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RESUMEN

El inflamasoma NLRP3 es un complejo multiproteico que tiene como
objetivo producir la fragmentacion de la citoquina pro-inflamatoria, prolL-1p, a su
forma activa IL-1p, facilitar su secrecion al espacio extracelular y, de esta forma,
regular y activar el sistema inmune innato. Este complejo esta conformado por el
receptor NLRP3, la proteina adaptadora ASC y la enzima llamada procaspasa-1.
El inflamasoma puede ser encontrado en diversos tipos celulares, incluyendo los
fibroblastos cardiacos (FC). Estas células, participan activamente en la
homeostasis de la matriz extracelular (MEC) y responden a frente a estimulos
patofisiolégicos. Entre ellos, a TGF-B1, el cual promueve la diferenciacion de los

FC a su forma mas activa, los miofibroblastos cardiacos (MFC).

Con la finalidad de conocer las principales diferencias del inflamasoma
NLRP3 entre FC y MFC, empleamos diversas metodologias experimentales de

caracter analitica.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias en los niveles proteicos
de ASC, NLRP3 y en la secrecion de IL-1p, tanto en FC como en MFC. Sin
embargo, tanto los niveles proteicos de procaspasa-1, asi como también la
actividad de caspasa-1, fueron mayores en MFC respecto de FC. Por otra parte,
se observaron mayores niveles proteicos de prolL-13 en FC, en comparacion con
los MFC. Finalmente, en base a los resultados obtenidos, se puede concluir que
los MFC, presentan mayores niveles de expresion y actividad del inflamasoma

NLRP3 que los FC.



SUMMARY

Comparative study of the protein expression and activity of inflammasome
NLRP3 in cardiac fibroblast and myofibroblast.

The NLRP3 inflammasome is a multiprotein complex that aims to produce
fragmentation of the pro-inflammatory, pro-IL-1p3, cytokine to its active IL-1p,
facilitating its secretion to the extracellular space and, thus, regulating and
activating the innate immune system. The complex consists of: NLRP3 receptor,
ASC adapter protein and an enzyme called pro-caspase-1. The inflammasome can
be found in various cell types, including cardiac fibroblast (FC). These cells are
actively involved in the homeostasis of extracellular matrix (ECM) and responds
against pathophysiological stimuli, including TGF-B1, which promotes the

differentiation of FC to its active form, cardiac myofibroblast (MFC).

In order to know the NLRP3 inflammasome main differences between FC

and MFC, we use various experimental methods of analytical character.

The results showed no difference in protein levels of ASC, NLRP3 and
secretion of IL - 1B, either FC or MFC. However both, protein levels of pro-
caspase-1 as well as the activity of caspase-1, were higher in MFC regarding FC.
Moreover, higher protein levels of pro- IL- 13 in FC were observed compared to the
MFC. Finally, based on the results obtained, it can be concluded that the MFC,

have higher levels of expression and activity of the inflammasome NLRP3 than FC.
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1. INTRODUCCION

1.1 Tejido Cardiaco

El corazén humano es un érgano muscular clave en el sistema circulatorio,
que tiene como principal funcién bombear la sangre para el aporte y la remocién
de gases, nutrientes, hormonas y otras sustancias de los diferentes 6rganos y
tejidos del cuerpo. Esta funciébn regulada por interacciones dinamicas y
coordinadas, es llevada a cabo fundamentalmente por dos tipos celulares
presentes en el tejido cardiaco: las musculares (cardiomiocitos) y las no
musculares (fibroblastos cardiacos (FC), células endoteliales, células musculares
lisas vasculares, células nerviosas, células del sistema inmune, etc.). Los
primeros, constituyen un tercio de la poblacion total de células cardiacas y son los
responsables de otorgar la contractibilidad y fuerza mecéanica al corazén. Mientras
que los FC, conforman aproximadamente los dos tercios restantes del volumen del
tejido miocardico y son fuente esencial de los componentes de la matriz
extracelular (MEC). La MEC, regula la estructura del corazén y, por lo tanto, las
seflales mecanicas, quimicas y eléctricas entre los componentes celulares y no
celulares del tejido cardiaco. Los FC, aparte de actuar como reguladores de la
MEC, son de vital importancia en los procesos de remodelado cardiaco que
ocurren en respuesta a cualquier injuria ocasionada en este tejido. Estos dafios
provocados, se presentan como consecuencia de cambios fisiopatologicos, tales

como la hipertension, el infarto al miocardio y la insuficiencia cardiaca (1).
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Gran parte de las acciones funcionales de los FC, son mediadas a través de
su diferenciacion a miofibroblastos cardiacos (MFC). Fenotipo celular, capaz de
expresar in vitro proteinas contractiles, incluyendo la alfa actina del musculo liso

(a-SMA), ademas de propiedades secretoras y proliferativas (2).

