PD98059 fueron comprados a Cell Signaling Technology
(CST)(MI, EEUU). Anticuerpo primario anti ICAM-1 fue adquirido en Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Texas, EEUU). Anticuerpo primario anti VCAM-1 fue comprado en
Abcam (Cambridge, MA). Ficoll -Histopaque® 1083 y Angiotensina 1l humana fue
comprado a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Colagenasa tipo Il (CAS 9001-12-1) y Trypan
Blue Stain (CAS 15250-061) fueron comprados a Life Tecnologies Corporation (CA,
EEUU). RvE1l (CAS 872993-05- 0) fue comprado a Cayman Chemical Company (M,
EEUU).

5.2 Animales.

Ratas Sprague-Dawley adultas de 6-8 semanas de edad fueron obtenidas en el Bioterio
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los
animales se mantuvieron en jaulas (con ciclos de luz/oscuridad de 12 h) y libre acceso a
alimento y agua. Todos los estudios fueron desarrollados cumpliendo la Guia de la NIH
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, actualizada en el 2011
(http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for- the-Care- and-Use- of-Laboratory- Animals), y
los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

5.3 Aislamiento de fibroblastos cardiacos.

FC fueron aislados de ratas macho Sprague-Dawley usando digestion enzimatica. Las
ratas fueron anestesiadas con una inyeccién de ketamina/xilazina 2:1 y los corazones
extraidos en un ambiente aséptico. Se removieron las auriculas y los ventriculos fueron
cortados en trozos pequefios (1-2 mm) para luego ser sometidos a incubacion con
colagenasa tipo Il. El producto de la digestion fue separado mediante centrifugacion a
1000 RPM por 10 min. El pellet fue resuspendido en 10 ml de DMEM/F12 suplementado
con 10% de FBS y antibidticos (estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 Ul/ml,
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anfotericina B 0.25 pg/ml) y cultivados en una atmésfera con 5%C0./95%0, y 37°C hasta
confluencia (10-13 dias).

5.4 Western blot (WB).

Se usoé el sistema de WesternBlot para evaluar los niveles de expresion de proteinas
fosforiladas y moléculas de adhesion. La proteina celular total se extrajo desde placas de
60 mm que se lavaron con PBS frio no estéril (1 mL x 2 veces). Luego se agregd 60 uL
buffer de lisis y se rasp6 cuidadosamente. Se recolectd el contenido liquido de la placa en
tubos Eppendorf. Se centrifugé a 4°C, 15.000 RPM por 10 min. Se recolecté 55 pL de
muestra. El método de Bradford se us6 para determinar la concentracion de proteina e
igualar en las muestras de los diferentes grupos mediante ajuste. Para esto se tomo6 5 uL
de muestra para cuantificar por Bradford. El resto de 50 yL de muestra se le agregé 1/3
de buffer de carga desnaturante conteniendo beta-mercaptoetanol (16,6 mL), lo cuales se
colocaron en agua a 100°C por 5 minutos para denaturar las proteinas.

La electroforesis mediante la técnica SDS-PAGE se realiz6 en base a 25 ug de carga total
de proteina/carril (cantidades equivalentes de proteinas fueron separadas). Después de la
electroforesis, la proteina en el gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. El gel
se bloqued con leche sin materia grasa en polvo al 5% (preparada con 0,5% de solucién
salina tamponada con Tris-Tween® (TBST)) a temperatura ambiente durante 1 h. Se
afiadié anticuerpos primarios respectivos, durante la noche a 4°C (P-p44/p42 MAPK
1:2000, P-NF-kB p65 1:1000, P-AKT 1:2000, ICAM-1 1:5000, VCAM-1 1:10.000 y GAPDH
1:3000). Se incub6 el anticuerpo secundario (1:3000) por 2 h a temperatura ambiente.
Luego se lavo tres veces (5 min) en un agitador orbital a temperatura ambiente con TBST.
Se utiliz6 ECL para la inmunodeteccion. Los niveles de proteina fueron determinados
mediante densitometria utilizando ImageJ (Bethesda, MD) y normalizados con el nivel

correspondiente de GAPDH.

5.5 Aislamiento de SMC a partir de bazo.

Para la obtencion de SMC (células mononucleares de bazo, principalmente linfocitos y
monocitos), desde la cavidad abdominal se disectaron bazos de ratas Sprague Dawley,
los cuales fueron recibidos en una placa con 4 mL de PBS 1X estéril para luego ser
triturado vy filtrado a través de un tamiz de disociacion celular (tamafio de poro: 380 pum)
hasta la obtencion de una suspension homogénea. Para depletar granulocitos y
eritrocitos, se utilizé Ficoll-Histopaque® 1083 en relacion 1:1 con lo obtenido en la

suspension celular, para luego ser centrifugado en centrifuga swinging bucket con rotor en
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180° a temperatura ambiente por 30 minutos y 400G. La interface rica en SMC se recibio
y se lavdé dos veces con PBS 1X, pH 7.4. Finalmente, los SMC purificados fueron
centrifugados y resuspendidos en PBS + 3% FBS para experimentos posteriores.

