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RESUMEN

El dafio ocasionado por la ocurrencia de un infarto cardiaco es complejo, generando la
pérdida de viabilidad de las células cardiacas entre otros efectos deletéreos ocurridos
tanto en el periodo isquémico de falta de oxigeno y nutrientes, asi como también en la
posterior reperfusién sanguinea. Frente a esta condicidn patoldgica los fibroblastos
cardiacos (FC) son capaces de reaccionar, secretando y renovando la matriz extracelular;
lo que los convierte en elementos celulares claves en la cicatrizaciéon y remodelamiento
del tejido cardiaco dafiado post-infarto al miocardio. Esto hace necesario el intentar
regular la viabilidad de estas células para una correcta cicatrizacion y mantencion de la
funcidn cardiaca. En relacion a esto se ha reportado el efecto cardioprotector ejercido por
el empleo de LPS en condiciones de dafio celular causado por isquemia/reperfusién (I/R).
Sin embargo, dicho efecto ha sido descrito principalmente en cardiomiocitos, por lo que
su efecto en FC es aun desconocido.

Nuestro trabajo estudié la capacidad cito-protectora ejercida por LPS sobre FC de ratas
neonatas sometidos a un modelo de I/R in vitro e indagd las vias transduccionales
implicadas en este efecto. El tratamiento de los FC con LPS (1 pug/mL) durante la isquemia
y reperfusion previno la pérdida de viabilidad inducida por I/R. Sin embargo, en el pre-
condicionamiento con LPS durante 24 o 16 h, y en el tratamiento con LPS durante la
isquemia o reperfusién, no se observé el efecto cito-protector. En esta misma linea,
demostramos que el efecto cito-protector ejercido por LPS es mediado a través del
receptor TLR4 via PI3K/Akt y ERK1/2, ya que el empleo de TAK-242, Ly29002 y PD98059,
inhibidores del receptor y de las vias transduccionales respectivamente, bloquearon
completamente el efecto cito-protector. La activacion de TLR4 por LPS previno, ademas, el
procesamiento de la procaspasa 8 y 3 inducido por I/R. Conjuntamente, demostramos que
las vias PI3K/Akt y ERK1/2 participaban en la prevencion del procesamiento de la
procaspasa 8 ejercido por LPS, pero no tuvieron efecto en la activacién de la caspasa 3.
Nuestros resultados dan cuenta del efecto cito-protector y antiapoptoético ejercido por LPS

a través de TLR4 via PI3K/Akt y ERK1/2 frente a la muerte de FC inducida por I/R.
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SUMMARY

LPS prevents cardiac fibroblasts loss induced by simulated ischemia/reperfusion:

Protective role of Toll like receptor-4

The damage caused by a myocardial infarct is complex, causing cardiac cell viability loss,
among other deleterious effects that occur during the ischemia period, such as lack of
oxygen and nutrients; as well as the posterior reperfusion with blood. In this situation,
cardiac fibroblasts react by secreting proteins and renewing the extracellular matrix.
These properties make them a key element in the scar and remodeling process of the
injured cardiac tissue. Thus, the viability of these cells are required to preserve the correct
functioning of the heart. In this regard, the use of LPS as a cytoprotector agent in cardiac
Ischemia/reperfusion (I/R) has been reported. However such effect has been described
mostly in cardiomyocytes cells, whereas its role in cardiac fibroblasts remains unknown.

Our work studied the LPS cytoprotector effect in neonate cardiac fibroblast exposed to an
in vitro model of I/R, and transductional pathways involved in this process were explored.
Incubation with LPS (1pg/mL) during both ischemia and reperfusion periods prevented the
I/R-induced cell loss. However, LPS used only during preconditioning, ischemia or
reperfusion did not induced cytoprotection. Furthermore we demonstrated that the LPS-
dependent protective effects were completely abolished when TLR4 receptor (TAK-242),
and PI3K/Akt and ERK1/2 (Ly29002 and PD98059, respectively) inhibitors were used.
These data suggest that LPS-dependent cytoprotector effects are mediated through TLR4
receptor activation and PI3K/Akt and ERK1/2 signalling pathways. Additionally the
activation of TLR4 by LPS prevented the cleave of procaspases 3 and 8 induced by I/R.
Both PI3K/Akt and ERK1/2 were necessary for the prevention of the caspase 8 activation,
but not of caspase 3. Our results conclude that LPS protects cardiac fibroblasts from I/R

apoptosis by the activation of TLR4 and both PI3K/Akt and ERK1/2 signalling pathways.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades

En la actualidad las enfermedades cardiovasculares (insuficiencia cardiaca, accidentes
cerebro vasculares, enfermedades coronarias, etc.) representan el 27% de la mortalidad
en los paises desarrollados, siendo en estos casos el principal 6rgano afectado el corazon.
Se espera que para el afio 2020 estas enfermedades sean causantes del 73% de las
defunciones y el 60% de la morbilidad, superando incluso a las del cancer e infecciones *.
Debido a estas preocupantes cifras, y a la relacién que existe entre las enfermedades
cardiovasculares y el sindrome metabdlico, considerado una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en la actualidad, resulta fundamental conocer las bases

fisiopatologicas de los trastornos cardiovasculares, tanto a nivel celular y molecular.
1.2. Corazon

El corazén es un érgano que funciona a modo de bomba, el cual esta encargado de la
distribucidn de oxigeno y nutrientes por medio de la sangre a todo el resto del organismo.
Estda conformado principalmente por dos tipos celulares: células musculares contractiles
conocidas como cardiomiocitos, y células no musculares, tales como fibroblastos, células
de mdusculo liso vascular, células endoteliales, mastocitos y células inmunes. Los
fibroblastos cardiacos (FC) se caracterizan por ser las células mds abundantes presentes
en el corazon, esto debido a que representan 2/3 de la poblaciéon celular de este drgano.
Tanto cardiomiocitos y FC corresponden a los tipos celulares esenciales a nivel cardiaco,
encargados de mantener la homogeneidad estructural y funcional del corazén. Esto ocurre
a través de la mediacién de sefiales estimuladoras e inhibitorias encargadas de regular
procesos de crecimiento, proliferacion, muerte asi como también, el recambio de
proteinas de la matriz extracelular *. Los cardiomiocitos dan cuenta del 30% de las células
totales del corazén y ocupan el 70% de la masa tisular. Los FC, por otro lado, representan
aproximadamente el 70% de las células totales restantes, pero solo aportan el 30% de la

masa tisular >. Es importante recalcar que la proporcién de cada tipo celular en el corazdn
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varia en funcion de la especie, pero en general los cardiomiocitos representan menos de

la mitad de la poblacién celular total del corazén >.
1.3. Fibroblastos Cardiacos

Los fibroblastos se encuentran presentes en varios tejidos del cuerpo, presentando
diversas formas y distribucién. En un corazén normal, estdn dispuestos en forma de hojas
y hebras, con una estructura aplanada y alargada, distribuyéndose a lo largo de los
cardiomiocitos dentro de la red de coldgeno que rodea a estas células >. En lugar de la
forma normal de “estrella aplanada”, que se observa en diversos tejidos, este se
caracteriza morfoloégicamente por ser una célula alargada con un reticulo endoplasmico
altamente elaborado indicativo de su alta actividad celular *. Ademas de mantener la
integridad del tejido, el FC juega un papel activo en la produccion y la mantencion de la
matriz extracelular, en la sefalizacién hacia los cardiomiocitos a través del estrés
mecanico, y proporcionar elementos de respuesta para el sistema inmune que son
activados durante el dafio miocardico. A diferencia de los cardiomiocitos, cuyo nimero de
células se ha establecido y se estabiliza varias semanas después del nacimiento, el nimero
de FC continua expandiéndose y las propias células crecen y se diferencian con el aumento
del tamafio cardiaco °.

Los FC cumplen diversas funciones, contribuyendo en las propiedades estructurales y
bioquimicas del tejido cardiaco. Se caracterizan por mantener la estructura del corazén,
regulando la homeostasis de la matriz extracelular (MEC) y produciendo factores
involucrados en la mantencidn del balance entre sintesis y degradaciéon de los
componentes del tejido conectivo: citoquinas, factores de crecimiento y
metaloproteinasas (MMP) ®7 De esta forma, cumplen un rol central al cooperar con la
estructura y funcién de este tejido, regulando su arquitectura, propiedades mecdnicas y
eléctricas ®°. Estos se caracterizan, ademas, por su capacidad de migrar, proliferar y
diferenciarse a un fenotipo mas activo, denominado miofibroblasto cardiaco,
caracteristicas que le permiten ser eficientes al momento de la reparacion tisular post-

infarto cardiaco *°.
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1.4. Infarto Cardiaco

El infarto cardiaco es una de las principales causas de muerte a nivel mundial ™.
Normalmente se divide en dos partes, el evento isquémico propiamente tal y la posterior
restitucion del flujo sanguineo conocida como reperfusidn. El dafio inicial producido por la
isquemia cardiaca se debe a la interrupcién del flujo sanguineo adecuado al tejido
cardiaco. Al mantenerse deficiente el suministro de oxigeno y nutrientes, en el tejido
isquémico se produce una perpetuacion del dano, lo cual puede conducir finalmente a la
muerte de las células presentes en el corazén. Durante la ocurrencia de un infarto al
miocardio, el corazén recibe un flujo sanguineo insuficiente, con dafio tisular

41L12 E| infarto

concomitante, debido a la obstruccion en una de las arterias coronarias
cardiaco corresponde a un proceso dindmico que comienza con la transicion desde un
dafio isquémico reversible a uno irreversible y culmina en el remplazo del miocardio por
una cicatriz fibrosa . Hasta la fecha los modelos experimentales de infarto no explican o
es muy dificil explicar lo que le ocurre a un determinado tipo celular debido a la

complejidad de la estructura tisular. En este contexto, se han venido utilizando modelos

experimentales de isquemia/reperfusién (I/R) simuladas.
1.5. Modelos de isquemia/reperfusion

Para poder estudiar los efectos provocados por el evento de I/R sobre las células
cardiacas, se han desarrollado diversos modelos experimentales los cuales buscan recrear
las condiciones a las que se ven sometidas las células presentes en el corazén frente a la
ocurrencia de un infarto cardiaco. Para llevar a cabo tal fin, se han desarrollado modelos
in vivo, ex vivo e in vitro.

En el modelo in vivo, se han simulado eventos de I/R utilizando la ligacién de la arteria
coronaria izquierda, lo que permite bloquear el paso de sangre al corazon simulando de
esta manera el evento isquémico. Una vez soltado el nudo utilizado para la ligacién de la
arteria, ocurre la restauracién del flujo sanguineo, simulando con esto la reperfusion **.
Otro modelo de I/R in vivo consiste en la utilizacién de farmacos como isoprotenerol, el

cual a dosis repetidas, produce pequefias lesiones tipo micro-infartos en animales de
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experimentacién B

Los modelo de I/R ex vivo utilizan el método de Lagendorff para simular la oclusién y
posterior reperfusién cardiaca. Para su realizacidn, en primer lugar es necesario anestesiar
al animal para luego extraer el corazén y fijarlo en el dispositivo de Langendorff. A
continuacion el corazéon es perfundido con buffer Krebs-Henseleit a una presion
constante. Luego de la perfusién basal, el 6rgano es sometido al evento de I/R mediante el
cese del flujo de la solucién de perfusion *°.

Los modelos in vitro utilizan cultivos celulares aislados. Para la realizacién de la isquemia
in vitro (simulada), el medio de cultivo empleado en las células es reemplazado por un
medio isquémico, el que cumple diversas condiciones para asi simular de la forma mas
exacta posible el contexto generado en un infarto cardiaco. El medio isquémico empleado
se mantiene a 372C y pH 6,2, su composicidn en sales se asemeja a las concentraciones
fisioldgicas de estas durante la ocurrencia del infarto cardiaco, mientras que el pH acido y
la adicion de 4acido lactico permiten asemejar la acidosis intracelular que se genera
producto de la glicolisis anaerébica llevada a cabo por las células sometidas a condiciones
isquémicas. Para simular la condicion de hipoxia, se utilizan elementos que bloquean la
fosforilacidon oxidativa como KCN, elementos encargados de remover el oxigeno presente
como ditionito de sodio o la utilizacién de camaras hipdxicas/isquémicas aisladas en las
cuales el oxigeno dentro de estas es removido, siendo reemplazado por N2, mediante la
inyeccion de este durante un tiempo y presidon determinada. La falta de nutrientes y ATP a
la que se ven expuestas las células durante el evento isquémico es simulado mediante la
utilizacion de 2-deoxi-D-glucosa, la cual es capaz de bloquear la realizacion de la glicélisis
celular. Una vez terminada la isquemia simulada, el medio isquémico es removido y las
células son reperfundidas con medio de mantencién, etapa correspondiente a la

reperfusion y en la que ocurre la restauracién del oxigeno y nutrientes a las células 17,18

1.6. Daiio provocado por isquemia/reperfusion

Con la pérdida de oxigeno debido al evento isquémico, rapidamente se detiene la
fosforilacion oxidativa mitocondrial, resultando en la pérdida de la principal fuente de

ATP. Un incremento compensatorio en la glicélisis anaerdbica para la produccion de ATP
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conduce a la acumulacién de H'y lactato, resultando en una acidosis intracelular e
inhibicién de la glicélisis, asi como un metabolismo energético residual y generacidn de
acidos grasos mitocondriales. Inicialmente, existe un incremento en el flujo de K*
relacionado a un aumento de la carga osmética debido a la acumulacidn de metabolitos y
fosfatos inorganicos. Con un descenso substancial en el ATP, la bomba Na®, K" - ATPasa es
inhibida, resultando en una mayor disminucién del K*y un incremento de Na*. El influjo de
Na®, CI" y agua conduce al hinchamiento celular. También ocurre un incremento temprano
en el Ca** debido a los cambios multifactoriales en el sarcolema y en el reticulo
sarcoplasmico. La activacién de las proteasas inducida por Ca®* causa la alteracién en las
proteinas contrdctiles, disminucion de la sensibilidad al Caz+, y un dafio sustancial de la
contractibilidad. Todos estos desajustes producidos a nivel celular llevan a wun
hinchamiento de la mitocondria, reticulo sarcoplasmico y citoplasma; y la marginacién y
aglutinacién de la cromatina *. Posteriormente se inician los efectos a nivel del
metabolismo mitocondrial, y a la generacion de especies de oxigeno reactivas (ROS). Estos
cambios conducen a un incremento progresivo en la permeabilidad de la membrana,
cambios deletéreos en los electrolitos intracelulares y gasto de ATP 419

Durante la reperfusién ocurre la activacion de la cascada inflamatoria, que se manifiesta
como dafio funcional y progresién acelerada de la muerte celular. Los principales
mediadores del dafo por reperfusidon corresponden nuevamente a radicales libres, y a la
sobrecarga de Ca”*. Las especies radicalarias aumentan el dafio en la membrana, lo cual
conduce a una mayor sobrecarga de Ca”*, perpetuando de esta forma el dafio a nivel
celular .