1.2 Fibroblastos Cardiacos

Durante el desarrollo cardiaco, los fibroblastos se forman a partir de las
células progenitoras pluri-potenciales o de células madres de origen mesenquimal
(2). En un corazon sano, los FC se encuentran dispuestos en laminas y hebras;
asumiendo una morfologia celular plana y alargada que se encuentra dentro de la
red de colageno, que forma parte de la estructura del tejido cardiaco. Los FC son
las principales células responsables de crear la micro-estructura del tejido, es
decir, otorgan la densidad, orientacidn, grosor y el entrecruzamiento con las fibras

de colageno (3).

Como se menciond anteriormente, los FC presentan un rol importante en el
soporte del tejido cardiaco y, para ello, es necesario mantener un fino balance
entre los procesos de sintesis y degradacion que sufren las fibras de colageno.
Por tal motivo, con el objeto de alcanzar esta homeostasis en el tejido, los FC
producen de forma orquestada una variedad de citoquinas, factores de crecimiento
y metaloproteinasas de la matriz (MMPs). Sin embargo, cualquier tipo de injuria
ocasionada sobre el tejido cardiaco, produce un desbalance que activa a los FC.

Esta activacibn desencadena, entre otras cosas, la expansion de la red de
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colageno, infiltracion de células inmunes e inflamatorias, degradacion de la MEC,

repoblacion de FC y, finalmente, fibrosis cardiaca (4, 5).

En la literatura los FC también se denominan células "centinelas”, ya que
actian como sensores, intermediaros y amplificadores de sefiales de dafio, para
las células del sistema inmune y cardiomiocitos. Todo esto, a través de la
produccion de mediadores autocrinos y paracrinos como las citoquinas, factores

de crecimiento, prostaglandinas y éxido nitrico (NO) (4, 6).

La liberacién de citoquinas por parte de los FC, también se ve alterada en
respuesta a los cambios mecénicos de la MEC, con incrementos observados en
los factores de crecimiento (TGF-a, TGF-B) y en la endotelina-1 (ET-1) (2). Bajo
estas circunstancias, normalmente el FC sale de su estado quiescente y se
diferencia a MFC (7). Transicidbn que se correlaciona con un incremento de la

secrecion de moléculas pro-fibréticas como colageno y fibronectina (8).

1.3 Diferenciacién de FC a MFC

Una vez ocurrida una injuria en el tejido cardiaco, los FC son estimulados
de manera mecanica por patrones de activacion y, quimicamente, mediante
mediadores inflamatorios que conllevan a su diferenciacion fenotipica, hacia el
MFC. Los FC en el tejido normal expresan ciertos marcadores particulares como la
vimentina, presente en los filamentos intermedios y el receptor de colageno
discoidina. Por el contrario, este perfil de proteinas cambia dramaticamente en la
diferenciacion fenotipica, puesto que, en etapas tempranas de diferenciacion, se
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aprecia un aumento en los niveles de las proteinas de adhesion focal. Esto es un
indicio del fenotipo, proto-miofibroblasto, células que exhiben un mayor estrés
mecanico. Posteriormente, si este estimulo continda, ocurre la diferenciacion a

MFC, caracterizado por la expresion de la proteina a-SMA (9, 10).

En cuanto a los estimulos referidos anteriormente, destacan en este
proceso de diferenciacién: la accion del factor de crecimiento beta (TGF-B1), las
citoquinas pro-inflamatorias como la prolL-1B y los cambios mecanicos producidos
por la MEC. Aun cuando, todas estas acciones son relevantes, destaca por su
importancia en el proceso de diferenciacion, el efecto que genera la citoquina
TGF-B1 sobre su receptor de tipo I, ya que gatilla una cascada de sefializacion
gue se traduce, finalmente, en un incremento en la produccion de colageno y en la

expresion de a-SMA en el nuevo fenotipo celular (11).