5.6 Ensayo de adhesion in vitro y tincion con cristal violeta.

Se sembraron 50 mil células en DMEM-F12 + FBS 10% en placas de 35 mm para
estimulo correspondiente. Luego de pasadas las horas de estimulo, se retird el medio y se
lavé una vez con PBS 1X estéril y luego se agreg6 DMEM-F12. Teniendo este nuevo
medio de cultivo, se agregd células leucocitarias en relacion 1:5 (FC: SMC) y se dejo
actuar durante dos horas. Se retir6 el medio y se lavé suavemente, dos veces con PBS
1X estéril. Se agreg6 1 ml de cristal violeta (5 mg/ml, MeOH 20%) y se dej6 actuar
durante 20 minutos. A continuacion, se lavo las placas con agua destilada y se dej6 secar

a temperatura ambiente hasta analizarlas mediante microscopia Optica.

5.7 Andlisis estadistico.

Todos los datos son presentados como el promedio + SD de al menos tres experimentos
independientes. Las diferencias entre parametros fueron evaluados mediante andlisis
ANOVA de dos vias por cada variable. Se continud el andlisis con el test de Tukey para
comparar los efectos de las distintas condiciones en los parametros. El nivel de
significancia establecido fue de p<0.05. Se utilizé el software GraphPad Prism 6.0 (La

Jolla, CA) para los analisis estadisticos.
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6. RESULTADOS

6.1 Activacion de las vias transduccionales ERK 1/2, NF-kB y AKT inducidas por
ANG Il en FC.

Es bien conocido que ANG Il por medio del AT1-R es capaz de modular varias funciones
en el FC, por lo que fue de interés conocer las vias transduccionales activadas por ANG I
en nuestro modelo. Para ello se realiz6 un estudio temporal de la fosforilaciéon de las
proteinas ERK1/2, NF-kB y AKT frente un estimulo como ANG Il 1 yM. Como se aprecia,
en la Figura 2, ANG Il a los 15 min indujo la fosforilacibn y consecuentemente la
activacion de la proteina ERK1/2 (figura 2A). Por otro lado, a los mismos tiempos de

estudio, los resultados mostraron que ANG Il no fue capaz de inducir la activacion de las
vias AKT (figura 2B) o NF-kB (figura 2C).
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Figura 2.Efecto de ANG Il en las vias transduccionales ERK1/2, NF-kB y AKT. Los FC se trataron con
ANG Il 1 pM, y se determind la activacion de las vias ERK1/2 (A), PI3BK/AKT (B) y NF-kB (C), entre 0-120 min
mediante WB. En la imagen superior se observa una imagen representativa y en la inferior al analisis grafico.

Como control de carga se utiliz6 GAPDH. *p< 0,05 vs control.Los resultados se expresan como promedio +
SD. (n=3).
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6.2 Activacion de las vias transduccionales ERK 1/2, NF-kB y AKT inducidas por
RVE1l en FC.

En la literatura existe informacién controversial, aunque en otros tipos celulares, respecto
de las vias transduccionales activada por RVE1l. Por lo tanto, y debido a la falta de
evidencias que haga referencia a como actla la RVE1 en el FC de rata adulta, se evalud
si RVE1l (100 nM) modula las vias transduccionales ERK1/2, AKT y NF-kB. Como se
aprecia en la Figura 3, la RVE1 indujo la fosforilacion y consecuentemente la activacion de
la proteina ERK1/2(figura 3A) de forma significativa a los 15 min. Por otro lado, a los
mismos tiempos de estudio, los resultados mostraron que no ocurri6 una activacion
significativa de las vias AKT (Figura 3B) o NF-kB (Figura 3C).
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Figura 3. Efecto de RvVE1 en las vias transduccionales ERK1/2, NF-kB y AKT. Los FC se trataron con
RVE1 100 nM y se determiné la activacion de las vias ERK 1/2 (A), PI3BK/AKT (B) y NF-kB (C), entre 0-60 min
mediante WB. En la imagen superior se observa una imagen representativa y en la inferior al andlisis gréfico.

Como control de carga se utilizé GAPDH. *p<0,05 vs control. Los resultados se expresan como promedio +
SD. (n=3).
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6.3 Modulacion de la via transduccional ERK1/2 activada por RVE1 y ANG Il en FC.
Debido a que en los experimentos anteriores la Unica via transduccional que mostré
activacion en los tiempos propuestos fue la via ERK1/2, el siguiente experimento busco
encontrar como la activacion de esta via transduccional (fosforilacion), se ve afectada por
ambos estimulos. Nuestros resultados en la Figura 4, muestran en primer lugar que a los
15 min tanto RVvE1 como ANG Il inducen una marcada fosforilacion de las proteinas
ERK1/2 con respecto al control. Sin embargo, el pretratamiento de los FC solo con RvE1
durante 15 min y luego con ANG Il por otros 15 min mostré que hay una disminucion en la
fosforilacion de ERK1/2, siendo este resultado estadisticamente significativo con respecto
a la activacion provocada por ANG Il a los 15 min.
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Figura 4. Efecto de RVE1 y ANG Il en la activacion de la via ERK1/2. FC se trataron con RvE1 100 nM 15
miny con ANG Il 1 yM 15 min. También los FC se pretrataron con RvE1 100 nM 15 min y luego ANG Il 1 uM
15 min. Se determind la activacion de la via transduccional ERK1/2 mediante la técnica de WB. En la imagen
superior se observa una imagen representativa y en la inferior al analisis grafico. Como control de carga se

utiliz6 GAPDH. ** p<0,01 vs control y %p<0,05 vs ANG II. Los resultados se expresan como promedio + SD.
(n=3).
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6.4 Evaluacion de la expresion de ICAM-1y VCAM-1 inducidas por RVE1 y ANG Il en
FC.