Si bien los eventos descritos anteriormente en cuanto al dafio provocado por I/R han sido
identificados y estudiados profundamente en cardiomiocitos, debido a su importancia en
la mantencion de la funcién contractil del corazén. Sin embargo, se desconoce que ocurre
con las otras células cardiacas involucradas en el proceso y encargadas de mantener la

estructura y funcién del corazén, como lo son los fibroblastos cardiacos.
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1.7. Muerte Celular
1.7.1. Tipos de Muerte Celular

En la actualidad se sabe que existen dos patrones basicos de dafio que conllevan a la
muerte celular: dafio celular por hinchamiento, conocido como oncosis; y dafo celular
qgue implica mecanismos de contraccion, conocido como apoptosis, la cual corresponde a
un tipo de muerte celular programada. Seguido a un dafo letal, es posible distinguir 3
fases que permiten comprender los mecanismos que llevan a la muerte celular: (1)
cambios que se denominan “pre-letales”, que son frecuentemente reversibles; (2) los
“puntos de no retorno” o muerte celular; y (3) cambios autoliticos y degradativos “post-
muerte”. Las alteraciones celulares “post-muerte” son denominadas como necrosis, la
cual describe los cambios que las células sufren seguido a su muerte. En este punto, los
cambios rapidamente convergen con una pérdida de volumen en el caso de la apoptosis y
contindan con un hinchamiento en el caso de la oncosis. En la apoptosis, las etapas finales
usualmente ocurren dentro de los sistemas fagolisosomales de células adjuntas que han
fagocitado las células apoptoticas y fragmentos, siendo de esta manera fagocitados antes
de su muerte ?°. Debido a esto Ultimo es que en la actualidad se considera que la muerte
celular ocurre ya sea por un mecanismo apoptdtico o necrético, ya que la oncosis culmina
fundamentalmente en necrosis, mientras que las células apoptéticas son principalmente
fagocitadas antes de su muerte.

Con las salvedades mencionadas anteriormente, la muerte de las células cardiacas que se

produce durante un episodio de I/R puede ser de dos tipos, necrosis o apoptosis *.
1.7.1.1. Apoptosis

La apoptosis consiste en un tipo de muerte celular que cumple la funcion de remover las
células dafiadas, siendo esto necesario para el desarrollo normal de todo el organismo. Sin
embargo, tanto su exceso (insuficiencia cardiaca), como su ausencia (cancer), repercuten
negativamente en el desarrollo normal del ser humano 19 El proceso apoptoético puede ser
distinguido en células individuales usualmente rodeadas por células de aspecto normal, a

diferencia de lo que ocurre en la necrosis. Se caracteriza por la contraccién del volumen
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celular, formacion de ampollas en la membrana plasmatica, mantencion de la integridad
de los organelos, y condensacién y fraccionamiento del material genético, seguido por la
eliminacion a través de fagocitosis *.

La muerte celular por apoptosis puede ser gatillada por varios estimulos, incluyendo
estrés intracelular (via intrinseca) y sefalizacion mediada por receptores transmembrana
(via extrinseca). Estos mecanismos que han sido relacionados principalmente con la
actividad de la familia de las caspasas. Las caspasas iniciadoras (caspasas 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10
y 14) son activadas via auto-procesamiento inducido por oligomerizacion, mientras que las
caspasas efectoras (caspasas 3, 6 y 7) son activadas por otras proteasas. La ruptura
proteolitica de los substratos celulares gatillado por las caspasas efectoras determina en
gran medida las caracteristicas de la muerte celular apoptética *'. Se han identificado tres
vias principales de acuerdo a la caspasa iniciadora encargada de la activacién de estas: (1)
via del receptor de muerte, la que involucra la caspasa 8; (2) via gatillada por estrés del
reticulo endopldasmico, la cual se asocia a la activacién de la caspasa 12; y (3) via
mitocondrial, en la que varias sefiales pueden gatillar la liberacion de proteinas de dafio

desde la mitocondria hacia el citoplasma, conduciendo a la activacion de la caspasa 9 ****

24

1.7.1.2. Necrosis

La necrosis corresponde a un tipo de muerte celular producto de una alteracion severa de
la homeostasis celular. En este tipo de muerte ocurre una violenta y rapida forma de dafio
gue afecta amplias poblaciones celulares, caracterizada por una ruptura de la membrana
plasmatica y de los organelos intracelulares, ademas del fendmeno de hinchamiento
celular. Al ocurrir la ruptura de la célula, se libera el contenido celular al intersticio, lo cual
ayuda a desencadenar una respuesta inflamatoria *.

La muerte celular producto de la necrosis es un proceso que se desarrolla en estados
patologicos gatillados por estimulos externos a la célula. En cambio la apoptosis, se
caracteriza por ser producido por situaciones fisiolégicas o patoldgicas en respuesta a

estimulos enddgenos o exdgenos a la célula.
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1.7.2. Muerte celular durante la isquemia

Periodos prolongados de isquemia provocan la muerte inevitable de cardiomiocitos por
necrosis. Sin embargo, esta necrosis es un evento tardio dentro de la cronologia de
eventos isquémicos e inclusive ocurre mucho mas tarde que el momento en el que la
reperfusion ha comenzado a ejercer sus efecto, por lo que la necrosis miocdrdica solo

226,27 por otro lado, el

ocurriria en aquellas oclusiones sostenidas del flujo sanguineo
papel que juega la apoptosis en la isquemia es controvertido. Algunos autores han
demostrado que en este periodo existen potentes estimulos capaces de iniciar este

27,28

mecanismo de muerte . Otros dudan de su participacion en la isquemia **, debido a la

2.y a que ésta es un proceso dependiente de ATP,

lenta ejecucion de la apoptosis
molécula que es deficiente en la etapa de isquemia, pero que recupera sus niveles

durante la reperfusion.
1.7.3. Muerte celular durante la reperfusion

La manera mas efectiva para limitar la necrosis de las células cardiacas producida durante
la isquemia es a través de la reperfusién *°. Sin embargo, la reperfusién por si misma
podria resultar en un dafio sobre las células, perpetuando la muerte celular por necrosis.
Existe mdltiple evidencia que permite afirmar que posterior al evento de I/R las células
cardiacas mueren principalmente a través de apoptosis, sin descartar la contribucion
efectuada por la via necroética. Durante la reperfusion se ha observado: (1) fragmentacion
del material genético, (2) condensacién nuclear de la cromatina, (3) restauracion de los
niveles de ATP, (4) mantencion de la membrana plasmatica, (5) participacién de células
inflamatorias, (6) generacion de radicales libres, y (7) activacion de caspasas. Todos estos

factores son caracteristicos de la muerte celular apoptética * > 27 ?°,

1.7.4. Muerte de fibroblastos cardiacos durante I/R

La muerte celular producida por isquemia tiene caracteristicas necréticas mas
preponderantes que la apoptosis 0 Sin embargo, resultados obtenidos en el laboratorio

demuestran que los FC sujetos a 8 h de isquemia no experimentan una muerte celular
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significativa, lo que genera que no se produzca ni necrosis ni apoptosis. La muerte
significativa, observandose necrosis y apoptosis, ocurre a tiempos mayores a 12 h de

isquemia 3" 3?

. A pesar de esto, es posible observar en FC sujetos a tiempos de isquemia
no letales la activacién de las caspasas 3 y 9 ', Esto se podria explicar debido a los
diferentes estados energéticos que experimentan las células durante el periodo
isquémico. Con el transcurso de la isquemia se observa una disminucién en el nivel de
ATP, lo que permitiria activar la via intrinseca de la apoptosis (fragmentacién y activacion
de las caspasas 3 y 9), pero estas proteinas no podrian translocar al nicleo donde ejercen
sus efecto deletéreos >>.

Cuando los FC sometidos a una isquemia no letal son sujetos a reperfusién, estos
muestran caracteristicas apoptéticas, siendo capaces de activar la via intrinseca vy
extrinseca de la apoptosis *'. Se ha descrito en la literatura que la muerte celular por
reperfusion es atribuida en mayor medida a la apoptosis mas que a la necrosis. Sin
embargo, antecedentes del laboratorio demuestran que en FC se genera una participacion

equitativa tanto de la apoptosis como de la necrosis en los efectos deletéreos gatillados

por I/R *%.
1.8. Toll-like receptors (TLRs)
1.8.1. Generalidades

Los “receptores de tipo toll” (TLRs), corresponden a una familia de receptores humanos

3437 Estos

estructuralmente relacionados al receptor toll presente en Drosophila
receptores reconocen patrones especificos de los componentes microbioldgicos que son
conservados entre los patdégenos, conocidos como patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs), que no se encuentran presentes en los mamiferos. Ademas, tienen la
capacidad de reconocer patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). Las DAMPs son
moléculas generadas durante la ocurrencia de un dafio a nivel celular y que son liberadas
al intersticio y reconocidas por TLRs. En la via de sefalizacién de los TLRs, un adaptador

comun, MyD88, fue el primero en ser caracterizado como un componente esencial para la

activacion de la inmunidad innata por todos los TLRs. Sin embargo, diversos trabajos
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indican que los TLRs individuales exhiben respuestas especificas. Mdas aun, ellos poseen
sus propias moléculas de sefializacion, lo cual ratifica las respuestas especificas vinculadas

38

con cada tipo de TLRs *. Estos datos sugieren la existencia de diversos subtipos de

receptores de tipo toll, los cuales seran detallados a continuacion.
1.8.2. Clasificacion de los Receptores de tipo toll

Actualmente se conocen diez miembros de la familia de TLRs (TLR1-TLR10), los cuales son
capaces, como se menciond anteriormente, de reconocer PAMPs. Dentro de estos
ligandos es importante destacar que TLR1-TLR7 y TLR9 reconocen componentes
microbianos. TLR2 es esencial para el reconocimiento de lipopéptidos microbianos. TLR1 y
TLR6 se asocian con TLR2, y discriminan entre triacil y diacil lipopéptidos,
respectivamente. TLR4 reconoce lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram-negativas. TLR9
es el receptor de DNA CpG, mientras que TLR3 esta implicado en el reconocimiento de
RNA de doblre hebra (dsRNA). TLR5 es un receptor para flagelina. De esta forma los TLRs
son capaces de discriminan entre patrones especificos de componentes microbianos ** .
Basados en su localizacidn subcelular, son divididos en TLRs de superficie celular e
intracelular. Los TLRs de superficie celular incluyen TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, y TLR6. Los
intracelulares corresponden a TLR3, TLR7, TLR8, y TLR9 39,

Los TLRs se encuentran dentro de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs).
Dentro de las funciones en comun que caracterizan a todos los subtipos de TLRs,
encontramos: discriminar entre moléculas enddgenas y exégenas, e inicialmente activar la
respuesta inmune innata e inflamatoria gatillada por las moléculas externas; regular la
respuesta inmune adaptativa; sensar moléculas enddgenas o sefiales de dafio que son
liberadas desde tejidos dafiados; y mantener la homeostasis de los tejidos regulando su

. .7 39-43
reparacion y regeneracion .
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1.8.3. TLR4

Corresponde a una glicoproteina integral de membrana. Dentro de las moléculas capaces
de ejercer un efecto agonista sobre el TLR4 encontramos a PAMPs y DAMPs. Dentro de las
pertenecientes al primer grupo podemos sefialar a lipolisacarido (LPS), proteinas de fusién
del virus respiratorio sincicial y la proteina de envoltura del virus del tumor mamario de
ratén. Por otro lado, las pertenecientes al segundo grupo corresponden a moléculas
enddgenas tales como proteinas de shock térmico, acido hialurdnico y b-defensina Il M
etc. La estimulacion con LPS ocurre a través de una serie de interacciones con varias
proteinas, dentro de las que se encuentran la proteina que une LPS (LBP), CD14, MD-2 y
TLR4 *>%°,

El efecto agonista sobre TLR4 hace que este receptor sufra una oligomerizacién y reclute
sus proteinas adaptadoras rio abajo a través de las interacciones con los dominios TIR. Los
dominios TIR cuentan con tres regiones altamente conservadas, que median la interaccién
proteina-proteina entre los TLRs y las proteinas adaptadoras encargadas de la
transduccion de la sefial. Existen 5 proteinas adaptadoras que contienen el dominio TIR:
MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM y SARM **.

La sefalizacion mediada a través de LPS/TLR4 puede ocurrir via dependiente e

independiente de MyD88.
1.8.3.1. Via Dependiente de MyD88

Ademas del dominio TIR, MyD88 también contiene un dominio de muerte (DD), que le
permite reclutar otras moléculas que contengan DD. MyD88 recluta y activa una quinasa
gue contiene un DD, IRAK-4, la que ademas posee un dominio quinasa. La evidencia
sugiere que IRAK-4 es responsable del reclutamiento, activacidon y degradacion de IRAK-1.
IRAK-1 activa rio abajo a TRAF6, lo cual permite que TRAF6 forme un complejo con UBC13
y UEV1A, y active TAK1. Luego TAK1 activa rio abajo a IKK y MAPK. IKKa, IKKB y IKKy
forman un complejo y fosforilan a la proteina inhibidora IkB. Esta fosforilacién conduce a
la degradacidn de IkB y la subsecuente translocacion del factor de transcripcion NF-kB,

que controla la expresidn de citoquinas pro-inflamatorias. La activacion rio abajo de la via
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de MAPK conduce a la induccién del factor de transcripcién AP-1, que participa también
en la expresidn de citoquinas pro-inflamatorias. Existen trabajos que postulan que tanto

NF-kB y MAPK pueden también ser activados a través de una via independiente de MyD88

44

1.8.3.2. Via Independiente de MyD88

TRIF es una importante proteina adaptadora que cuenta con dominio TIR y que media la
sefializacion independiente de MyD88. La evidencia sugiere que TRIF juega un rol clave en
la activacion del factor transcripcional IRF3, y en la activacion tardia de NF-kB y MAPK.
TRIF, luego de unirse a TRAM vy ser activado, interactia con RIP1, que posee actividad
serina/treonina quinasa y la cual participa en la translocacidn del factor de transcripcidn
NF-kB y AP-1. Por otro lado, en esta via también participa TRAF3, que es reclutada por
medio de TRIF, y la cual se encarga de la activacidén de IRF3. TRAF3 se puede asociar con
TANK, TBK1 y IKKi para asi mediar la sefializacion rio abajo que conduce a la activacién de
IRF3, la que junto a NF-kB, activan la transcripcidn de genes, como por ejemplo interferén

Tipo | 4.
1.8.4. Receptores de tipo toll en patologias cardiovasculares

Existe gran cantidad de evidencia que sefala que los TLRs son altamente expresados en
células vasculares y del tejido cardiaco. Esto sugiere que estos receptores participan en el
sistema cardiovascular, y probablemente estan involucrados en el desarrollo de diversas
patologias cardiovasculares " *.