1.4 Miofibroblastos Cardiacos

La definicibn de miofibroblastos esta basada por su funcién contractil, ya
qgue corresponden a células que combinan caracteristicas estructurales y
funcionales del musculo liso (mio-), producto de la expresion de fibras de estrés
contractiles de actina/miosina, junto con el extenso reticulo endoplasmico de los
fibroblastos sintéticamente activos (11). Asimismo, son descritos como un fenotipo
especializado de fibroblastos activos en respuesta a un estimulo apropiado,
comunmente un dafio al miocardio. De manera similar a los FC, los MFC son

células no excitables, pero expresan proteinas contractiles que incluyen: a-SMA,
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vimentina y desmina. A su vez, tienen la capacidad de contraer geles de colageno
in vitro (2, 4). Los microfilamentos internos presentes en los MFC, se encuentran
conectados a dominios extracelulares de fibronectina, mediante adhesiones
especializadas conocidas como adhesiones focales. Estas, permiten a los MFC

ejercer una fuerza contractil alrededor de la MEC.

La liberacion de quimioquinas en el sitio daflado es mediada inicialmente
por las células del sistema inmune; sin embargo, una vez que se ha iniciado el
proceso de reparacion tisular, son los mismos MFC, los que liberan mas citoquinas
y quimioquinas, permitiendo una mayor migracion de los FC a dicho lugar. De esta
forma, la produccion y secrecion de citoquinas (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-a),
favorecen una respuesta inflamatoria mantenida frente al dafio ocasionado (2).
Aungque estos cambios sirven como una importante medida reparativa, a largo
tiempo se transforman en una mala adaptacion que conduce hacia la acumulacion
de colageno, fibrosis y pérdida de la funcion cardiaca. Esta secuencia de eventos
gue procede a un temprano estado inflamatorio se conoce como remodelado

cardiaco (12).

1.5 Inflamacion en el tejido cardiaco

La inflamacién se define como el proceso mediante el cual un organismo
responde a un dafio o infeccion, activando una serie de componentes propios del
sistema inmune innato, entre ellos a los neutréfilos y macréfagos. En cuanto a las

fisiopatologias cardiovasculares, el dafio tisular generado produce respuestas
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inflamatorias de caracter local y sistémico, las cuales en ausencia de patdgenos
microbiales, se denominan inflamacion estéril (13, 14). De manera similar a la
inflamacion inducida por microorganismos, la inflamacion estéril se caracteriza por
el reclutamiento de neutrdfilos, macréfagos y la produccion de citoquinas pro-

inflamatorias y quimioquinas, tal como TNF e IL-1( (15).

Si bien el proceso inflamatorio mencionado es relevante para la reparacion
del tejido dafado, cualquier desbalance homeostatico producido en este sistema
estrictamente controlado, desencadena una respuesta que en el tiempo puede
llegar a transformarse en un proceso inflamatorio de caracter crénico. De modo
que, la produccion de especies radicalarias de oxigeno (ROS), proteasas Yy
factores de crecimiento por neutrofilos y macréfagos, se traduce en la destruccion
del tejido cardiaco, una excesiva proliferacién celular y, por ultimo, la acumulacién

excesiva de colageno que conlleva a fibrosis cardiaca (16).

En el sistema inmune innato, los diversos tipos celulares poseen multiples
familias de receptores de reconocimiento de patrones codificados (PRRs, pattern-
recognition receptors), que tienen la capacidad de detectar componentes
microbianos conocidos como patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns), asi como sefiales de dafio
endogeno (DAMPs, danger-associated molecular patterns). Los PRRs pueden ser
divididos en 4 familias distintas: receptores los receptores tipo Toll (TLR, Toll-like
receptors), los receptores tipo acido retinoico-gen inducible | (RLRs), los

receptores tipo C lectina (CLR) y los receptores tipo NOD (NLR) (14). De este
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grupo de receptores, los que han alcanzado mayor notoriedad por las acciones

que ellos regulan son los TLR.