Las proteinas de adhesién ICAM-1 y VCAM-1 participan en el proceso inflamatorio y son
responsables de la interaccion entre diversos tipos celulares. Se desconoce si RVEL es
capaz de modular la expresion de proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1 inducidas por
ANG I, por lo cual se estudiaron sus niveles de expresion.

Los resultados muestran en la Figura 5A que el tratamiento con ANG Il durante 24 h
indujo un aumento estadisticamente significativo en la expresion de ICAM-1 con respecto
al control. Por otro lado, los resultados muestran que RvE1l también por 24 h, no fue
capaz de inducir cambios en los niveles de expresion de la proteina ICAM-1; sin embargo,
el pretratamiento con RvVELl durante 15 min, previno de una manera estadisticamente
significativa el aumento inducido por ANG Il por 24 h. Como control positivo se utiliz6 LPS,
el cual es un reconocido estimulo del receptor TLR4 que induce la expresiéon de ICAM-1.
Los resultados de la Figura 5B, muestran que el tratamiento durante 24 h con ANG Il
indujo una disminucién estadisticamente significativa de la expresién de VCAM-1 con
respecto al control. Por otro lado, los resultados muestran que RvE1 también por 24 h, no
indujo cambios en los niveles de expresion de la proteina VCAM-1; sin embargo, el
pretratamiento con RvE1 durante 15 min, no previno la disminucién inducida por ANG Il
por 24 h. Como control positivo se utilizd6 LPS, el cual es un reconocido estimulo del

receptor TLR4 que induce la expresion de VCAM-1.

27



A B
ICAM-1| " S e s e B8kDa VCAM-1 /S S S e - 100kDa

Lol I —— Ll GAPDH|,...-|35kDa

O

g
o
]

*%

s

{ *

I—I_%

w
1
-
ul
[

o
3]
1

ICAM-1
(veces sobre el control)
%
VCAM-1
(veces sobre el control)
=
T

<
o
9

> > N
é@ ec,)\ \96 (@} f<>' 0\ A Q%
Q?‘

Figura 5. Efecto de RVE1 y ANG Il sobre los niveles de expresion de ICAM-1y VCAM-1. Los FC se
trataron con RvVE1 (100 nM por 24 h), ANG Il (1 uM por 24 h), pretratamiento de RvE1 (100 nM por 15 min) y
luego ANG Il (1 uM por 24 h). LPS por 24 h fue utilizado como control positivo. Se determinaron los niveles de
expresion de ICAM-1 y VCAM-1 por WB. En la imagen superior se observa una imagen representativa y en la
inferior al andlisis grafico. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. (A) **p<0,01 ANG Il vs control y ANG Il vs
RVE1; %p<0,05 RVE1/ANG Il vs ANG II. (B) *p<0,05 ANG Il y **p<0,01 RVE1/ANG Il vs Control; *p<0,05
RVE1/ANG Il vs RVEL. Los resultados se expresan como promedio = SD. (n=3).

6.5 Evaluacién de la participaciéon de la via ERK1/2 en la modulacién de los niveles
de expresion de ICAM-1 por ANG Il en FC.

En nuestro estudio de vias de transduccion activadas por ANG Il solo obtuvimos la
activacion de la via ERK1/2. Por lo tanto, estudiamos si esta via estaba implicada en los
niveles de expresion de ICAM-1. Para ello, se utilizé el inhibidor de ERK1/2 (PD98059 10
MM). Los FC fueron pretratados con el inhibidor por 30 min para luego ser estimulados con
ANG Il 1 uM por 24 h. Los resultados muestran en la Figura 6, que ANG Il tiende a
aumentar los niveles de expresion de ICAM-1, aunque en este experimento no alcanzé
una diferencia estadisticamente significativa. Por otro lado, en el pretratamiento con
PD98059 durante 30 min y luego ANG Il por 24 h, se observo una tendencia a disminuir

los niveles de expresion en comparacion con los niveles de expresion logrados por ANG
Il.
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Figura 6. Participacion de via transduccional ERK1/2 en la expresién de ICAM-1 inducido por ANG II.
Los FC se trataron con ANG Il (1 uM por 24 h), PD98059 (10 pM por 24 h) y PD98059 (10 pM por 30 min/ANG
Il por 24 h). Se determind la expresién de ICAM-1 por WB. En la imagen superior se observa una imagen
representativa y en la inferior al analisis grafico. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. Los resultados se
expresan como promedio + SD. (n=3).