Los TLRs participan en la mediacidon de la respuesta inmune innata frente a diversos
estimulos, a nivel del sistema cardiaco. Estos receptores gatillan procesos inflamatorios
ocurridos bajo la exposicién a dafio tisular, remodelamiento, estrés y ciertos factores
externos. La activacion de los TLRs presentes en las células cardiacas e inmunes conlleva
consigo la produccidon de citoquinas pro-inflamatorias. Estas citoquinas junto con
componentes del complemento activado y el sistema de coagulacion, podrian promover el

desarrollo de una disfuncién cardiaca *°. Diversa evidencia sefiala que la inflamacién

cronica, gatillada por una activacidon sostenida de los TLRs presentes en las células
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cardiacas, se encuentra implicada en el desarrollo de diversas patologias cardiovasculares.
Sin embargo, una expresion disminuida y auto-limitada de citoquinas pro-inflamatorias
permite que el tejido cardiaco pueda desarrollar una respuesta adaptativa al dafio,
actuando de esta forma como un sistema de alerta temprana 0

Dentro de las patologias cardiovasculares que se pueden desarrollar debido al
funcionamiento defectuoso de los TLRs o de sus vias de sefalizacidon, encontramos por
ejemplo: aterosclerosis, enfermedad de las arterias coronarias, infarto al miocardio,
ataque isquémico, complicaciones cardiovasculares de la diabetes e hiperlipidemia,
insuficiencia cardiaca, remodelamiento ventricular, miocarditis autoinmune, miocarditis

40,47 En cuanto a las

viral, cardiomiopatia y disfuncidon cardiaca asociada con sepsis
patologias mencionadas anteriormente, la que suscita mayor interés, debido a los
objetivos del presente trabajo, corresponde al rol que cumplen los TLRs,
fundamentalmente el TLR4, durante el desarrollo del infarto cardiaco y del ataque
isquémico. La evidencia con respecto a la participacion del TLR4 en el evento de I/R
resulta muy controversial. Existen estudios que sefialan que la activacidn de este receptor

4930 por otro

durante la ocurrencia del evento isquémico generaria efectos deletéreos
lado, diversos estudios indican que la activacion del TLR4 en el evento de I/R contribuye a
preservar la funcidn cardiaca e impedir la muerte de cardiomiocitos ocurrida posterior a la

51-53

reperfusion cardiaca . A pesar de lo mencionado anteriormente, no existe evidencia

del rol que cumple el TLR4 presente en los FC frente a la ocurrencia de un evento de I/R.
1.9 Efecto de LPS sobre los Fibroblastos cardiacos

En nuestro laboratorio se ha demostrado que los FC poseen el receptor TLR4, y que este
es capaz de responder de manera temprana a la estimulaciéon con LPS, conduciendo al
aumento en la secrecién de IL-18 y TNF-a. También hemos demostrado que LPS a través
de este receptor activa vias de sobrevida celular tales como PI3K/Akt y ERK1/2. Sin
embargo, hasta le fecha se desconoce si el LPS a través de TLR4 es capaz de ejercer un
efecto protector frente a mecanismos de muerte celular como la I/R. Responder esta

interrogante es la parte central de esta memoria de titulo.
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2. HIPOTESIS

El lipopolisacarido (LPS), a través de la activacién del receptor de tipo toll 4 (TLR4),
previene la muerte de fibroblastos cardiacos sometidos a isquemia/reperfusion simulada

(1/Rs).

3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que LPS previene la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por I/R

simulada, mediante la activacidon de TLR4.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demostrar que LPS protege de la muerte inducida por I/Rs por medio de un
mecanismo de pre-condicionamiento (24 y 16 h).

2. Demostrar que LPS protege de la muerte inducida por I/Rs mediante su aplicacién
ya sea durante la isquemia o reperfusion, o en la isquemia y reperfusiéon
simultaneamente.

3. Demostrar que la proteccidn inducida por LPS es mediada a través del receptor de
tipo toll 4.

4. Determinar la participacién de las vias de sefalizacion PI3K/Akt y ERK1/2 en la
proteccién ejercida por LPS a través de TLR4.

5. Demostrar que LPS es capaz de prevenir el procesamiento de las procaspasas 3y 8

inducido por I/Rs.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EEUU): triton
X-100, piruvato de sodio, azul de tripan, anti-GAPDH Y PD98059. En Gibco BRL (Carlsbad,
California EEUU) se adquirid tripsina-EDTA, estandares de masas moleculares de proteinas
pre-tefiidas y suero fetal bovino (FBS). Los compuestos organicos e inorganicos, sales,
acidos y solventes se obtuvieron en MERCK (Darmstadt, Alemania). El reactivo
guimioluminiscente utilizado para Western blot (Western Lightning) se adquirié en
PerkinElmer Life Sciences, Inc (Boston, MA, EEUU). El material de plastico estéril para la
obtencién y cultivo de FC se obtuvo en Falcon. Los anticuerpos para procaspasa/caspasa 8,
procaspasa/caspasa 9 y procaspasa/caspasa 3 y NF-kB se obtuvieron de Cell Signaling
Technology (Boston, MA, USA). Ly 294002 se adquirié de Cayman Chemicals (Ann Arbor,
MI, USA). LPS-EB, LPS-EB Ultrapuro y TAK-242 se obtuvieron de Invivogen.
Los anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo y ratén conjugados con peroxidasa de
rdbano se adquirieron en Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU). El anticuerpo contra B-tubulina

se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU).
5.2. Modelo animal

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley neonatas de 2 a 3 dias de edad, provenientes del
bioterio de la Universidad de Chile, en cumplimiento de todas las normas éticas referidas a
la utilizacién de animales, contando ademas con la aprobacién del Comité de Etica de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas.
5.3. Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiacos de ratas neonatas

Se utilizé el procedimiento descrito por Vivar et al. (2012)>*, el cual describe la obtencién
de FC de ratas neonatas por medio de la separacion de estas células de los cardiomiocitos
mediante la adhesién diferencial de estos ultimos en las placas de cultivo. Las ratas se
decapitaron e inmediatamente se les removié el corazén bajo condiciones de asepsia.

Luego se retiraron las auriculas, y los ventriculos se cortaron en pequefios fragmentos
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para aumentar la superficie de contacto con la solucidn de digestion, formada en base a
pancreatina y colagenasa Il. El producto de las digestiones se sometid a un pre-plaqueo de
2 h a 372 C en medio de cultivo conteniendo 5 % (v/v) FBS y 10 % (v/v) FCS en placas para
cultivo de plastico. Por adhesion diferencial a la placa de cultivo se separaron fibroblastos
de cardiomiocitos. Transcurridas las 2 h, se cambié el medio por DMEM-F12 + 10 % (v/v)
FBS, y los fibroblastos se dejaron proliferar hasta confluencia. Las placas de cultivo con los
fibroblastos se dejaron durante 3 dias. Luego se removian las impurezas, restos celulares y
células no cardiacas mediante la utilizacién de Buffer Fosfato Salino (PBS), para luego
agregar un nuevo medio DMEM-F12 + 10% (v/v) FBS. Una vez conseguida la confluencia
deseada, se realizd el pasaje 1 mediante tripsinizacion y los fibroblastos se sembraron
nuevamente en DMEM-F12 + 10 % (v/v) FBS, lo que permitia la purificacion de estos,
respecto de otros tipos celulares. Finalmente los fibroblastos se privaron durante 16 h con
medio de mantenciéon DMEM-F12 para luego realizar los tratamientos correspondientes a

cada experimento en particular, detallados en la seccion Resultados.
5.4. Protocolo de I/R simulada

Para simular el proceso de isquemia, los FC se lavaron con PBS con el fin de retirar los
nutrientes remanentes del DEMEM-F12. Luego se incubaron en el medio isquémico, el
que estaba formado por amortiguador Krebs modificado (139 mM NaCl, 12 mM KCl, 0,5
mM, 0,5 mM MgCl,, 0,9 mM CaCl, y 5,0 mM HEPES) suplementado con 10 mM de 2-
deoxiglucosa y acido lactico 20 mM a pH 6,2. Posteriormente, se dejaron en una camara
de hipoxia, la cual era alimentada con nitrégeno a una presién y flujo constante durante
15 min, generando de esta manera un ambiente nitrogenado carente de oxigeno (N, al
100%). La cdmara de hipoxia era puesta en un incubador a 372C durante 8 h, tiempo
durante el cual se simulaba el proceso de oclusién del flujo sanguineo coronario. Para la
realizacion de la reperfusion in vitro, las células se incubaron en medio de cultivo DMEM
F-12, y se colocaron en un incubador a 372C con 5% CO, durante 16 h >°. Los controles de
isquemia se incubaron en DMEM F-12, en un incubador a 372C con 5% CO, durante el
tiempo correspondiente a la isquemia. El control de reperfusion se realizé mediante el

recambio del medio de mantencidn durante el tiempo correspondiente a la reperfusion.
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Los FC se estimularon 24 h y 16 h antes del evento de I/Rs con 1 pg/mL de LPS, para
evaluar el efecto protector provocado por un mecanismo de pre-condicionamiento. Con el
fin de determinar el efecto protector ejercido durante la I/Rs, los FC se estimularon con 1
ug/mL de LPS durante la isquemia o reperfusidn, o tanto en la isquemia y reperfusién de
manera simultdnea. Para evaluar la participacién de TLR4, PI3K/Akt y Erk1/2, se utilizaron
inhibidores del receptor y de ambas vias, TAK-242 (1uM), LY294002 (10 uM) y PD98059
(25 uM), respectivamente. Estos se agregaron en presencia de LPS segln cada grupo
experimental.

Los tiempos escogidos para la duracién de la I/Rs, como se menciond anteriormente,
correspondieron a 8 y 16 h respectivamente. Una vez trascurridas las 24 h totales del
evento de I/Rs, se realizaron los experimentos correspondientes para determinar la

viabilidad celular y el procesamiento de las procaspasas.
5.5. Determinacion de viabilidad celular
5.5.1. Conteo Celular

Los fibroblastos se sembraron en placas de 35 mm a una razén de 1,5x105 células/placa,
cultivadas en medio DMEM-F12 + 10% (v/v) de FBS, que posteriormente fue reemplazado
por DMEM-F12. Luego de los tratamientos respectivos para cada grupo experimental, las
células se lavaron con PBS y se removieron de las placas utilizando tripsina-EDTA 1X la cual
se inhibié mediante el empleo de FBS, en proporcidn 1:5. A continuacion, se tomé una
alicuota de 20 pL de la suspension de células y se le adiciond 20 pL de solucién de azul de
tripan. La mezcla se homogeneizd con ayuda de la pipeta y de esta nueva suspensidn se
tomd 8 pL los que eran puestos en una camara de Neubauer doble, contando no menos

de 100 células vivas y en duplicado.
5.5.2. MTT

Los fibroblastos se sembraron en placas de 35 mm a una razén de 1,5x10° células/placa,
cultivadas en medio DMEM-F12 + 10% (v/v) de FBS, que posteriormente fue reemplazado

por DMEM-F12. Se prepard una solucidn stock de MTT 5 mg/mL, la cual fue filtrada a
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través de un filtro de 0,2 um para asegurar su esterilidad. La solucién stock de MTT
previamente preparada se agregd a cada placa de cultivo en una proporcion 1:10 con
respecto al volumen del medio DMEM-F12 y se incubd durante 2.5 h a 372C y 5% CO..
Terminado el periodo de incubacién, se removié el medio de cultivo y las células se
lavaron con PBS con el fin de remover completamente los restos de medio que pudieran
interferir con la lectura de la absorbancia. Posteriormente se agregd a cada placa 100 pL
de isopropanol que permitia solubilizar los cristales formados por la conversion
mitocondrial del MTT. Los extractos con los cristales solubilizados se pusieron en una
placa de 96 pocillos y se midiod la absorbancia de estos a una longitud de onda de 570 nm.

Para el cdlculo del nimero de células se realizé una curva de calibracidon con la solucién
stock de MTT 5 mg/mL. Para esto se sembraron FC en placas de 35 mm utilizando las
siguientes concentraciones: 2x10°, 1,5x10°, 1,2x10°, 1x10°, 5x10*, 3x10* y 1x10*
células/placa. Una vez medida la absorbancia para cada una de las placas, se cred una
curva de calibracidn, la cual relacionaba la absorbancia con respecto al nimero de células
vivas. De esta forma mediante el empleo de la curva de calibracion fue posible obtener el

numero de células vivas en funcién de la absorbancia obtenida.
5.6. Western Blot
5.6.1 Preparacion de extracto de proteinas totales.

Se prepararon extractos de proteinas totales para evaluar los niveles de caspasa-3,
caspasa-8, caspasa-9, B-tubulina y GAPDH en respuesta a la I/Rs. Los FC se sembraron en
placas de 60 mm a una densidad de 3,5x10° células/placa. Una vez transcurridos los
experimentos, las células se lavaron con PBS 1X frio y luego se lisaron con amortiguador
de lisis RIPA (Tris-HCI 10 nM pH 7,2; EDTA 5 mM; NaCl 150 mM; Tritén X-100 1% (v/v); SDS
0.1% (p/v); deoxicolato 1%; aprotinina 20 mg/mL; leupeptina 1 mg/mL; PMSF 1 mM y
Na3VO,; 1mM). El homogeneizado obtenido se centrifugd a 10000 rpm durante 15 min a
4°C. El sobrenadante generado luego de la centrifugacidon se recuperd en un tubo
Eppendorf y se determind la concentracidn de proteinas mediante el método de Bradford.