1.6 Toll-like receptors (TLRS)

Los Toll-like receptors (TLRs), comprenden una familia de receptores de
transmembrana constituida por 10 miembros (TLR1-TLR10), los cuales contienen
en su estructura un dominio extracelular de repeticiones ricas en leucina (LRR,
leucine-rich repeat) y un dominio intracelular tipico de receptores tipo IL-I (TIR).
Esta familia puede ser dividida en TLRs de superficie (TLR4/MD-2, TLR1, TLR2,
TLR6) y TLRs intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). Estos receptores,
cumplen un rol fundamental en la deteccién de las infecciones microbiales,
induccion de genes anti-microbiales y el control adaptativo de respuestas inmunes

(17).

Los TLRs de superficie son capaces de detectar PAMPs, como las
membranas microbiales de lipopolisacarido bacteriano (LPS), lipopéptidos
bacteriales (diacilados vy triacilados), flagelinas bacteriales y RNA viral de hebra
simple y doble. Por otra parte, también pueden detectar ligandos enddgenos
(DAMPs), liberados desde tejidos dafados, entre los cuales destacan la
fibronectina ED-A, HSP60, HSP 70, HMGBL1, heparan sulfato, acido hialurénico,
entre otros. Los cuales, inducen estados inflamatorios frente a cuadros no

infecciosos (18).
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En lo que concierne a la interaccion entre los ligandos mencionados
anteriormente (enddgenos y exdgenos) con sus respectivos receptores de TLR, es
importante sefialar que la activacién de estos, produce una respuesta a través de
vias de sefalizacion intracelulares, que inducen la expresion de citoquinas y otros
mediadores pro-inflamatorios (17). En la expresion de citoquinas inflamatorias,
destaca la produccion de prolL-1p y la liberacion de su forma activa, IL-1B. La
cual, se produce como consecuencia de la formacién y posterior activacion, de un

complejo proteico conocido como el inflamasoma NLRP3.

1.7 Inflamasoma NLRP3

Los inflamasomas corresponden a complejos multiproteicos que conforman
receptores de reconocimiento a determinados patrones moleculares. Estos
receptores, se caracterizan por reconocer un amplio rango de PAMPs y DAMPs,
siendo su principal funcion el regular y activar el sistema inmune innato, a través
de la activacion y secrecion de IL-18 e IL-18, las que se producen como
consecuencia de la activacion de caspasa-1 (14, 16, 19). La mayoria de los
inflamasomas contienen comunmente un receptor NLR, una proteina de
andamiaje ASC y procaspasa-1. NLRP3, es el miembro de la familia de receptores
NLR mas estudiado y puede ser activado tanto por factores exdégenos como
enddgenos. Asimismo, este receptor contiene un dominio de union a nucleoétidos

(NBD, nucleotide binding domain), una repeticion rica en leucina en el carboxilo-
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terminal (LRR, leucine-rich-repeat) y una repeticion de un dominio de piridina

(PYD, pyrin domain) (20, 21).

La proteina adaptadora ASC contiene ambos dominios: un dominio CARD
para interactuar con caspasa-1 y un dominio PYD, que permite unir las proteinas
sensoriales con caspasa-l. Este efector proteico del inflamasoma, es
relativamente simple; contiene un dominio de caspasa necesario para la actividad

de la proteasa y un dominio CARD que permite su oligomerizacién (7).

1.8 Regulacién y Activacién del inflamasoma

La activacion del inflamasoma necesita ser muy regulada por el hospedero
para evitar un excesiva produccion de citoquinas y/o muerte celular. La regulacion
ocurre a multiples niveles, tanto transcripcionales como post-transcripcionales. En
primer lugar, la expresion de los sensores del inflamasoma, en particular el
NLRP3, se encuentra regulada a un nivel transcripcional y, por lo tanto, su
expresion es relativamente baja en diversos tipos celulares, requiriendo de un
primer estimulo para ser inducida. Este estimulo se denomina sefial 1 y puede ser
provista por ligandos de otros PRRs como citoquinas y especies radicalarias de
oxigeno, entre otras (1, 21). Asi también, mecanismos post-transcripcionales
regulan la sefalizaciébn del inflamasoma. Por ejemplo, se podrian expresar
proteinas que inhiban caspasa-1 o proteinas que secuestren los componentes del

inflamasoma en el citosol (22). Del mismo modo, la localizacion subcelular de
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dichos componentes podrian tener un rol regulatorio en su disponibilidad para el

ensamblaje del inflamasoma (21).