6.6 Evaluacioén del efecto de RVEL en la adhesion de SMC sobre FC inducida por
ANG II.

Para determinar el efecto de ANG Il y RvE1 sobre la adhesion de SMC sobre FC, se
realizaron ensayos de adhesién con FC estimulados con ANG Il 1uM y RvE1 100 nM
durante 24 h. Una vez que se cumplieron los tiempos de estimulo, los FC fueron
incubados con SMC, segun protocolo de adhesién (ver seccion métodos), en donde luego
se obtuvieron las fotografias de la Figura 7 con un aumento 10x por microscopia. En los
resultados de la Figura 8, se aprecia que ANG Il es capaz de aumentar la adhesion de
SMC significativamente con respecto al control, mientras que los FC estimulados solo con
RVE1 no se vio afectada su capacidad de adhesion. Por otro lado, al realizar primero un
estimulo con RVE1l 15 min y luego con ANG Il por 24 h se observa una notable
disminucion en la adhesion. Al usar PD98059 10 uM por 24 h (inhibidor ERK1/2) no se

observan diferencias con respecto al control pero si con respecto a la adhesién producida
por ANG II.
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Figura 7.Fotografias representativas (10X) que demuestra la adhesion de SMC sobre FC. Las flechas
sefialan SMC en distintas condiciones de tratamiento. Se realiz6 tincién con cristal violeta.
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Figura 8. RVE1 disminuye la adhesion de SMC inducida por ANG Il en el FC. Se sembraron 50.000
FC/pocillo y estimularon con RVE1 (100 nM por 24 h), ANG Il (1uM por 24 h), RvE1 (100 nM por 15 min)/ANG
II(1uM por 24 h) y PD98059 (10 uM por 30 min)/ RvVE1 (100 nM, por 15 min)/ANG Il (1uM por 24 h). Los SMC
fueron aislados segun protocolo para ser agregados durante 2 h con los FC. ***p<0.001 y ****p<0,0001. Los
resultados se expresan como promedio + SD, de la suma de los SMC adheridos a FC en 10 secciones
diferentes de la muestra. (n=3).
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se investigaron las vias transduccionales activadas por ANG Il y
RVE1L; y su relacion con el rol proinflamatorio de la ANG Il, asi como también con el rol
antiinflamatorio y pro-resolutivo de RVEL1 frente al estimulo ANG I, a través del estudio de
los niveles de expresién de proteinas ICAM-1 y VCAM-1 y su importancia en la adhesion
celular.

Los principales resultados obtenidos demuestran que ANG Il es capaz de aumentar la
expresion de ICAM-1 a través de la activacion de la via ERK1/2. RvE1l es capaz de
modular la activacién de la via ERK1/2 inducida por ANG Il. Ademé&s, RVE1 no provoca
aumentos en los niveles de expresion de ICAM-1 y VCAM-1, pero si es capaz de producir
una disminuciéon de la expresién de ICAM-1 inducida por ANG Il, y por consiguiente una

disminucién en la adhesion celular.

7.1 Activacion de las vias transduccionales ERK 1/2, NF-kB y AKT inducidas por
ANG Il en FC.
Entre los procesos bien conocidos y que son mediados por ANG Il en el FC es que induce
un aumento en la proliferacion celular y en la sintesis de colageno tipo I, los que si se
hacen crénicos conducen a fibrosis cardiaca. Sin embargo, son menos conocidos los
efectos de ANG Il a nivel proinflamatorio.
En primer lugar, en FC de rata adulta estudiamos las vias transduccionales que son
activadas por ANG Il. Las MAPKs son proteinas quinasas especificas de serina/treonina
que responden a estimulos extracelulares y regulan diversas actividades celulares, tales
como proliferacion y sobrevida. La via transduccional ERK1/2, se activa preferentemente
en respuesta a las hormonas y regula la proliferaciéon celular [Zhang et al., 2012].
Los resultados obtenidos mostraron un aumento en la fosforilacion de la proteina ERK1/2
al ser estimulada con ANG Il 1 uM, la cual va disminuyendo hasta niveles similares al
control a los 60 min. Otros estudios han mostrado que la fosforilacién de esta proteina ya
esta presente desde los 5 min con ANG 1l 100 nM [Olson et al., 2008] 0 a los 10 min con
ANG Il 1nM [Okada et al., 2010]. De hecho, en modelos de FC de raton neonato
estimulados con ANG I, la activacion de esta via va en aumento desde 2 h hasta 6 h post
estimulo [Gang et al., 2018], mientras que en FC de rata neonata Sprague Dawley el