Para ello se agregd 5 uL del extracto de proteinas en 200 pL de Bradford, leyendo a
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continuacion la absorbancia a 595 nm. Una vez cuantificadas, las proteinas obtenidas se
denaturaron utilizando un amortiguador de carga 4X  (glicerol 20% (v/v), B-
mercaptoetanol 20% (v/v), SDS 5% (p/v), 125 mM Tris y 0,01% azul de bromofenol y pH
6,8) y calentando a 402 C durante 7 min. Finalmente el extracto se almacend a -202 C

hasta su utilizacidn.
5.6.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separaciéon de las proteinas de acuerdo a su masa molecular se realizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida preparados al 15% (p/v). Los geles se cargaron
con 25 ug de extracto proteico. La electroforesis se realizé a voltaje constante de 90 V en
amortiguador de electroforesis 1X (amortiguador de electroforesis 10X (Tris base 30,25 g,
Glicina 144 g, SDS 10 g y agua csp 1000 mL), durante aproximadamente 90 min o hasta

gue se observo la correcta separacion de las proteinas de interés.
5.6.3. Electrotransferencia de proteinas

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 uM de poro durante 90 min a una

corriente constante de 0,40 A en amortiguador de transferencia.
5.6.4 Reconocimiento por anticuerpos

Una vez transferidas las proteinas a las membranas de nitrocelulosa, estas ultimas se
bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con leche descremada al 5% (p/v).
Posteriormente se lavaron con TBS 1X/Tween-20 al 0,1% tres veces durante 5 min para
luego ser incubadas con los anticuerpos primarios toda la noche a 42C y agitacion suave.
Los anticuerpos contra procaspasa/caspasa-3, procaspasa/caspasa-8 y
procaspasa/caspasa-9 se prepararon en una diluciéon 1:1000 en TBS 1X/Tween-20 al 0,1%
(v/v). Los anticuerpos contra B-tubulina y GAPDH se prepararon en una dilucién 1:5000 en
TBS 1X/Tween-20 al 0,1% (v/v). Una vez finalizado el tiempo de incubacién con los
anticuerpos primarios, las membranas se lavaron con TBS 1X/Tween-20 al 0,1% (v/v) tres

veces durante 5 min para luego ser incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con el
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anticuerpo secundario anti-lgG de conejo o ratdn conjugado con peroxidasa, en TBS
1X/Tween-20 al 0,1% (v/v).

Con el fin de detectar las proteinas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron
durante 1 min en solucién de ECL (enhanced chemiluminescence) y se expusieron a la
pelicula fotografica Kodak-Biomax o AGFA. Para la cuantificacién de las proteinas, las

peliculas se digitalizaron y las imagenes se procesaron con ayuda del software Image-J.

5.7. Analisis estadistico

Los resultados se obtuvieron mediante el promedio + SEM de, al menos, tres
experimentos independientes. Las diferencias entre los grupos experimentales se
evaluaron por analisis de varianza ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey, se

considerd p<0,05 como significativo.
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6. Resultados

6.1. Evaluacidn del efecto del pre-condicionamiento con LPS (24 y 16 h) sobre la muerte

de fibroblastos cardiacos inducida por 1/Rs (8/16 h).

Para determinar el efecto ejercido por el pre-condicionamiento con LPS durante 24 y 16
h, se evalud la sobrevida de FC posterior al evento de I/Rs por conteo celular y por el
método del MTT. Los FC se mantuvieron 16 h en medio DMEM-F12 libre de suero, luego
las células se estimularon con/sin 1 ug/mL de LPS 24 y 16 h antes de la realizacion de la
I/Rs.

Los resultados de la Fig 1A-B muestran que la I/Rs produce una disminucién significativa
del numero de células viables (53,7% y 52,5% para conteo celular y MTT respectivamente),
con respecto al control (***p<0,001 vs control). El pre-condicionamiento con LPS por 16 o
24 h antes de la I/Rs no previno la pérdida de viabilidad inducida por I/Rs, alcanzando un
valor del 62,5% y 60% en el pre-condicionamiento de 16 h, para conteo celular y MTT
respectivamente; y 54,8% y 58,8% en el pre-condicionamiento de 24 h, para conteo
celular y MTT respectivamente. A pesar de que en presencia de LPS se observé un
aumento de alrededor de un 10% en el numero de células viables con respecto a la I/Rs
(62% aproximadamente para ambos ensayos), esta diferencia no resulté ser significativa

para corroborar un eventual efecto cito-protector.
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Figura 1. Efecto del pre-condicionamiento con LPS (24 y 16 h) sobre fibroblastos cardiacos sometidos a
I/Rs. Los fibroblastos cardiacos se pre-trataron con 1 pg/mL de LPS durante 24 y 16 h antes de realizar la
I/Rs. Luego de 8 h de isquemia y 16 h de reperfusidn la viabilidad celular se determiné por conteo celular
por exclusion de azul de tripan (A) n=12 o por MTT (B) n=8. Los resultados se expresan como promedio
SD, ***p<0,001 vs control.

6.2. Evaluaciéon del efecto ejercido por el tratamiento con LPS durante la isquemia o

reperfusion en la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs

6.2.1. Evaluacién del efecto ejercido por el tratamiento con LPS durante la isquemia en

la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs

En las figuras 2A-B se observa las mediciones de viabilidad celular de FC sometidos a I/Rs
en presencia/ausencia de LPS, realizadas por conteo celular (Fig 2A) y por el método del
MTT (Fig 2B). Los resultados muestran que la I/Rs redujo el nimero de células viables a un
47% y un 56% para conteo celular (Fig 2A) y MTT (Fig 2B) respectivamente, respecto al
control (***p<0,001 vs control). En las células tratadas con LPS solamente durante la
isquemia la viabilidad celular fue de un 50% y un 65% para conteo celular (Fig 2A) y MTT
(Fig 2B) respectivamente, respecto al control. Se descartd un eventual efecto cito-

protector mediado por LPS en estas condiciones experimentales.
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Figura 2. Efecto ejercido por el tratamiento con LPS durante la isquemia en la muerte de fibroblastos
cardiacos inducida por I/Rs. Los fibroblastos cardiacos se trataron con 1 pg/mL de LPS durante las 8 h de
isquemia. Luego de 8 h de isquemia y 16 h de reperfusion la viabilidad celular se determind por conteo
celular por exclusién de azul de tripan (A) n= 7; o por MTT (B) n=9. Los resultados se expresan como
promedio + SD, ***p<0,001 vs control.

6.2.2. Evaluacion del efecto ejercido por el tratamiento con LPS durante la reperfusion

en la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs

Como se observa en la figura 3, la I/Rs produjo una disminucién significativa del nimero
de células viables, la que alcanzé un valor del 47% y un 52% respecto al control para
conteo celular (Fig 3A) y MTT (Fig 3B) (***p<0,001 vs control) respectivamente. En las
células tratadas con LPS solamente durante la reperfusion, la viabilidad celular alcanzé un
valor del 50% y 61% para conteo celular (Fig 3A) y MTT (Fig 3B) respectivamente, respecto
al control (***p<0,001 vs control). Se descartd un eventual efecto cito-protector mediado

por el tratamiento de FC con LPS durante la reperfusion.
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Figura 3. Efecto ejercido por el tratamiento con LPS durante la reperfusidon en la muerte de fibroblastos
cardiacos inducida por I/Rs. Los fibroblastos cardiacos se trataron con 1 ug/mL de LPS durante las 16 h de
reperfusiéon. Luego de 8 h de isquemia y 16 h de reperfusion la viabilidad celular se determind por conteo
celular por exclusidon de azul de tripan (A) n=6; y por MTT (B) n=7. Los resultados se expresan como
promedio + SD, ***p<0,001 vs control.

6.3. Evaluacién del efecto ejercido por el tratamiento con LPS durante la isquemia y

reperfusion en la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs

Como se observa en la figura 4, en FC sometidos a I/Rs, la viabilidad celular analizada por
conteo celular fue cercana al 48% frente al control (Fig 4A), mientras que por el método
de MTT (Fig 4B), esta fue de un 53% respecto del control. En ambos casos se mantuvo una
disminucion estadisticamente significativa en el nimero de células (***p<0,001 vs
control). Sin embargo, en las células tratadas con LPS durante la isquemia y reperfusién, el
numero de células viables aumenté hasta un 63% respecto al control por conteo celular
(Fig 4A), mientras que por MMT esta fue de un 71% respecto del control. Al comparar
ambos valores de viabilidad celular respecto a la I/R, se observd que el tratamiento con
LPS de manera simultdnea durante todo el evento de I/Rs generé un aumento
estadisticamente significativo en el nimero de células viables, (#p<0,05 vs I/R) en la

medicidon por conteo celular (Fig 4A) y (###p<0,001 vs I/R) en MTT (Fig 4B). Estos
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resultados dan cuenta del efecto cito-protector ejercido por el tratamiento con LPS

durante la I/Rs sobre la muerte de FC inducida por el evento de I/Rs.
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Figura 4. Efecto ejercido por el tratamiento con LPS durante la isquemia y reperfusién en la muerte de
fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs. Los fibroblastos cardiacos se trataron con 1 pg/mL de LPS
durante las 8 h de isquemia y las 16 h de reperfusién. Luego de 8 h de isquemia y 16 h de reperfusion la
viabilidad celular se determiné por conteo celular por exclusiéon de azul de tripan (A) n=12; y por MTT (B)
n=14. Los resultados se expresan como promedio * SD, ***p<0,001 vs control; #p<0,05 versus I/R;
##H#p<0,001 vs I/R.

6.4. Participacion del receptor de tipo toll 4 en la proteccion de fibroblastos cardiacos

inducida por LPS

Como pudimos observar en la figura 4A-B el tratamiento con LPS fue capaz de prevenir la
pérdida de viabilidad gatillada por la I/Rs. Sin embargo, se desconoce si este efecto
protector es mediado por el receptor TLR4. Con este fin se utilizd TAK-242, un inhibidor
intracelular de este receptor.

Como se observa en la figura 5, los FC sometidos a I/Rs presentaron un 53% de viabilidad
respecto al control, mientras que en presencia de TAK-242 el valor obtenido fue de un
51% respecto al control. Ambos resultados obtenidos resultaron ser estadisticamente
significativos (***p<0,001 vs control). El tratamiento con LPS durante la I/Rs disminuyd
significativamente la pérdida de viabilidad provocada por la I/Rs (#p<0,05 vs I/R),
alcanzando un valor del 69% frente al control. Sin embargo, al tratar los FC con LPS en

presencia de TAK-242, el efecto protector inducido por LPS se inhibid. Se produjo de esta
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forma un numero de células viables similar al obtenido en la I/R (50% vs 53%,
respectivamente), obteniéndose una diferencia significativa respecto a los FC tratados
solamente con LPS ($p<0,05 vs I/R LPS y TAK-242). Estos resultados sugieren que la
proteccion inducida por LPS es mediada a través del TLR4.

El tratamiento de FC sometidos a I/Rs en presencia de TAK-242, no generd una
disminucion en el nimero de células viables con respecto a las células sujetas a I/Rs (51%
vs 53% de células viables, respectivamente). Ademas, es importante destacar que TAK-242
no ejercid un efecto toxico sobre los FC, manteniéndose practicamente sin variaciones en
el numero de células control expuestas a TAK-242. Este resultado descarta que la
disminucion de la viabilidad celular obtenida en los FC tratados con LPS en presencia de
TAK-242 o en la I/Rs con TAK-242 se pueda deber a un efecto toxico generado por el

inhibidor.
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Figura 5. Efecto del tratamiento con LPS en presencia de TAK-242 durante la isquemia y reperfusion, sobre
la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs. Fibroblastos cardiacos se trataron con 1 ug/mL de
LPS y 4 uM de TAK-242 durante las 8 h de isquemia y las 16 h de reperfusién. Luego de transcurridos los
tiempos experimentales, la viabilidad celular se determiné por MTT. Los resultados se expresan como
promedio * SD, ***p<0,001 vs control; #p<0,05 vs I/R; $p<0,05 vs I/R en presencia de LPS y TAK-242. n=12.
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6.5. Participacion de las vias de sefializacion PI3K/Akt y ERK1/2 en la protecciéon de

fibroblastos cardiacos ejercida por LPS

A continuacion, se evaluaron las posibles vias de sefalizacién implicadas en el efecto cito-
protector mediado por LPS. Para evaluar el rol que cumple la via de PI3K/Akt se utilizé un
inhibidor quimico de PI3K, LY294002. Con el fin de evaluar el rol que cumple la via de
ERK1/2 (p44/p42 MAPK) se empled un inhibidor quimico de MEK1/2, PD98059.

Los FC se cultivaron por 16 h en medio DMEM-F12 libre de suero, y posteriormente se
estimularon con 1 pg/mL de LPS durante la isquemia y reperfusion en presencia/ausencia

de LY294002 (10 uM) o PD98059 (25 pM).

6.5.1 Efecto de la inhibicion de PI3K/Akt sobre la capacidad cito-protectora ejercida por

LPS en fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs

Como se observa en la figura 6, la viabilidad celular fue de un 52% para las células
sometidas a I/Rs (***p<0,001 vs control) versus un 67% en las células tratadas con LPS
(**p<0,01 vs control), alcanzandose una diferencia significativa entre ambos grupos
experimentales (##p<0,01 vs I/R). La aplicaciéon de LY294002 en presencia de LPS fue
capaz de revertir completamente el efecto cito-protector otorgado por LPS, obteniéndose
un numero de células viables de un 47%, similar al obtenido en la I/Rs, alcanzandose una
diferencia estadisticamente significativa entre estos valores ($p<0,05 vs I/R con LPS y
LY294002). Este resultado sugiere la participacion de la via de sefializacion PI3K/Akt en la
protecciéon de los FC ejercida por LPS a través de TLR4.