En general, el primer estimulo puede incluir cualquier ligando que active
vias de sefializacién que resulten en la activacion del factor de transcripcion NF-
kKB, entre ellos, ligandos para los receptores IL-1R1, TLRs, NLRs, TNFR1 y
TNFR2. La activacion de NF-kB es critica para inducir la expresion y trascripcion
de prolL-18 y NLRP3. Normalmente, prolL-1B no esta constitutivamente
expresada y los niveles basales de NLRP3, son inadecuados para una eficiente
formacion del inflamasoma. En cambio, no se requiere de una modulacion
transcripcional para permitir la activacion de los siguientes componentes del
sistema del inflamasoma: ASC, procaspasa-1 y prolL-18, ya que se encuentran en
concentraciones adecuadas en un estado basal. Sin embargo, la activacion del
inflamasoma es sélo posible si convergen de forma simultanea, tanto las sefiales
gatilladoras como las de activacion. La cinética y extension de la activacion del
inflamasoma, mejora notoriamente con un incremento de la disponibilidad de

NLRP3y prolL-1B (23).

El segundo paso en la activacion del inflamasoma NLRP3, es provisto por
distintos estimulantes referidos como la sefal 2. Estos producen la activacion
especifica de NLRP3 y el ensamblaje del complejo inflamasoma, para culminar
finalmente en la activacion de caspasa-1 (23). Existe un amplio espectro de
estimuladores que inducen la formacion del inflamasoma: PAMPs (bacterias, virus,
etc.), DAMPs y particulas del medio ambiente (21). Con respecto a los DAMPs, se

ha demostrado que el ATP se relaciona con células dafladas en diversas
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condiciones de injurias tisulares, como la necrosis (24). Por lo tanto, el ATP es un
indicador de la integridad de un tejido y puede instigar una inflamacion estéril a

través del inflamasoma NLRP3.

En resumen, la activacion del inflamasoma consta de dos sefales, las

cuales desencadenan las siguientes respuestas:

e La primera sefal conduce a una sobreexpresion de NLRP3 y la produccién de
citoquinas como la prolL-1, via activacion NF-kB.

o La segunda sefal se traduce en la oligomerizacion de NLRP3, seguida del
reclutamiento de ASC. Posteriormente, ASC recluta a procaspasa-1.

Finalmente, cuando varias procaspasas se encuentran juntas, se cortan entre
ellas, formando la caspasa-1 activa. Esta Ultima, es capaz de escindir la pro IL-13
y prolL-18 en sus formas biolégicamente activas, IL-13 e IL-18, respectivamente
(20). Ademas, de actuar sobre las citoquinas prolL-18 y prolL-18, la caspasa-1 es
requerida para la piroptosis, una forma de muerte celular frecuentemente
observada durante una infeccion microbial, que combina caracteristicas de
apoptosis (fragmentacion ADN) y necrosis (liberacién de citoquinas e inflamacion)
(21). Los mecanismos de activacion del inflamasoma y la posterior liberacion de

IL-1B, sefalados con anterioridad pueden ser observados en el esquema 1.
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Esquema 1: Mecanismos que regulan la secrecion de 1L-1f3.

Los resultados obtenidos por Kawaguchi et al. (25) y Sandanger et al. (26),
en modelos de isquemia/reperfusion (I/R), el inflamasoma NLRP3, es activado en
FC y cumple un rol fundamental en las respuestas inflamatorias y el dafio
posterior, ocasionado tras una injuria en el tejido cardiaco. Por tal motivo, estos
autores situan al inflamasoma NLRP3 en el FC, como un potencial blanco
terapéutico para disminuir el dafio generado luego de un evento cardiaco (I/R). Si
bien, el Inflamasoma NLRP3, ha sido ampliamente estudiado en células del tejido
cardiaco y, especificamente en FC, hasta el momento no existen estudios
comparativos acerca de la expresion de los niveles proteicos y la actividad de

dicho inflamasoma entre FC y, su fenotipo activado, los MFC.
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La importancia en determinar las posibles disimilitudes con respecto al
inflamasoma NLRP3 entre ambos fenotipos celulares, radica en el hecho de
generar el conocimiento necesario para comprender de mejor manera, el
funcionamiento y la accion de este complejo multiproteico, durante el proceso
inflamatorio y reparativo. Puesto que, las etapas tempranas de la inflamacion, son
mediadas principalmente por los FC; mientras que, las etapas tardias de este
proceso, especificamente el proceso reparativo que es de caracter pro-fibrético,

son conducidas por los MFC.