maximo se logra a las 3 h y luego disminuye [Zhang et al., 2012].
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La via de sefializacion AKT se considera que juega un papel critico en la mediacion de las
sefiales de crecimiento en una amplia gama de tipos de células [He et al., 2008]. En
nuestro estudio, la fosforilaciéon de AKT inducida por ANG II, en los tiempos escogidos
para realizar las mediciones, no demostrd variaciones con respecto al control. En la
literatura existen resultados diferentes a los nuestros con respecto a la fosforilacion de la
via AKT, los que dependen del estimulo y del tipo celular. En particular en nuestro
laboratorio hemos demostrado que la via AKT se fosforila a partir de los 30 min cuando se
estimula con LPS [Bolivar et al., 2017]. Por otro lado, en otro estudio en FC de ratas
machos, que fueron tratados con ANG Il 1 yM y se vio un aumento temprano en la
fosforilacion de AKT a los 2,5 min, volviendo a un nivel basal a los 10 min [Tian et al.,
2003]. Otro estudio también en FC da ratas adultas mostrd que la activacion de AKT por
Arginina Vasopresina (AVP) 0,1 uM se logré a los 5 min post tratamiento [He et al., 2008].
Todo lo anterior, tomado en su conjunto nos permite concluir que la activacion de esta via
es dependiente del estimulo y del tiempo de estimulo; por lo tanto, en nuestros resultados
no descartamos que la activacion podria ser a tiempos mas tempranos que los
establecidos en este estudio. Finalmente, es bien conocido que el estado de fosforilacion
de las proteinas de sefalizacion es dependientes del fino equilibrio entre quinasas vy

fosfatasas, las cuales pueden fosforilar y defosforilar en cuestion de segundos o0 minutos.

Por otro lado, el factor de transcripcion NF-kB desempefia un papel fundamental en las
respuestas inflamatorias ya que induce la expresion de varias citoquinas proinflamatorias
como TNF-a e IL-6. Al evaluar la activacion de NF-kB no se obtuvo activacién alguna de la
via de manera significativa. En la literatura existen resultados diferentes a los nuestros
con respecto a la fosforilacion de la via NF-kB, los que dependen del estimulo y del tipo
celular. En particular en nuestro laboratorio hemos demostrado que la via NF-kB se
fosforila a partir de los 5 min cuando es estimulado con LPS y su fosforilacion permanece
por 30 min [Bolivar et al., 2017]. Nuestros resultados son coincidentes con experimentos
en donde no ocurrié un aumento en los niveles de fosforilacion de NF-kB por ANG Il 1 nM
a los 10 min [Okada et al., 2010]. Por otro lado, la activacion de esta via también se ha
observado a tiempos mas tardios, por ejemplo, hay aumentos inducidos por ANG Il a las 6
y 24 h en modelo murinos C57BL/J6 [Chen et al., 2015], y del mismo modo, en otra
investigacion se determiné que ANG Il a un tiempo de 48 h provoca la activacion de NF-

KB [Thakur et al., 2014]. En resumen, en conjunto nuestros resultados y los de la literatura
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podemos concluir que ANG Il no induce la activacion de la via NF-kB a tiempos

tempranos.

7.2 Activacion de las vias transduccionales ERK 1/2, NF-kB y AKT inducidas por
RVE1 en FC.

Hasta la fecha no hay datos que nos indiquen las vias activadas por RvVE1 en el FC de
ratas adultas. Los resultados obtenidos en primera instancia nos indican que las vias
transduccionales AKT y NF-kB no son activadas en los tiempos analizados. Mientras que
nuestros resultados mostraron que RVELl induce una temprana fosforilacion de las
proteinas ERK1/2 a los 15 min. En la literatura encontramos que en fibroblastos de rifion
de rata, hay una activacion en la via AKT entre 6 y 15 min, de forma similar en la via
ERK1/2 [Qu et al, 2012]. Por otro lado, en fibroblastos sinoviales, la activacion del
receptor ChemR-23 por chemerina activa AKT con un maximo a los 5 min [Kaneko et al,
2011]. Lo anterior reafirma que la via AKT es de activacion temprana, y que su activacion
es tiempo y estimulo dependiente, que en nuestro caso no fue posible apreciar. Por otro
lado, se ha observado que la RVE1 no aumenta la activacion y translocacion de NF-kB en
células RAW264.7 [Flescher et al., 2014]; sin embargo, en células HEK-ChemR23 se
observé que al tratar con toxina pertussis se inhibié la activacién de NF-kB inducida por
RVEL1 [Arita et al., 2005].

Conocer como RVEL participa en el proceso inflamatorio y promueve la resolucién es
interesante y novedoso. Resolvin E1 activa directamente ChemR23 en células
mononucleares y células dendriticas, y en neutréfilos humanos inhibe directamente el
receptor de leucotrieno B4, denominado BLT1. De esta forma, modula el comportamiento
de diversos tipos de células inmunes. Se ha demostrado que RvE1l disminuye la
infiltracion de PMN, que aumenta la fagocitosis de los neutréfilos apoptéticos por los
macrofagos y que inhibe la respuesta inflamatoria del tejido huésped [Torricelli et al.,
2014]. Estos resultados indican que RvE1 desencadena un amplio perfil de estimulos y la
via transduccional que activa para ejercer los efectos proresolutivos es dependiente del

tipo celular.