El tratamiento de FC sometidos a I/Rs en presencia de LY294002, no generd una
disminucion en el nimero de células viables con respecto a las células sujetas a I/Rs (51%
vs 52% de células viables, respectivamente). Ademas, no se observaron variaciones en el
numero de células presente en los controles con LY294002 o LPS al compararse con el
control sin tratamiento. Este resultado permite descartar que la disminucidn en el numero
de células observada en el grupo experimental de I/Rs tratado con LPS en presencia de
LY294002 o en la I/Rs con LY294002, se pueda deber a un efecto cito-toxico generado por

el uso de este inhibidor.
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Figura 6. Efecto del tratamiento con LPS en
$ presencia de LY294002 durante la isquemia
1.0 # y reperfusién, sobre la muerte de

** fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs.
ok ek _. Fibroblastos cardiacos se trataron con 1
0.5 pug/mL de LPS y 10 uM de LY294002 durante
las 8 h de isquemia y las 16 h de reperfusion.
Luego de transcurridos los tiempos
experimentales, la viabilidad celular se
determind por MTT. Los resultados se
IR _ _ _ + + + + expresan como promedio = SD, n=10,
***p<0,001 vs control; **p<0,01 vs control;
##p<0,01 vs I/R; $p<0,05 vs I/R en presencia
LPS ) .+ .+ 4 de LPS y LY294002.

Viabilidad celular
( veces sobre el control)

6.5.2. Efecto de la inhibicion de ERK1/2 sobre la capacidad cito-protectora ejercida por

LPS en fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs

Como se observa en la figura 7, los FC sujetos a I/Rs en presencia de LPS alcanzaron un
valor de viabilidad celular del 66% (**p<0,01 vs control), mientras que en ausencia de LPS
este valor disminuyé al 48% (***p<0,001 vs control), ambos respecto del control. La
diferencia obtenida al comparar estos valores resulté ser estadisticamente significativa
(#p<0,05 vs control). La estimulacion de FC sujetos a I/Rs con LPS y PD98059, trajo como
consecuencia la pérdida del efecto cito-protector producido por LPS, obteniéndose un
numero de células viables similar al obtenido en la I/Rs (49%, respectivamente respecto
del control), alcanzdndose una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos experimentales (Sp<0,05 vs I/R con LPS y PD98059). Este resultado sugiere la
participacidon de Akt en el efecto cito-protector mediado por LPS a través de TLR4.

No se observaron variaciones en el numero de células presente en los controles con
PD98059 o LPS al compararse con el control sin tratamiento. Este resultado permite
descartar que la disminucion en el numero de células observada en el grupo experimental
de I/Rs con LPS en presencia de PD98059, se pueda deber a un efecto cito-téxico

generado por el uso de este inhibidor.
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Figura 7. Efecto del tratamiento con LPS en
presencia de PD98059 durante la isquemia y
reperfusion, sobre la muerte de fibroblastos
cardiacos inducida por |I/Rs. Fibroblastos
cardiacos se trataron con 1 pg/mL de LPS y 25
UM de PD98059 durante las 8 h de isquemia y
las 16 h de reperfusién. Luego de transcurridos
los tiempos experimentales, la viabilidad celular
se determind por MTT. Los resultados se
expresan como promedio * SD, n=5,
IIR - - - + + + + ***p<0,001 vs control; **p<0,01 vs control;
PD - + . _ + - + #p<0,05 vs I/R; $p<0,05 vs I/R en presencia de
LPS y PD98059.

Viabilidad celular
( veces sobre el control)

6.6. Evaluacion de la apoptosis en fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs

Como se determind previamente, el tratamiento con LPS durante la isquemia y
reperfusion, a través de TLR4, previene la muerte de fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs.
Sin embargo, se desconoce el rol de este receptor en cuanto a la participaciéon en la
muerte de los FC por apoptosis. Para estudiar este objetivo, se determind la

fragmentacion de las procaspasas 8 y 3 por medio de Western blot.

6.6.1. Participacidn de la caspasa 8 en la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por

I/Rs

6.6.1.1. Efecto del tratamiento con LPS sobre el procesamiento proteolitico de la

procaspasa 8 en fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs

En la figura 8 se observa que la I/Rs provocd la fragmentacion de la procaspasa 8,
disminuyendo sus niveles proteicos al 44% respecto del control. La disminucién obtenida
en los niveles de esta proteina resultd ser estadisticamente significativa (***p<0,001 vs
control), lo que indica que la I/Rs, por si sola, es capaz de generar la activacién de la
caspasa 8. El tratamiento con LPS durante la I/Rs, provocé una menor fragmentacién de la
procaspasa 8, alcanzando un valor del 77% respecto del control (*p<0,05 vs control). Al
comparar los valores obtenidos en la I/Rs mas LPS versus I/R (77% vs 44%, respecto del

control), se obtiene una diferencia estadisticamente significativa (###p<0,001 vs I/R),
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indicando que el tratamiento de las células con LPS durante la I/Rs previene la
fragmentacion de la procaspasa 8.

Como se observa en la figura 8, no se obtuvieron variaciones en cuanto al procesamiento
de la procaspasa 8 en el control estimulado con LPS. Este resultado sugiere que LPS, sin la

presencia de un estimulo deletéreo, no afecta la activacidn de la caspasa 8.
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Figura 8. Efecto del LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 8 en fibroblastos cardiacos sujetos a
I/Rs. Las células se trataron con 1 pg/mL de LPS durante las 8 h de isquemia y las 16 h de reperfusién.
Posteriormente se determind el procesamiento de la procaspasa 8 por Western blot. GAPDH se us6é como
control de carga. n=12, *** p<0,001 vs control; * p<0,05 vs control; ### p<0,001 vs I/R.

6.6.1.2. Participacion del TLR4 en el procesamiento proteolitico de la procaspasa 8

inducido por I/Rs

En la figura 9 se observa que la I/Rs es capaz de inducir la fragmentacidn de la procaspasa
8, alcanzando un valor del 53% respecto del control (***p<0,001 vs control). El
tratamiento con LPS previno la fragmentacidn de esta proteina, alcanzando un valor del
76% frente al control (*p<0,05 vs control). Sin embargo, el tratamiento de las células con
LPS en presencia de TAK-242, revelé que el efecto provocado por LPS sobre el

procesamiento de la procaspasa 8 se perdia completamente, obteniendo un valor del 45%
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respecto del control (***p<0,001 vs control). Confrontando el valor obtenido en las
células tratadas con LPS frente a las células tratadas con LPS en presencia de TAK-242
(76% vs 45%, respectivamente), se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa
entre ambos valores (Sp<0,05 vs I/R con LPS y TAK-242). Este resultado sugiere la
participacién del TLR4 en el efecto ejercido por LPS sobre el procesamiento de la
procaspasa 8.

La aplicacion de TAK-242 por si solo sobre las células sometidas a I/Rs, no generd la
fragmentacion adicional de la proteina, obteniendo un valor del 57% (***p<0,001 vs
control). Este resultado sugiere que la inhibicién del TLR4 durante la I/Rs no genera un
aumento en la activacion de la caspasa 8 frente al efecto ejercido por el evento de I/Rs. En
las células control tratadas con LPS o TAK-242 no se observaron variaciones en cuanto al

procesamiento de la procaspasa 8.
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Figura 9. Participacion del TLR4 en el efecto ejercido por LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 8
en fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs. Las células se trataron con LPS (1 ug/mL) en presencia de TAK-
242 (1uM) durante las 8 h de isquemia y las 16 h de reperfusidon. Posteriormente se determind el
procesamiento de la procaspasa 8 mediante Western blot. GAPDH se usé como control de carga. n=8, ***
p<0,001 vs control; * p<0,05 vs control; # p<0,05 vs I/R; $ p<0,05 vs I/R con LPS y TAK-242,
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6.6.1.3. Participacion de la via de seiializacion PI3K/Akt en el procesamiento proteolitico

de la procaspasa 8 inducido por I/Rs

En la figura 10 se observa que la I/Rs fue capaz de gatillar de manera significativa el
procesamiento de la procaspasa 8, disminuyendo al 42% respecto del control (***p<0,001
vs control). El tratamiento de las células con LPS previno la protedlisis, alcanzando un
valor del 78% respecto del control. La diferencia obtenida entre ambos valores resulté ser
estadisticamente significativa (#p<0,05 vs I/R). Ly294002 previno completamente el efecto
provocado por LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 8, alcanzando la proteina un
valor del 30% respecto del control (***p<0,001 vs control). Al contrastar el resultado
obtenido mediante el tratamiento de las células con LPS en presencia de Ly294002 versus
las células tratadas con LPS (30% vs 78%, respectivamente), se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa (SSp<0,01 vs I/R con LPS y Ly294002). Este resultado sugiere
que la via de sefalizacion PI3K/Akt se encuentra implicada en el efecto ejercido por LPS

sobre la fragmentacién de la procaspasa 8.
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Figura 10. Efecto del tratamiento con LPS en presencia de LY294002 sobre el procesamiento de la
procaspasa 8. Fibroblastos cardiacos se trataron con LPS (1 pg/mL) y LY294002 (10 uM) durante las 8 h de
isquemia y las 16 h de reperfusién. Posteriormente se determind el procesamiento de la procaspasa 8
mediante Western blot. GAPDH se usé como control de carga.n=5. Los resultados se expresan como
promedio * SD, ***p<0,001 vs control; #p<0,05 vs I/R; $$p<0,01 vs I/R en presencia de LPS y LY294002.
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6.6.1.4. Participacion de la via de sefalizacion ERK1/2 en el procesamiento proteolitico

de la procaspasa 8 inducido por I/Rs

Como se muestra en la figura 11, la I/Rs provocd la protedlisis de la procaspasa 8,
alcanzando un valor del 47% respecto del control. A su vez, el tratamiento de las células
con LPS gatillé una disminucién del procesamiento de la procaspasa 8, manteniendo los
niveles de la proteina en un 78% respecto del control. Sin embargo, en las células tratadas
con PD98059 y LPS no se observé el efecto generado por LPS sobre el procesamiento de la
procaspasa 8, disminuyendo los niveles de la proteina al 32% respecto del control.
Contrastando los valores obtenidos en las células tratadas con LPS versus las células
tratadas con LPS y PD98059 (78% vs 32%, respectivamente), se observa una clara
tendencia la cual indicaria la participacion de la via de sefializacion de ERK1/2 en el efecto

ejercido por LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 8.
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Figura 11. Efecto del tratamiento con LPS en presencia de PD98059 sobre el procesamiento de la
procaspasa 8. Fibroblastos cardiacos se trataron con LPS (1 pg/mL) y PD98059 (25 uM) durante las 8 h de
isquemia y las 16 h de reperfusion. Posteriormente se determind el procesamiento de la procaspasa 8
mediante Western blot. GAPDH se usé como control de carga. n=3. Los resultados se expresan como
promedio + SD.
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6.6.2. Participacidn de la caspasa 3 en la muerte de fibroblastos cardiacos inducida por

I/Rs

6.6.2.1 Efecto del tratamiento con LPS sobre el procesamiento proteolitico de la

procaspasa 3 en fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs

Como se observa en la figura 12, la I/Rs ocasiond el procesamiento de la procaspasa 3,
disminuyendo los niveles de la proteina a un 54% respecto del control. La disminucion
obtenida resulté ser estadisticamente significativa (***p<0,001 vs control). Esto indica
que la I/Rs, por si sola, es capaz de activar la caspasa 3. El tratamiento de las células con
LPS durante la I/Rs produjo una disminucién en el procesamiento de la procaspasa 3,
manteniéndose en un 84% respecto del control. Esta diferencia resultd ser
estadisticamente significativa (##p<0,01 vs I/R), lo cual indica que LPS es capaz de prevenir
el procesamiento de la procaspasa 3.

Como se observa en la figura 12, no se obtuvieron variaciones en cuanto al procesamiento
de la procaspasa 3 en el control estimulado con LPS, lo cual indica que LPS, sin la presencia

de un estimulo deletéreo, no afecta la activacion de esta proteina apoptotica.
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Figura 12. Efecto del LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 3 en fibroblastos cardiacos sujetos a
I/Rs. Las células se trataron con 1 pg/mL de LPS durante las 8 h de isquemia y las 16 h de reperfusion.
Posteriormente se determind el procesamiento de la procaspasa 8 por Western blot. GAPDH se us6é como
control de carga. n=11, *** p<0,001 vs control; ## p<0,01 vs I/R.
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6.6.2.2 Participacion del TLR4 en el procesamiento proteolitico de la procaspasa 3

inducido por I/Rs

Como se indica en la figura 13, la I/Rs induce el procesamiento de la procaspasa 3,
disminuyendo los niveles de la proteina a un 67% con respecto al control (*p<0,05 vs
control). El tratamiento de las células con LPS generd una disminucién del procesamiento
de la proteina, alcanzando un valor del 86% frente al control, obteniéndose una diferencia
estadisticamente significativa entre estos grupos experimentales (#p<0,05 vs I/R). Sin
embargo, el tratamiento de las células con TAK-242, bloqueé el efecto generado por LPS
sobre el procesamiento de la procaspasa 3, disminuyendo el nivel de la proteina a un 58%
respecto del control, obteniéndose una diferencia estadisticamente significativa (**p<0,01
vs control). Contrastando los valores correspondientes a la I/Rs mas LPS versus I/Rs mas
LPS y TAK-242, (86% vs 58%, respectivamente), se alcanzé una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos (Sp<0,05 vs I/R con LPS y TAK-242). Esto sugiere la participacion
del TLR4 en el efecto ejercido por LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 3.

La aplicacién de TAK-242 sobre las células sometidas a I/Rs no generdé un aumento
adicional del procesamiento de la procaspasa 3, alcanzando un valor similar a I/Rs (52%
respecto del control, ***p<0,001 vs control). En las células control tratadas con LPS o TAK-

242 no se observaron variaciones en cuanto al procesamiento de la procaspasa 3.
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Figura 13. Participacion del TLR4 en el efecto ejercido por LPS sobre el procesamiento de la procaspasa
3 en fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs. Las células se trataron con LPS (1 pug/mL) en presencia de
TAK-242 (1 uM) durante las 8 h de isquemia y las 16 h de reperfusién. Posteriormente se determino el
procesamiento de la procaspasa 3 mediante Western blot. GAPDH se usé como control de carga. n=7,
**%* n<0,001 vs control; ** p<0,01 vs control; *p<0,05 vs control; # p<0,05 vs I/R; $ p<0,05 vs I/R con LPS
y TAK-242.