En base a los antecedentes expuestos anteriormente y luego de su analisis

exhaustivo, es posible formular la siguiente hipotesis:
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2. HIPOTESIS
"Los miofibroblastos cardiacos tienen mayores niveles de expresion y actividad del

inflamasoma NLRP3 que los fibroblastos cardiacos.”

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de expresion de los componentes del inflamasoma, su

actividad y el procesamiento de la prolL-18 en FC y MFC.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar la expresion de los componentes del inflamasoma: NLRP3, ASC y

procaspasa-1 tanto en FC como en MFC.

b) Determinar los niveles de prolL-1B y la consecuente secrecion de IL-1B en

respuesta a un estimulo con LPS en FC y MFC.

c) Determinar el nivel de activacion del inflamasoma en respuesta a un estimulo

con ATP en FC y MFC.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EEUU): anti-GAPDH, anti-a-SMA, anti-rabbit. Todos los medios de cultivo,
suero fetal bovino (FBS) y tripsina-EDTA se adquirieron a Gibco BRL (Carlsbad,
EEUU). Los anticuerpos: NLRP3, ASC, procaspasa-1 y anti-goat, fueron adquiridos
en Santa Cruz Biotechnology (Dallas, EEUU). El anticuerpo de prolL-13 fue
adquirido en Merck Millipore (California, EEUU). Los compuestos organicos e
inorganicos, sales, acidos y solventes se adquirieron en Merck (Darmstadt,
Alemania). LPS fue adquirido en Invivogen (San Diego, EEUU). El material de
plastico estéril para la obtencion y cultivos celulares se obtuvo en Falcon (Ballerica,

Ca, USA).

4.2 Obtencion y cultivo de fibroblastos cardiacos

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley neonatas de 2 a 3 dias de edad para
obtencion de cultivo de fibroblastos cardiacos neonatos (FCN). Los animales
fueron adquiridos desde el bioterio de la Universidad de Chile, en cumplimiento de
las normas éticas referidas a la utilizacion de animales, contando ademas con la
aprobacion del comité de ética de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas.
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Para obtencion de FCN, se utilizo el procedimiento descrito por Vivar et al.
(27), el cual describe la obtencién de FCN por medio de la separacion de estas
células de los cardiomiocitos, mediante la adhesion diferencial de estos ultimos en
las placas de cultivo. Brevemente, las ratas se decapitaron e inmediatamente se
les removidé el corazon bajo condiciones de asepsia, luego se retiraron las
auriculas, y los ventriculos se cortaron en pequefios fragmentos para aumentar la
superficie de contacto con la solucion de digestion, formada en base a pancreatina
y colagenasa Il. El producto de las digestiones se sometié a un pre-plaqueo de 2 h
a 37° C en medio de cultivo conteniendo 5 % FBS y 10 % 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 % 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 adheridas mediante la
utilizacién de Buffer Fosfato Salino (PBS), para luego agregar un nuevo medio

DMEM-F12 + 10% FBS.

4.3 Obtencion y cultivo de miofibroblastos cardiacos

Para obtener los miofibroblastos cardiacos, se utilizaron FCN, en pasaje 1,
posteriormente, estos fueron estimulados con TGF-B1 (5ng/mL) e incubados

durante 96 horas en medio de mantencion (DMEM-F12).
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4.4 Pasaje celular

Para la determinaciéon de todos los experimentos realizados. Las células se
mantuvieron en pasaje 0 (p0), en medio DMEM-F12 suplementado con 10% FBS,
hasta alcanzar confluencia del 100%. Posteriormente, los FC se soltaron con
tripsina 0,1% en PBS 1X estéril y fueron contados por el método de exclusion de
azul de tripan. Enseguida, se procedid a sembrar los FC en placas plasticas de
cultivo celular de acuerdo al numero de células deseado. Por lo tanto, en el caso
de la obtencién de la expresion de los componentes del inflamasoma NLRP3, los
niveles proteicos de prolL-1B y, la consecuente secrecion de IL-13, se emplearon
placas de cultivo celular de 60 mm, a una concentracién de 280.000 células/cm®
en medio DMEM F-12, suplementado con FBS 10% (pasaje 1). En cambio, los
MFC se mantuvieron en pasaje 1 (pl), en medio DMEM-F12 suplementado con
10% FBS, hasta alcanzar confluencia del 100%. Finalmente, se realiz6 el mismo

procedimiento seguido con los FC.