7.3 Modulacion de la via transduccional ERK1/2 que ejerce RVE1 sobre ANG Il en
FC.

En el presente estudio, solo la via ERK1/2 mostré ser activada por los estimulos de ANG

Il'y RVEL; sin embargo, desconocemos como estas vias interaccionan entre si. Por otro

lado, la RvEL1 tiene un marcado efecto antiinflamatorio [Serhan et al., 2011], mientras que
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ANG Il tiene efectos proinflamatorios. Por lo tanto, evaluar la conversacion cruzada entre
las vias activadas por ambos estimulos fue un interesante objetivo. En este sentido, y en
el contexto de enfermedades cardiacas, RVE1l ha sido capaz de demostrar actividad
protectora frente a determinados estimulos agresores. Se han realizado estudios in vivo e
in vitro, y los resultados indican que RVE1l aument6 la activacion de las vias
transduccionales AKT y ERK1/2. In vitro se encontr6 un efecto protector directo en los
cardiomiocitos contra la lesion por isquemia-reperfusion; mientras que en el estudio in vivo
disminuyé los limites de tamafio del infarto cuando se administra por via intravenosa
antes de la reperfusion [Keyes et al., 2010].

En nuestro caso en particular el pretratamiento con RvE1 15 min fue capaz de disminuir la
fosforilacion ERK1/2 inducida por ANG Il también a los 15 min. Estos resultados son
bastantes interesantes y originan un gran variedad de preguntas a las cuales no tenemos
respuestas. Debido a que ANG Il y RvEL inducen la fosforilacibn de ERK1/2, nosotros
esperamos un efecto sinérgico entre ambos estimulos, es decir un mayor nivel de
fosforilacion de la proteina ERK1/2; sin embargo, ocurrié lo contrario y se observo
disminucién de la activacién provocada por ANG Il. Uno de los motivos por los cuales se
podria explicar esto, es que la RvVE1l en primera instancia, llevd a cabo su activacion
ocupando gran parte de ERK1/2 disponible en la célula y luego ANG Il tenia menos
cantidad de ERK1/2 para activar. Lo anterior se puede explicar debido a que la literatura
describe que los estimulos para las fosforilaciones llegan a activar en primera instancia
hasta un 70% del total de la ERK1/2 celular [Wainstein & Seger, 2016], quedando menos
disponible para un segundo estimulo. Otro motivo puede deberse a la existencia de
moléculas reguladoras de la magnitud de la fosforilacibn de ERK1/2, como por ejemplo
KSR, Ubiquitina Ligasa E3, MP-1. Es por esto, que estimulos distintos podrian ser
modulados por estos reguladores para dar diferencias cuali y cuantitativas en la actividad
[Ebisuya et al., 2005]. La comprension de estos fendmenos puede ser motivo para
estudios posteriores.

En otros estudios se ha demostrado que RVE1 es capaz de inhibir la fosforilacion de las
vias ERK1/2 y AKT inducida por Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas - BB
(PDGF-BB) después de 8 h [Qu et al.,, 2012]. Para seguir resaltando un posible rol
protector de RVE1, se ha visto que en otros modelos es capaz de modular la activacion de
vias transduccionales activadas por otros estimulos. Por ejemplo, al usar RvE1l como
pretratamiento en un modelo de lesion hepatica inducida por Concanavalina A, se

demostré que RVEL fue capaz de inhibir la activacion de NF-kB y la degradacion de IkBa
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e IKKB, ademas de la inhibicién de las MAPKs; JNK, p38 y ERK1/2 [Kuang et al., 2016].
Resultados similares se obtuvieron con NF-kB en células BV2 pretratadas con RvEl y
luego con LPS, aunque en las vias MAPK: p38 y ERK1/2 no se observaron cambios ni por
LPS ni por RVE1L [Rey et al., 2016].

Con estos resultados en forma colectiva podriamos sugerir un posible rol protector de
RVE1l debido a algun tipo de interaccion en las vias que frenarian la activacién y los
efectos proinflamatorios que puede llevar a cabo la ANG Il en el FC.

7.4 Evaluacién de la expresion de ICAM-1y VCAM-1 inducidas por RVE1 y ANG Il en
FC.

En los FC las proteinas ICAM-1 y VCAM-1 estan expresadas constitutivamente, pero
durante un evento inflamatorio cardiaco se ha visto un aumento en los niveles de
expresion de CAMs, los que se han asociado a la infiltracion y activacion de leucocitos al
sitio de injuria. Tal incremento se ha reportado al estimular células cardiacas con LPS, IL-
1, TGF-B1, ésteres de forbol, entre otros [Olivares-Silva., 2016]. Resultados previos de
nuestro laboratorio han mostrado que la RvVE1 por si sola en una manera dependiente de
la concentracion y del tiempo no modifico significativamente los niveles de expresion de
ICAM-1 y VCAM-1 [Ramirez., 2017]; y resultados de esta tesis corroboran esos hallazgos
previos, pues nuestros resultados no muestran aumentos en los niveles de las CAMs
inducidos por RVE1.