6.6.2.3. Participacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt en el procesamiento de la

procaspasa 3 inducido por I/Rs

Como se observa en la figura 14, la I/Rs gatillé de manera significativa el procesamiento de
la procaspasa 3, disminuyendo estd al 56% respecto del control (***p<0,001 vs control). El
tratamiento de las células con LPS previno la protedlisis, alcanzando la procaspasa 3 un
valor del 83% respecto del control. La diferencia obtenida entre ambos valores resulté ser
estadisticamente significativa (#p<0,05 vs I/R). En las células tratadas con LPS en presencia
de Ly294002, la proteina alcanzdé un valor del 87% respecto del control, manteniéndose el
efecto ejercido por LPS sobre la activacidon de la caspasa 3 (#p<0,05 vs I/R). Lo anterior
sugiere que la via PI3K/Akt no participa en la mediacidon del efecto generado por LPS sobre

el procesamiento de la procaspasa 3 inducido por I/Rs.
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6.6.2.4. Participacion de la via de sefializacion de ERK1/2 en el procesamiento

proteolitico de la procaspasa 3 inducido por I/Rs

Como se muestra en la figura 15, la I/Rs indujo el procesamiento de la procaspasa 3,
disminuyendo la proteina a un 50% respecto del control. El tratamiento de las células con
LPS durante la I/Rs gatillé una disminucién en la activacion de la casapasa 3, aumentando
su forma inactiva, la que alcanzé un 71% respecto del control. De acuerdo a la tendencia
gue se observa en la figura 15, el tratamiento con PD98059 no fue capaz de bloquear el
efecto gatillado por LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 3, manteniéndose la
proteina en un 84% respecto del control. Esto sugiere que la via de ERK1/2 no participa en
la mediacién del efecto generado por LPS sobre el procesamiento de la procaspasa 3

inducido por I/Rs.
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(1 pg/mL) y PD98059 (25 uM) durante las
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se investigd el efecto cito-protector ejercido por LPS sobre FC
sujetos a I/Rs. Nuestros principales resultados fueron: (1) FC sometidos a 8 h de isquemia
y 16 h de reperfusién experimentan una pérdida significativa de la viabilidad; (2) el pre-
condicionamiento de 16 y 24 h con LPS, asi como, el tratamiento con LPS durante la
isquemia o la reperfusion no previenen la muerte de los FC inducida por I/Rs; (3) el
tratamiento con LPS durante la isquemia y reperfusion previene la muerte de FC inducida
por I/Rs; (4) el efecto cito-protector producido por LPS es mediado por TLR4; (5) LPS a
través de las vias de sefializacion PI3k/Akt y Erk1/2 ejerce el efecto cito-protector; (6) LPS,

a través de TLR4, previene el procesamiento de la procaspasa 3 y 8 inducido por I/Rs.
7.1. Muerte de fibroblastos cardiacos inducida por I/Rs

Se han reportado diversos estudios que sefialan que tanto la oclusion de arterias
coronarias por periodos prolongados de tiempo, asi como también, el cultivo de
cardiomiocitos in vitro en medios de cultivo con ausencia de O,, provocan alteraciones
metabdlicas y funcionales que culminan con la muerte de las células cardiacas. En relacién
a ello, se ha descrito la pérdida de viabilidad de las células cardiacas frente a la ocurrencia
de un infarto cardiaco, siendo los efectos sobre los cardiomiocitos los mas estudiados >®
>’ Sin embargo, poco se ha descrito del efecto sobre otras células no musculares, tales
como FC, frente a eventos de cambios en los niveles de oxigeno como lo es la I/R 8 Mas
aun, la importancia del rol que juegan los FC en las respuestas adaptativas del miocardio
frente a las condiciones isquémicas y al posterior dafio por reperfusidon no ha sido del todo

estudiada en profundidad.

Nuestro trabajo utilizé un modelo de I/R in vitro, cuyo uso ha sido descrito en otros

estudios 18

. Si bien es cierto, los modelos in vivo son los mas representativos y cercanos
a lo que acontece durante la ocurrencia de un infarto cardiaco, la gran complejidad de
interacciones e interconexiones que ocurren entre las distintas células del corazén

sometido a un infarto, dificultan el estudio detallado de los eventos y mecanismos
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moleculares que ocurren a un tipo celular determinado. Esto dificulta atribuir los
resultados observados a un solo factor en cuestidn. En este sentido, los modelos in vitro
presentan importantes ventajas, ya que permiten simular las condiciones de infarto en un
ambiente controlado y aislado de otras variables. Dentro de estas variables estan la
contribucién de otras células presentes en la sangre y tejido cardiaco, la presencia de
diversos estimulos que se encuentran de manera basal en el tejido y que son secretados
por otros tipos celulares, etc. Debido a esto, se eligié trabajar con un modelo de I/R in
vitro lo cual permitiria delimitar los efectos observados en FC sélo al efecto propio del
estimulo en estudio. Sin embargo, la principal limitacidon de los modelos in vitro es que no
son capaces de reproducir por completo los eventos fisiopatolégicos observados en el
corazon infartado, y que por ende, los resultados obtenidos pueden diferir entre un

modelo y otro.

Nuestros resultados indican que cultivos de FC sometidos a 8 h de isquemia y 16 h de
reperfusion experimentaron una muerte celular significativa, quedando alrededor de un
53% de células viables luego del evento deletéreo. Esta magnitud de muerte celular de FC

31, 32
*2“. En la

inducida por I/Rs ya ha sido descrita previamente por nuestro laboratorio
literatura se encuentran muchos antecedentes acerca del dafio gatillado por I/Rs en otros
tipos celulares, fundamentalmente cardiomiocitos. Con respecto a esto, es posible
extrapolar nuestros resultados a los obtenidos por Bhawanjit K. Brar (2000), el cual
describe que cultivos de cardiomiocitos neonatos sujetos a 6 h de isquemia in vitroy 2 h
de reoxigenacién experimentaron un 57% de muerte celular 17, y con 6/24 h de I/Rs
respectivamente, se obtuvo un 83% de muerte celular % Por otro lado, Shen Min et al.
(2012), describen que cardiomiocitos de ratas neonatas sujetos a 2/4 h de
isquemia/reperfusion in vitro respectivamente, experimentan un 35% de viabilidad *°. De
acuerdo a estos antecedentes, nuestros resultados muestran que los FC sometidos a
tiempos similares de I/R tienen un nivel de mortalidad menor que los cardiomiocitos. De
esta manera, los tiempos a los cuales se observa una pérdida de viabilidad significativa en
FC sujetos a I/R (8/16 h), son mucho mayores que los observados en la literatura con

respecto a cardiomiocitos in vitro (6/2, 6/24 y 2/4 h de I/R respectivamente) e in vivo (40-
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60 min) ®1 Estos antecedentes se correlacionan con reportes que describen que frente a
condiciones de hipoxia, los cardiomiocitos son extremadamente sensibles, y que se
gatillan mecanismos tempranos de muerte, mientras que los FC son capaces de adaptarse

e incluso proliferar frente a eventos deletéreos, como lo es la I/R >8, 62

. Independiente del
tipo celular, es importante aclarar que los modelos in vivo de infarto cardiaco exhiben un
comportamiento de muerte acelerado al compararse con modelos in vitro de I/R, ya que
presentan una serie de elementos tales como comunicaciones célula — célula, matriz
extracelular — célula e infiltracién de células del sistema inmune, los que influyen
directamente en el dafio ocasionado por I/R. Ademas de los elementos ya mencionados,
las diferencias observadas pueden deberse a otros factores, tales como las condiciones

utilizadas para simular la I/Rs, la duracion del evento de I/Rs y los métodos utilizados para

medir la viabilidad celular.

Existe controversia en la literatura acerca de cdmo determinar y cuantificar el dafio letal
irreversible que experimentan las células exclusivamente por reperfusion, ya que no es
posible desarrollar un modelo de reperfusion sin que lo preceda un periodo isquémico, el
cual por si solo podria llegar a producir dafios irreversibles a las células. Antecedentes
descritos por Vivar et al. (2012), sefialan que los FC deben ser sometidos a tiempos
mayores a 12 h de isquemia, o 8 h de isquemia acompafnada por 16 a 48 h de reperfusién
para lograr una pérdida de viabilidad significativa **. En la literatura se ha descrito que el
dafio inducido por reperfusidon genera eventos deletéreos adicionales a los gatillados por
la isquemia, aumentando el dafio celular generado durante la isquemia %3 Sin embargo,
otros estudios sefialan que la muerte inducida por reperfusién es solo el
enmascaramiento de aquel dafio irreversible producido durante el periodo isquémico ®*.
Tomando en consideracion estos antecedentes, no seria posible descartar la posibilidad
de que la pérdida de viabilidad de FC observada en la I/Rs sea producto de la continuacion
del dafio que se generd previamente en la isquemia, en lugar de atribuir los efectos sobre

la viabilidad tanto al evento isquémico como a la reperfusion.
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7.2. Efecto de LPS sobre la pérdida de viabilidad de fibroblastos cardiacos sujetos a I/Rs

En la literatura se encuentran ampliamente descritos los multiples efectos provocados por
LPS en diversos tipos celulares mediante estudios realizados in vitro, ex vivo e in vivo.
Numerosos estudios han demostrado que LPS es capaz de inducir un efecto protector en

6566 siendo fundamental el momento en el cual se inicia el tratamiento

el tejido cardiaco
con LPS dentro de la secuencia de eventos deletéreos. Nuestros resultados mostraron que
el pre-condicionamiento de FC durante 24 y 16 h con LPS no fue capaz de ejercer un
efecto cito-protector frente al dafio ocasionado por la I/Rs. Estos resultados son en cierta
forma similares a lo que se ha descrito en la literatura, puesto que dependeria mucho del
tipo celular, pero mas que ello de la temporalidad del pre-tratamiento. En este sentido,
Tuanzhu et al. (2008), demostraron que el pre-tratamiento in vivo con LPS 24 h antes de
gue los corazones fueran sometidos a isquemia (45 min) y reperfusidn (4 h), generd una
disminucion en el tamafio del drea cardiaca infartada, disminucidon de la aparicion de
cardiomiocitos apoptéticos y un aumento en las proteinas implicadas en sobrevida celular,

1 Estos resultados han sido

tales como Akt, GSK-3B, y proteinas de shock térmico
replicados en diversos estudios. Uno de ellos sefiala que el pre-condicionamiento tardio
con LPS (24 h) es capaz de producir un efecto cardioprotector a través de la via de
sefializacion de iNOS, disminuyendo el dafio ocasionado por el evento de I/R 7 El efecto
protector inducido por el pre-condicionamiento tardio con LPS se ha demostrado también
en diversos tipos celulares. Heemann et al. (2000), observaron que en un modelo in vivo
de I/R renal, la administracion de bajas dosis de LPS durante 3 a 4 dias antes de la
realizacidn de la I/R trajo consigo un efecto protector frente al dafio letal ocasionado por
el evento deletéreo, previniendo de esta forma la destruccidon del tejido renal y la
infiltracion de leucocitos inducida por la I/R renal ®. Resultados similares se han obtenido
en hepatocitos ® y en neuronas de ratas neonatas 70 Estos resultados en su conjunto
destacan que el efecto cito-protector generado por LPS frente al dafio ocasionado por la
I/R, seria dependiente de un pre-condicionamiento tardio con LPS, siendo necesarios

68, 69

tiempos de pre-tratamiento mayores a 24 h °*®" 7% ¢ 2 dias para observar el efector
p

protector. En apoyo a esta tesis, Sano et al. (2013), inyectaron LPS a ratas por 20 h o 30
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min antes de la realizacion de la isquemia, y demostraron que el pre-tratamiento con LPS
solo 20 h antes del evento deletéreo fue capaz de ejercer un efecto protector frente al

"t Mas aln, Meng et al. (1997), describen que la

dafio generado por la I/R
cardioproteccidén ejercida por LPS frente al dafio isquémico se observa al ser administrado
24 h, 3 dias, y 7 dias antes de la realizacidon de la isquemia, ocurriendo la proteccion
maxima a los 3 dias; dicho efecto no se produjo con el pre-tratamiento de 2 0 12 h "%
Estos resultados se correlacionan con los nuestros, ya que a tiempos de pre-
condicionamiento con LPS menores a 24 h no fue posible observar un efecto cito-
protector, siendo necesario incluso en algunos casos tiempos mayores a 2 dias de pre-
tratamiento. En su conjunto, estos resultados sugieren que tiempos prolongados de pre-
tratamiento con LPS son necesarios para la adquisicidn de la proteccidén cardiaca contra el

dafio provocado por I/Rs. Este mecanismo podria involucrar la sintesis de novo vy

acumulacién de proteinas cito-protectoras.

La contribucién ejercida por la isquemia o reperfusién en cuanto a la muerte de los FC
resulta muy controversial, ya que no se conoce con exactitud la participacién e
implicancias de cada uno de estos eventos en los efectos deletéreos provocados a nivel
celular. Por esta razdn, resulta fundamental evaluar el eventual rol protector que ejerceria
el tratamiento con LPS de manera independiente ya sea durante la isquemia o
reperfusion, lo cual podria evidenciar el grado de participacién de cada uno de estos
eventos en la muerte de FC provocada por la I/Rs. Los resultados obtenidos mediante el
tratamiento con LPS ya sea durante la isquemia o reperfusion, no mostraron cito-
proteccion. A diferencia de nuestros resultados, en la literatura se sefiala que el
tratamiento de FC con IGF-1 durante la fase de reperfusidon tiene mayor preponderancia
en la viabilidad de los FC que el tratamiento de las células durante la isquemia. Esto
sugeriria, ademas, que los eventos ocurridos durante la reperfusién son criticos para los
FC*.

Por otro lado, nuestros resultados indican que el tratamiento de FC con LPS durante la

isquemia y la reperfusién (durante ambos procesos), aumentd el nimero de células
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viables al compararse con los FC sujetos a I/Rs sin tratamiento. Estos resultados
demuestran el efecto cito-protector ejercido por LPS frente a la muerte de FC inducida por
I/Rs. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Chao et al. (2005), el cual
describe que el tratamiento de cardiomiocitos con LPS durante el evento de
hipoxia/privacion de suero mejora la sobrevida de estas células, inhibiendo, ademas, la
fragmentacion del DNA, apoptosis y activacion de la caspasa-3 . Sin embargo, estos
resultados no coinciden con los descritos por Vivar et al. (2012), los que sugieren que los
eventos ocurridos principalmente durante la reperfusion son criticos para la sobrevivencia
de los FC. Cabe destacar que en este caso ellos emplearon IGF-1 como estimulo cito-

protector **

, el cual regula vias de sobrevida distintas a las activadas por LPS, lo que
permitiria explicar las diferencias obtenidas en cuanto a la temporalidad de la proteccién

de los FC sujetos a I/R in vitro.