Por otro lado, nuestros resultados demostraron que ANG Il fue capaz de provocar un
aumento significativo en la expresion de ICAM-1, mientras que los niveles de VCAM-1
tienden a disminuir. Sin embargo, el pretratamiento con RvE1 y luego con ANG Il logra
una disminucién significativa en los niveles de ICAM-1 con respecto a los niveles
inducidos por ANG Il. Estos resultados son coincidentes con hallazgos previos de nuestro
laboratorio, en los cuales demostramos que la RvE1 disminuy6 los niveles de expresion
de ICAM-1 y VCAM-1 en FCN estimulados con LPS, aunque de una manera no
estadisticamente significativa [Ramirez., 2017]. Por otro lado, la disminucion en los
niveles de expresion de VCAM-1 inducidos por ANG Il no fueron modificados por RVEL,
indicando un efecto especifico sobre ICAM-1 y no VCAM-1. Lo anterior nos permite
sugerir que el pretratamiento con RvE1 podria modular la capacidad de adhesion de los
FC hacia otras células, como por ejemplo las células del sistema inmune.
Interesantemente, ANG Il disminuy6 la expresion de VCAM-1 en FC. Este hallazgo resulta
bastante interesante y novedoso. Hasta la fecha no se ha descrito si ANG Il modifica los

niveles de VCAM-1 en FC. A este respecto, existen datos contradictorios en la literatura
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puesto que se ha descrito que ANG Il aumenta los niveles de esta proteina en células
endoteliales [Zhang et al., 2013]. Del mismo modo, datos de nuestro laboratorio han
demostrado que la expresion de VCAM-1 aumenta por Heparan Sulfato [Olivares-Silva.,
2016] y LPS [Ramirez., 2017] (ambos agonistas del receptor TLR4), favoreciendo la
adhesioén de monocitos y/o PMN. Otros datos indican que TNF-a también es capaz de
aumentar la expresion de VCAM-1 y favorecer la adhesion de células del sistema inmune
[Humeres et al., 2016]. Sin embargo, en la literatura se describe que la ANG (1-7) es
capaz de disminuir la expresion de VCAM-1 inducido por ANG Il en células HUVEc
[Zhang et al., 2013]. Lo anterior indica que la regulacion de la expresion de las CAMS es
dependiente del estimulo y del tipo celular.

7.5 Evaluacion participacion de la via ERK1/2 en la modulacién de la expresion de
ICAM-1 por ANG Il en FC.

La transduccion de sefiales intracelulares requerida para la expresion de ICAM-1 en
respuesta a citoquinas puede activar rutas que incluyen a los segundos mensajeros
intracelulares AMPc y Ca?* que pueden llevar a la activacion de PKC, asi como también, a
la activacion del proteasoma [Kacimi et al 1998]. En la literatura se describe que la
expresion de ICAM-1 puede ser regulada por la ruta de las MAPK (ERK, p38, JNK), asi
como también por la via NF-kB [Turner et al., 2011].

Nuestros resultados mostraron que ANG Il fue capaz de inducir un aumento en los niveles
de expresion de la proteina de adhesién ICAM-1; y por otro lado, se demostré que ANG I
activa la via transduccional ERK1/2. Por lo tanto, se prosiguié a evaluar la participacion de
esta via utilizando el inhibidor PD98059. Los resultados indicaron una tendencia a
disminuir la expresién de ICAM-1 inducida por ANG Il. En la literatura existe una amplitud
de datos respecto de la relacién entre la via ERK1/2 y la expresion de ICAM-1. En este
sentido, en células de corazén (cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos), la IL-1B activa las
vias ERK1/2, p38 y JNK. Sin embargo, el uso de inhibidor de ERK no logré bloquear la
expresion de CAM, aunque ese efecto fue logrado con el inhibidor de p38 [Kacimi et al
1998]; y también hay antecedentes de que en FC de rata neonata, la MAPK p38 regula la
expresion de ICAM-1 inducida por citoquinas [Turner et al., 2011]. Por otro lado, en una
linea celular de cancer mamario estimuladas con LPS, la inhibicion de ERK1/2 por
PD98059 disminuyd la expresion de ICAM-1 [Park & Kim., 2015]. Ademas, otros estudios
en células HUVECSs, indicaron que el blogueo de la via ERK1/2 con dextrometorfano

provocd una disminucion en los niveles de expresion de ICAM-1 [Jiang et al., 2013], al
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estimular con Epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG) previene la expresién de proteinas de
adhesion inducidas por ANG I, por la inhibicion de las vias MAPK(ERK1/2 y p38) [Chae et
al 2007] y el uso de PD98059 provoca disminucién en los niveles de ICAM-1 [Chao et al.,
2017].

7.6 Efecto de RvVEL en la adhesion de SMC sobre FC inducida por ANG L.

Se ha demostrado que in vivo, las interacciones entre neutréfilos y FC podrian exacerbar
la respuesta inflamatoria conduciendo a un proceso inflamatorio crénico. Lo anterior
ocurriria por el aumento en la produccion local de quimioquinas y la incapacidad del FC
de eliminar las células reclutadas [Turner et al., 2011]. Este proceso, de interaccién entre
células propias y pertenecientes a los diferentes tejidos con las células del sistema
inmune en general se ha pasado por alto; sin embargo, en fibroblastos de otros tejidos,
como pulmon o higado, interactdan directamente con los leucocitos a través del antigeno
de superficie leucocitaria CD40, que se expresa en fibroblastos, mientras que su ligando
CD40L se expresa en células inmunes; sin embargo, este no parece ser el caso para FC,
ya que estas células no muestran niveles significativos de CD40 [Diaz-Araya et al., 2015].
En el caso del FC, este proceso se podria llevar a cabo de manera similar por medio de
las proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, las que son expresadas en respuesta a
estimulos proinflamatorios pudiéndose llevar a cabo adhesion de leucocitos que son
atraidos al sitio lesionado.