7.3 Participacion del TLR4 en el efecto cito-protector mediado por LPS en FC sujetos a

I/Rs

Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio demuestran que TLR4 es
altamente expresado en FC de manera basal. LPS es un conocido agonista de TLR4, siendo
capaz de activar las vias de sefializacién mediadas por este receptor **. Sin embargo, existe
evidencia que sefiala que LPS es capaz, ademads, de ejercer un efecto agonista sobre TLR2,
receptor encargado de activar vias de sefializacién similares a TLR4 38, Conjuntamente, en
la literatura se describe que el tratamiento de ratas con ligandos de TLR2, como
peptidoglicano o pam3csk4, produce un efecto cardioprotector frente al dafio por I/R 7.
Debido a estos antecedentes resulta fundamental determinar si el efecto cito-protector
ejercido por LPS observado en nuestro trabajo es mediado a través de TLR4 o TLR2.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento de FC con LPS en presencia de TAK-242
(Inhibidor de TLR4), durante la I/Rs generd una pérdida significativa de la viabilidad
celular, similar a la obtenida en FC sujetos a I/Rs sin tratamiento. Los FC sujetos a I/R en

presencia de TAK-242 presentaron un numero de células viables similar al obtenido en las
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células sometidas a I/R en ausencia del inhibidor. Esto sugiere que el bloqueo del TLR4
durante la I/R no induce un aumento en la perdida de la viabilidad ya observada. A su vez,
en las células control tratadas con TAK-242 no se observo una disminucion en el numero
de células viables con respecto al control sin tratamiento. Estos resultados nos permiten
concluir que el efecto cito-protector inducido por LPS frente al dafio ocasionado por la
I/Rs es mediado a través de TLR4. Ademas, el empleo de TAK-242 nos permite descartar la
participacidén del TLR2 en la mediacidn del efecto ejercido por LPS. En cuanto al efecto
cito-protector mediado a través de TLR4, en la literatura existen resultados opuestos. Por
un lado, nuestros resultados concuerdan con multiples antecedentes descritos en la
literatura. Zhu et al. (2006), sefialaron que LPS, a través de TLR4, conduce a una reduccién
significativa en la apoptosis de cardiomiocitos in vitro inducida por la privacién de suero y
un mejoramiento en la funcién celular observada una vez transcurrido el evento
deletéreo. Ademas, la activacién de TLR4 protegid a los cardiomiocitos del dafio inducido
por un evento de hipoxia/re-oxigenacidon in vitro. Estos efectos cito-protectores se

4'/' >2 En concordancia con estos

abolieron completamente en cardiomiocitos TLR
antecedentes, Wang et al. (2011), demostraron que el efecto cardioprotector ejercido por
el tratamiento con LPS en un modelo de I/R ex vivo se abolié en ratas deficientes en TLR4,
pero se mantuvo intacto en ratas deficientes en TLR2, sefialando que el efecto
cardioprotector ejercido por LPS es dependiente de TLR4 e independiente de TLR2 *°.
Consistente con nuestro estudio, en células madres mesenquimales, la aplicacidon de LPS
previno la apoptosis inducida por H,0,/privaciéon de suero. Sin embargo, dicho efecto
protector no se observé en las células madres carentes de TLR4 ". Esto confirma que el
efecto cito-protector ejercido por LPS es mediado a través de TLR4. De acuerdo a estos
antecedentes, la via de sefalizacion mediada por TLR4 es responsable del efecto de
sobrevivencia y mejoramiento funcional ejercido por LPS en cardiomiocitos aislados
sometidos a un estimulo deletéreo. Estos resultados concuerdan con nuestro trabajo y
diversos antecedentes publicados "°.

Sin embargo, otros resultados sefialan que ratas deficientes en TLR4 exhiben una

reduccion en la inflamacién del tejido y en el tamafio de la zona miocardica infartada
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luego de la I/R. Esto sugiere la participacion del TLR4 en la mediacion de la inflamacién y
en el dafio del tejido cardiaco 7 La razén de estas diferencias obtenidas no estan claras;
aunque, nosotros creemos que la deficiencia sistémica de TLR4 podria generar cierta
confusion en el modelo in vivo, debido a que la carencia de TLR4 en las fuentes extra-
cardiacas tales como macroéfagos, linfocitos y neutréfilos podria tener un impacto directo
sobre la inflamacidén cardiaca y el dafio luego de la I/R. Estudios recientes confirman la
idea de que las fuentes extra-cardiacas de TLR4 juegan un rol esencial en la mediacién del

dafio y disfuncion cardiaca bajo ciertas condiciones patoldgicas tales como endotoxemia

78

7.4 Participacion de las vias de sefalizacion PI3K/Akt y ERK1/2 en el efecto cito-

protector mediado por LPS en FC sometidos a I/Rs

Existen antecedentes que describen que el proceso de I/Rs activa cascadas de sefializacion
implicadas en la sobrevida celular, mediante el reclutamiento de factores anti-apoptdticos
y la inhibicién de los pro-apoptéticos . Las proteinas PI3K/Akt han demostrado conferir
proteccion frente al dafio ocasionado por I/R 8 En este sentido, Vivar et al. (2012)
indicaron, en un modelo de I/R in vitro (8/24 h, respectivamente), que el tratamiento de
FC con IGF-1 aument¢ significativamente los niveles de p-Akt mediante la activacion de la
via PI3K/Akt, y conjuntamente previno, aunque parcialmente, la pérdida de viabilidad
inducida por la I/Rs. Sin embargo, la inhibicion de la proteina PI3K por Ly294002, provocd
una mayor muerte celular que la causada por la I/Rs, bloqueando ademas el efecto
protector ejercido por IGF-1 32 Estos resultados exponen el efecto cito-protector mediado
por la via PI3K/Akt frente al dafio por I/Rs. Sumado a esto, existen antecedentes que
indican que la via de sefializacién mediada por TLR4 activa la via PI3K/Akt, provocando con
esto una atenuacion del dafio miocéardico en un modelo in vivo *°. Trabajos previos
realizados en el laboratorio demostraron que LPS a través de TLR4 activa la via de
sefializacion PI3K/Akt en FC. Sin embargo, se desconoce el rol que cumplen las proteinas

PI3K/Akt en la proteccion de FC ejercida por LPS frente a los efectos deletéreos
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provocados por la I/R. Nuestros resultados indican que FC sujetos a I/R en presencia de
LPS y Ly294002 no presentan un aumento en el numero de células viables con respecto a
la I/R sin tratamiento. Se observé ademas una disminucion significativa en el nUmero de
FC posterior a la I/Rs comparado al grupo experimental tratado con LPS bajo I/Rs. Estos
resultados indican que Ly294002 bloqued el efecto cito-protector de LPS sobre la pérdida
de viabilidad inducida por I/Rs. De acuerdo a nuestros resultados, podemos concluir que el
efecto cito-protector ejercido por LPS sobre FC bajo I/Rs, es mediado, al menos en parte,
por la via de sefializacion de PI3K/Akt. Conjuntamente, nuestros datos concuerdan con el
trabajo de Liu et al. (2010). Ellos demostraron que en un modelo in vivo de I/R realizado
mediante la oclusidn de la arteria coronaria izquierda seguido por la restauracién del flujo
sanguineo, el tratamiento de las ratas con LPS activd la via de PI3K/Akt en el miocardio, la
gue correlacioné con la cardioproteccién producida por la aplicacién de LPS, observada
mediante una disminucion en el tamafio del area infartada. La cardioproteccion inducida
por LPS se abolid en las ratas tratadas con un inhibidor farmacolégico de PI13K, asi como en
ratas transgénicas que presentaban una expresidon cardiaca defectiva en la proteina Akt.
Esto sugiere que el efecto protector originado por LPS fue mediado a través de un
mecanismo dependiente de PI3K/Akt ®'. Resultados similares se observaron por Ha et al.
(2008), en un modelo ex vivo de I/R, dénde el pre-tratamiento de las ratas durante 24 h
con LPS produjo una atenuacién del dafio miocardico y de los cardiomiocitos apoptdticos,
el cual estuvo ausente en ratas KO para Akt 1 En esta misma linea, Matsui et al. (1999),
sefialaron que IGF-1 previno la apoptosis de cardiomiocitos sometidos a 24 h de hipoxia in
vitro. Este efecto se inhibid al tratar las células simultdneamente con un inhibidor de PI3K.
De igual forma, en las mismas condiciones de hipoxia in vitro los cardiomiocitos se
transducieron con adenovirus con formas constitutivamente activas de PI3K o Akt. El
aumento de estas proteinas fue capaz de inhibir significativamente la apoptosis de los
cardiomiocitos sujetos a hipoxia 2°. Esto demostré el rol cito-protector ejercido por la via
PI3K/Akt frente a la apoptosis gatillada por un estimulo deletéreo. Es importante destacar
que el tratamiento de FC con Ly294002 bajo I/R no produjo un aumento en la perdida de

viabilidad comparado con los FC bajo I/R en ausencia del inhibidor. Esto indicaria que el
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blogueo de la via PI3K/Akt durante las 8/16 h de I/R no es fundamental en la sobrevida de
los FC. Sin embargo, estos resultados no se correlacionan con los obtenidos por Vivar et al.
(2012). Ellos sefalan que FC bajo 8/24 h de I/R en presencia de Ly294002 provocd un
aumento en la pérdida de viabilidad con respecto a las células bajo I/R en ausencia del
inhibidor 2. Esta diferencia se podria deber al mayor tiempo de reperfusién empleado en
este estudio, lo que generaria una mayor susceptibilidad de las células al estimulo dafiino,
haciéndolas de esta forma mas sensibles a la inhibicion de las vias implicadas en la
sobrevida celular. Nosotros también demostramos que la inhibicién de PI3K/Akt bajo
condiciones normales no incrementd la muerte de FC, sugiriendo que en la condicién de

control esta via no estaria involucrada en la sobrevida de FC.

La cascada de sefializacion de ERK1/2 estd involucrada en la regulacion, proliferacion,
diferenciacidn y sobrevida celular. Se ha descrito la activacion de esta via durante hipoxia-
reoxigenacién y frente a eventos de I/R ®%. Estudios realizados en FC bajo I/R in vitro,
demostraron que la proteina ERK1/2 se encontraba ya activada en condiciones basales, y
sus niveles de activacion disminuian al comienzo del evento isquémico. Sin embargo, al
comienzo de la reperfusion, los niveles de activacion fueron similares a los observados en
el control *. En este mismo estudio se sefiala que la aplicacién de IGF-1 sobre FC
sometidos a I/Rs ejerce un efecto cito-protector y antiapoptdtico. Sin embargo, el empleo
de PD98059 (inhibidor de la via de ERK1/2) bloqued completamente estos efectos,
indicando que la prevencidon de la pérdida de viabilidad y el efecto anti-apoptético
conferido por IGF-1 son parcialmente dependientes de ERK1/2. En esta misma linea, se
demostroé que el efecto antiapoptdtico ejercido por TGF-B1 sobre FC sujetos a I/Rs in vitro
se perdia completamente en presencia de PD98059 *°. Diversos autores han recalcado la
importancia de la activacidn de esta via en la sobrevida celular. También se indica que su
inhibicidn en el momento de la reperfusion podria exacerbar el dafio causado por I/Rs. En
este sentido, Yue et al. (2000), mostraron que la reperfusién de corazones de rata
infartadas en presencia del inhibidor PD98059, incrementa el dafio causado por I/R %

Estos reportes dan cuenta del efecto antiapoptoético y cardioprotector mediado a través
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de la via de sefializacion de ERK1/2 durante la ocurrencia de un evento de I/R. Trabajos
previos realizado en el laboratorio demostraron que LPS a través de TLR4 activa la via de
ERK1/2 en FC. Sin embargo, no existen estudios que relacionen directamente la proteccion
ejercida por LPS en FC bajo I/Rs con la cascada de transduccién de la familia de MAPK. De
acuerdo a nuestros resultados, los FC sometidos a I/Rs en presencia de LPS y PD98059 no
presentaron un aumento en el nimero de células viables con respecto a la I/Rs sin
tratamiento. Se observé ademas una disminucidn significativa en el nimero de FC
posterior a la I/Rs comparado al grupo experimental tratado con LPS bajo I/Rs. Estos
resultados muestran que PD98059 abolié por completo el efecto provocado por LPS en la
disminucion de la pérdida de viabilidad gatillada por la I/Rs. De acuerdo a esto, podemos
concluir que el efecto cito-protector ejercido por LPS sobre los FC sometidos a I/Rs, es
mediado, al menos en parte, por la via de sefializacion de ERK1/2. Es importante
mencionar que el tratamiento de FC con PD98059 bajo I/R no produjo un aumento en la
pérdida de viabilidad comparado con los FC bajo I/R en ausencia del inhibidor. Esto
sugeriria que el bloqueo de la via de ERK1/2 durante las 8/16 h de I/Rs no es fundamental
en la sobrevida de los FC. Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante el uso
de Ly294002. Sin embargo, no condicen con ciertos estudios realizados en FC sujetos a
I/Rs de 8/24 h *, lo cual se podria deber, como se menciond anteriormente en el caso de
Ly294002, al mayor tiempo de reperfusion empleado en este estudio. También
demostramos que la inhibicién de ERK1/2 bajo condiciones normales no incrementa la
muerte de FC, sugiriendo que en la condicién de control esta via no estaria involucrada en

la sobrevida de FC.

La probable explicacidon que da cuenta del mecanismo cito-protector via ERK1/2 ha sido
analizada por Philip et al. (2013), quienes demostraron que en FC el estrés oxidativo
inducido por el tratamiento con H,0, promueve la activacion de NF-kB. Ademas, la
inhibicion de este factor transcripcional resultd en un aumento significativo en la
apoptosis de los FC. A su vez, este grupo observod que en las células sometidas con H,0,

hubo un aumento en la activacién de ERK1/2. La inhibicidn de esta proteina con PD98059
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comprometio significativamente la viabilidad de los FC, indicando el rol antiapoptético
gatillado por ERK1/2 bajo condiciones de estrés oxidativo. Mds aun, la inhibicidon de
ERK1/2 también atenud la degradacién de IkBa, indicando que la via cldsica de activacion
de NF-kB via degradacién de IkBa, podria ser dependiente de ERK1/2%. Estos
antecedentes dan cuenta de que la activacién de NF-kB dependiente de ERK1/2, podria
ser clave en la proteccién de los FC frente al dafio oxidativo. Ademas, otros estudios
sefialan que la inhibicion de NF-kB compromete fuertemente la viabilidad de FC bajo
condiciones de hipoxia in vitro ®*, dando indicios del rol critico de NF-kB en la proteccion
de FC frente a condiciones deletéreas. Antecedentes del laboratorio y diversos datos
publicados demuestran que LPS via TLR4 es capaz de activar NF-kB, el cual se
correlacionaria con la activacién de la via MAPK ®. Asimismo, resultados de nuestro
laboratorio demostraron que la inhibicion de NF-kB en FC bajo I/Rs de 8/16 h, provoca una
pérdida significativa de la viabilidad celular, lo cual coincide con los antecedentes
mencionados anteriormente 2*. En conclusidn, estos resultados concuerdan con nuestros
antecedentes en cuanto a que la cito-proteccion promovida a través de la activacion de
TLR4 por LPS es mediada por la via de ERK1/2. Ademds, de acuerdo a los datos
mencionados anteriormente, NF-kB jugaria un rol critico en la mediacion de la sobrevida
de los FC via ERK1/2. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para evaluar la
relacién que pueda existir entre las vias de sefalizaciéon PI3K/Akt, ERK1/2 y NF-kB, y la

regulacion cruzada que podria darse entre ellas en FC sujetos a I/R.

7.5 Evaluacion del efecto antiapoptético mediado por LPS en FC sujetos a I/Rs

Nuestros resultados mostraron que los FC sometidos a I/Rs durante 8/16 h
experimentaron una muerte celular de tipo apoptdtica, medida a través del
procesamiento proteolitico de la procaspasa 8 y 3. El evento de I/Rs generd la activacién
de la caspasa 8 y 3, evidenciado a través de una disminucidn significativa de la procaspasa
8 y 3, sugiriendo un aumento de las formas activas de estas proteinas. Esto

desencadenaria los eventos que conducen a la muerte celular apoptética. La disminucion
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obtenida en los niveles de la procaspasa 8 fue mayor a los obtenidos con respecto a la
procaspasa 3. Esto se podria deber a que la caspasa iniciadora es mas factible de activar
gue la caspasa ejecutora, ya que su procesamiento depende de estimulos rio arriba de la
cascada de sefializacidon apoptodtica. De esta manera existiria una mayor probabilidad de
activaciéon por medio de diversos estimulos, a diferencia de lo que ocurre con la caspasa
ejecutora. Esta ultima, si bien puede ser activada por otras caspasas diferentes a la
caspasa 8, su activacion ocurre rio abajo, lo cual dificulta su procesamiento debido a los
diversos estimulos antiapoptoéticos que existen a este nivel transduccional los que podrian
inhibir su activacion. Nuestros resultados concuerdan con los datos publicados por Vivar
et al. (2013), los que sefialan que en FC sujetos a I/Rs in vitro durante 8/16 h se produjo
una disminucién significativa de los niveles de la procaspasa 8, 3 y 9. Ademas, ellos
observaron un aumento significativo en el porcentaje de células apoptodticas una vez

concluida la I/Rs >>.

En esta misma linea, FC sometidos a 8 h de isquemia no
experimentaron apoptosis, mientras que el posterior evento de reperfusidon generd un
aumento de muerte por apoptosis de manera tiempo dependiente, observandose a las
8/16 h de I/Rs un porcentaje significativo de muerte por apoptosis *. Lo anterior sugiere
gue el dafio inducido por reperfusidon es capaz de gatillar la activacion de elementos
proapoptéticos que finalmente llevan a la muerte del FC por apoptosis. Con respecto a
ello, en la literatura se ha descrito la aparicion de distintos parametros de apoptosis
durante el dafio miocardico por I/R, tales como activacion de caspasas, liberacién de
citocromo c y de Fas ligando, entre otros . Debido a esto es gue la apoptosis suele ser
relacionada principalmente con la reperfusién en desmedro de la isquemia, ya que la
apoptosis es un proceso dependiente de ATP, molécula cuyos niveles son depletados en la
isquemia y recuperados tras la reperfusion. De acuerdo a nuestros resultados, podemos
concluir que la I/Rs de 8/16 h gatillaria la apoptosis de FC.

Por otro lado, nuestros resultados demuestran que el tratamiento de FC con LPS durante
el evento de I/Rs previno el procesamiento de la procaspasa 8 y 3. La inhibicién de la
activacion de las caspasas iniciadora y ejecutora trae como consecuencia un bloqueo de

los mecanismos necesarios para llevar a cabo la muerte de los FC via apoptosis. Estos
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resultados demuestran el efecto antiapoptético ejercido por LPS, lo cual trae como
consecuencia una disminucidn en la muerte de los FC. Estos resultados se correlacionan
con los datos obtenidos mediante los estudios de viabilidad celular. En la literatura existen
diversos estudios que demuestran el efecto antiapoptdtico ejercido por LPS. Entre ellos
destaca el efecto antiapoptético de LPS en cardiomiocitos expuestos a un evento de
hipoxia/privacién de suero. En estos experimentos LPS previno la disminucién en la
fragmentacion del ADN e inhibié la protedlisis de la procaspasa 3 ">. En esta misma linea,
el pre-tratamiento de ratas con LPS durante 1 h antes que los corazones se sometieran a
I(45 min)/R(4 h) generd una disminucién de los cardiomiocitos apoptéticos . A su vez,
ratas tratadas con LPS 24 h antes de la realizacion de la 1(45 min)/R(4 h) presentaron una
reduccion en el porcentaje de cardiomiocitos apoptdticos y en la actividad de la caspasa 3
>l Estos antecedentes refuerzan nuestra hipdtesis en cuanto al efecto antiapoptético
ejercido por LPS en FC.

Es importante destacar que los FC control tratados con LPS no presentaron variaciones en
los niveles de la procaspasa 8 y 3 comparado al control sin tratamiento. Esto indicaria que
en la ausencia de un estimulo deletéreo, LPS no afectaria los niveles de estas proteinas
apoptodticas. En contraste con nuestros resultados, Wang et al. (2013), sefialan que
cardiomiocitos incubados durante 4 h con LPS presentan un aumento significante en el
porcentaje de células apoptéticas °. Sin embargo, cabe destacar que en este estudio se
empled una concentracion de LPS 25 veces mayor a la utilizada en nuestro modelo
experimental. Esta mayor concentracion de LPS podria estar relacionado a los efectos
dafiinos y al aumento en el porcentaje de células apoptdticas, tomando en cuenta que el
empleo de 1 pug/mL de LPS es ya considerada una concentracién elevada.

En la literatura se describe que cardiomiocitos expuestos a 6 h de privacidon de suero in
vitro experimentan un aumento en el nimero de células apoptéticas. Esto se inhibid al ser
tratados con LPS durante el evento deletéreo, confirmando el efecto antiapoptético
ejercido por LPS. Sin embargo, en cardiomiocitos deficientes en TLR4 (TLR4'/') sometidos a
6 h de privacion de suero el efecto antiapoptético de LPS se bloqued completamente,

aumentando de manera significativa el porcentaje de células apoptdticas al ser
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comparado con los cardiomiocitos “wild type” tratados con LPS >2 Estos resultados
afirman que el efecto antiapoptotico ejercido por LPS es mediado a través de TLR4.
Resultados similares se obtuvieron en células madres mesenquimales, las que se
protegieron de la apoptosis inducida por H,0,/privacion de suero por el tratamiento con

LPS. Sin embargo, en estas células carentes de TLR4 (TLR4"*“

) el efecto antiapoptdtico
ejercido por LPS se abolié ”°, sefialando que este efecto es dependiente de la activacién de
TLR4. En esta misma linea, nuestros resultados muestran que el efecto ejercido por LPS
sobre la prevencién del procesamiento de la procaspasa 8 y 3 se abolié completamente en
FC tratados con LPS en presencia del inhibidor TAK-242. Al comparar el nivel alcanzado
luego de las 8/16 h de I/Rs en FC tratados con LPS versus los FC tratados con LPS y TAK-
242, se observa que en estos ultimos los niveles de estas proteinas disminuyeron
drasticamente, alcanzando un valor similar al obtenido en los FC bajo I/R sin tratamiento.
Esto generaria un aumento en los niveles de la caspasa 8 y 3, desencadenando la muerte
via apoptosis. De acuerdo a esto, se puede concluir que el efecto antiapoptético ejercido
por LPS es mediado a través de TLR4. En contraste con nuestros resultados, Ding et al.
(2013), senalan que en un modelo de I(30 min)/R(6 h) in vivo la apoptosis cardiaca se
redujo marcadamente en las ratas deficientes en TLR4 comparadas con las ratas “wild-

” 87 Sin embargo, cabe destacar que la deficiencia sistémica de TLR4 puede ocasionar

type
diversos efecto deletéreos a nivel cardiaco, lo cual podria estar induciendo un aumento en
la apoptosis observada en el tejido, siendo necesario una evaluacidn in vitro con células
deficientes en TLR4 que permitieran descartar la contribucion ejercida por los factores
extra-cardiacos.

Los FC bajo I/Rs en presencia de TAK-242 no presentaron un aumento en el
procesamiento de la procaspasa 8 y 3 con respecto a los FC bajo I/R en ausencia del
inhibidor. Esto sugiere que la inhibicién del TLR4 durante la I/R no afecta la activacién de
estas proteinas apoptdticas. Esto demostraria que el efecto agonista sobre TLR4 ejercido

por la liberacion de DAMPs durante el dafio por I/R es incapaz de ejercer un efecto

antiapoptotico en FC, siendo necesario para esto la participacidén de LPS. Estos resultados
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concuerdan con los obtenidos mediante los estudios de viabilidad celular presentados
anteriormente.

Respecto de las vias de sefializacién implicadas en el procesamiento de la procaspasa 8 y
3, nuestros resultados muestran que los FC con LPS y Ly294002 bajo I/Rs presentaron un
nivel significativamente menor de la procaspasa 8 al ser comparado respecto a FC con LPS
bajo I/Rs. Esto muestra que Ly294002 bloquea completamente el efecto ejercido por LPS
sobre la disminucidn del procesamiento de la procaspasa 8. Por otro lado, FC con LPS y
Ly294002 bajo I/Rs presentaron practicamente el mismo nivel de la procaspasa 3 respecto
a los FC con LPS. De acuerdo a estos resultados, podemos concluir que la via PI3K/Akt
participa en el efecto ejercido por LPS sobre la prevencién del procesamiento de la
procaspasa 8. Sin embargo, esta via transduccional no estaria relacionada con la activacién
de la caspasa 3. Estos resultados sugieren que la proteina Akt, activada por LPS, actuaria
rio arriba de la cascada de sefializacion implicada en la apoptosis, inhibiendo la protedlisis
de la procaspasa 8 de manera directa o indirecta. De esta manera, el efecto
antiapoptotico se produciria al bloquear la formacidon de la caspasa iniciadora. Sin
embargo, Akt no seria capaz de actuar rio abajo de la via apoptodtica e inhibir la activacion
de la caspasa ejecutora. Por lo cual, el efecto antiapoptdtico producido por LPS a través de
PI3K/Akt ocurriria mediante la inhibicidn exclusiva de la caspasa 8.

Con respecto a la participacion de la via ERK1/2, nuestros resultados indican que el
tratamiento de FC bajo I/Rs con LPS y PD98059 provocaron una disminucion en los niveles
de la procaspasa 8 y no alteraron los niveles de la procaspasa 3, al ser comparados
respecto a los FC tratados con LPS bajo I/R. A pesar de no obtener diferencias
estadisticamente significativa, se observd una clara tendencia de la participacion de
ERK1/2 en la inhibicién del procesamiento de la procaspasa 8 en FC tratados con LPS bajo
I/R. Esto indicaria que ERK1/2 estaria ejerciendo un efecto antiapoptoético a través del
bloqueo, ya sea de manera directa o indirecta, de la activacion de la caspasa 8. Por el
contrario, estos datos sefialan que ERK1/2 no participaria en la prevencion del
procesamiento de la procaspasa 3 ejercido por LPS. Estos resultados concuerdan con los

obtenidos previamente en cuanto a la participacidn de la via PI3K/Akt en la prevencién de
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la activacion de la caspasa 8, sin participar en el efecto ejercido por LPS sobre la activacién
de la caspasa 3. De acuerdo a estos resultados, nosotros concluimos que las vias PI3K/Akt
y ERK1/2 se encuentran implicadas en la inhibicién del procesamiento de la procaspasa 8
ejercido mediante la activacidén del TLR4. Esta inhibicion seria responsable de mediar el
efecto antiapoptético gatillado por este receptor en FC frente a un estimulo deletéreo. Sin
embargo, se desconoce que vias transduccionales participarian en la inhibicidon de la
protedlisis de la procaspasa 3 ejercido por la activacidon del TLR4. De acuerdo a diversos
resultados obtenidos en nuestro laboratorio y antecedentes descritos en la literatura %
8 nosotros sugerimos que el factor transcripcional NF-kB y la proteina antiapoptdtica c-
IAPs, activados por TLR4, podrian participar en la inhibicidén de las capasas. Este efecto se
produciria controlando la activacién de la caspasa 3. Otros estudios necesitan ser
realizados para evaluar que otras vias de sefializacion podrian estar implicadas en la
regulacién de las caspasas. Futuros estudios de nuestro laboratorio se enfocaran a evaluar
el posible efecto antiapoptdtico gatillado por la activacion de NF-kB y clAP dependientes

de TLR4.

AS



8. CONCLUSIONES

* FCsujetos a 8/16 h de I/Rs experimentan una pérdida significativa en la sobrevida
celular.

* El pre-condicionamiento de FC con LPS durante 24 0 16 h, y el tratamiento con LPS
durante la isquemia o reperfusidn, no previenen la pérdida de viabilidad inducida
por I/Rs.

* El tratamiento de FC con LPS durante la isquemia y reperfusién (ambas inclusive)
previene la pérdida de viabilidad inducida por I/Rs.

* El efecto cito-protector ejercido por LPS durante la I/Rs es mediado a través de
TLRA4.

* Las vias de sobrevida PI3K/Akt y ERK1/2 participan en el efecto cito-protector
ejercido por LPS.

* LPS a través de TLR4 previene el procesamiento de la procaspasa 8 y 3 inducido
por I/Rs .

* Las vias PI3K/Akt y ERK1/2 participan en la prevencién del procesamiento de la
procaspasa 8 ejercido por LPS, pero no tienen efecto en el procesamiento de la

procaspasa 3.
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