Nuestros resultados mostraron que ANG I, por si sola, aumentd los niveles de expresion
de ICAM-1, lo que se tradujo en un aumento significativo en los niveles de adhesion de
SMC a los FC, mientras que la RvE1l no indujo cambios en los niveles de expresion de
proteina ICAM-1 y VCAM-1, lo que se confirmd con ensayos de adhesion en donde el
namero de células del sistema inmune, especificamente SMC, que se adhieren al FC no
aumentd con respecto al control. Sin embargo, el tratamiento de RvE1 antes de ANG I,
disminuyé los niveles de ICAM-1 lo que se tradujo en una consecuente disminucion en la
adhesion celular de SMC a los FC. Este interesante efecto de RvE1l ya habia sido
demostrado anteriormente en trabajos de nuestro laboratorio, donde se demostré que
RVE1 fue capaz de disminuir la adhesion de SMC a FC inducida por LPS [Ramirez.,
2017].

El uso del inhibidor de ERK1/2, (PD98059) no nos permitié concluir nada de forma clara,
ya que inhibe totalmente la via transduccional ERK1/2; tanto la ERK1/2 que es activada
por RVE1 asi como también, por ANG I, lo cual no permite evaluar de forma clara en este

sentido si el efecto proresolutivo de RVE1l se esta llevando a cabo por las proteinas
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ERK1/2, ya que al no modificar por si sola los niveles de expresion de la proteina ICAM-1,
nos es imposible apreciar diferencias con respecto a otro tipo de estimulos como el de
ANG II. Por lo tanto, en la adhesion si bien vemos disminuido el nidmero de SMC
adheridos al FC, no podemos concluir si este efecto se logré por el uso del inhibidor o por
el efecto protector de la RvEL.

Nuestros resultados nos indicarian que RvEL participa en la disminucién de proteinas de
adhesién y consecuentemente en la adhesion de SMC inducida por ANG II, de forma
similar a los resultados obtenidos cuando el estimulo proinflamatorio es LPS [Ramirez.,
2017]. Nuestros resultados son similares a los publicados por otros grupos de
investigacion en otros modelos experimentales, en los cuales demostraron que la RVE1
disminuye el reclutamiento de PMN, entre ellos modelos de piel [Sawada et al., 2015],
periodontitis [Hasturk et al., 2005], peritonitis [Bannenberg et al., 2005; Schif-Zuck et al.,
2011], colitis [Arita et al., 2005], [Ishida et al., 2010] y depresién [Deyama et al., 2017]. Lo
anterior indica que la RvEL, participa y favorece el proceso proresolutivo en procesos

inflamatorios.

7.7 Limitaciones y proyecciones del estudio
Debido a que en esta memoria, no fue posible llevar un estudio mas detallado de ciertos

aspectos, se sugiere lo siguiente:

1. La principal limitacién es que este estudio se realizé con FC en cultivo (in vitro), y
seria interesante extrapolar estos resultados a un modelo in vivo.

2. Estimular FC de rata adulta con ANG Il y evaluar otros componentes de la via
MAPK como JNK 'y p38.

3. Estimular FC de rata adulta con ANG Il y evaluar otros tiempos de estimulacion,
tanto para las vias transduccionales, como para la expresién de proteinas de
adhesion.

4. Realizar estudios con otros estimulos proinflamatorios.

Estudiar si la RVE1 disminuye la secrecion de citoquinas y quimioquinas inducidas
por ANG II.

6. Estudiar si RVE1 disminuye la migracion de monocitos inducida por ANG II.
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8. CONCLUSIONES
En el presente trabajo se logré demostrar que:

e RVEL1 es capaz de activar la via transduccional ERK1/2, mientras que no activo las
vias AKT y NF-kB.

e ANG Il estimulo la via ERK1/2, y no observamos estimulacion de las vias AKT y
NF-kB.

e ANG Il através de la activacion de la via ERK1/2, aumento la expresion de ICAM-
1y lainhibicién de la via ERK1/2 mostré una tendencia no significativa a la
disminucion de ICAM-1.

o RVEL1 disminuyé la expresion de ICAM-1 inducida por ANG Il y no afecto la
expresion de VCAM-1.

¢ RVEL1 disminuyd en nimero de SMC adheridos a FC cuando son estimulados con
ANG II.

Conclusién general:
Los resultados obtenidos dan cuenta del rol antiinflamatorio de RvE1l, siendo una
potencial herramienta terapéutica en procesos inflamatorios de enfermedades

cardiovasculares desencadenados por ANG II.
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