En la determinacibn de la actividad de casapasa-l1 y el ensayo de
citotoxicidad; se sembraron FC y MFC en placas de cultivo celular de 35 mm, a
una concentracién de 150.000 células/cm®, en medio DMEM F-12, suplementado

con FBS 10%.

Luego de que las células se encontraron adheridas al plastico de las placas,
fueron lavadas con PBS 1X estéril y mantenidas en medio DMEM F-12, hasta la

realizacion del experimento.
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4.5 Western blot (WB)

Los extractos proteicos obtenidos de la lisis celular de los FC y MFC fueron
cuantificados empleando el método de Bradford y luego fueron sometidos a
electroforesis en geles de acrilamida/bisacrilamida al 8%-10% para la separacion y
resolucion de las proteinas conforme a su masa. El gel concentrador (stacking) fue
de 5%. La electroforesis se realiz6 a voltaje constante de 100 Volts en tampdn de
electroforesis 1X hasta migracion completa. Luego, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa con poro de 0,2 um manteniendo constante el
amperaje (350 mAmper) durante 90 minutos, en tampon de transferencia.
Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 5%

en TBS-Tween.

Finalmente, las membranas de nitrocelulosa se incubaron con anticuerpos
primarios anti prolL-1B (1:500), anti NLRP3 (1:200), anti ASC (1:200), anti
caspasa-1 (1:200), anti a-SMA (1:5.000) y anti B-GAPDH (1:10.000) durante toda
la noche, a 4°C con agitacion suave. Transcurrido el tiempo fueron lavadas con
TBS-Tween e incubadas con anticuerpo secundario (anti rabbit o anti goat). Para
la deteccion de la actividad enzimatica, se utiliz6 un método quimio luminiscente

de ECL.
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4.6 Ensayo de actividad de caspasa-1

La actividad de caspasa-1 se midio a través de un ensayo fluorométrico,

empleando un kit comercial (Casapase 1 Assay Kit, ab39412, abcam).

4.7 Ensayo de secrecion de IL-1B

Los niveles de secrecion de IL-13 se obtuvieron mediante un kit comercial

de ELISA (Quantikine ELISA, RLB00O, R&D Systems)

4.8 Ensayo citotoxicidad

La citotoxicidad por activacién de caspasa-1 fue obtenida a través de la
determinacion de LDH, de acuerdo a las instrucciones descritas en un Kkit

comercial de LDH (Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit, 88953, Thermo Scientific).

4.9 Expresion de resultados y analisis estadistico

Los resultados mostrados se obtuvieron mediante el promedio + SEM de, al
menos, tres experimentos independientes (n=3). Los datos obtenidos fueron
analizados por ANOVA vy prueba Tuckey, lo que permiti6 determinar la
significancia estadistica de los resultados, considerandose significativa la

diferencia entre dos grupos cuando su valor de p fue menor a 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacion de la expresion de los componentes del

inflamasoma: NLRP3, ASC y procaspasa-1.

Para determinar cada componente del inflamasoma NLRP3, se estimularon
FC y MFC con LPS (1 pg/mL), durante 8 horas. Este tiempo fue escogido de
acuerdo a resultados obtenidos previamente por nuestro laboratorio, los cuales
demostraron que a las 8 horas de estimulo con LPS, se lograba la mayor
expresion de los niveles proteicos de prolL-1p en FC. Posteriormente, las células
fueron lisadas con tampon de lisis para identificar los componentes del

inflamasoma por el método de WB.

Las imagenes enmarcadas en el extremo superior de cada figura,
corresponden a una fotografia representativa del WB de las proteinas en estudio

y abajo, su respectivo analisis grafico y cuantificacion.

Los resultados logrados sefalaron mayores niveles basales de
procasapasa-1 en MFC que en FC (0,5 veces mayor, aproximadamente). No
obstante, en ambos fenotipos celulares no se aprecio un aumento de los niveles
proteicos de procaspasa-1, al estimular por 8 horas con LPS (Figura 1). Como
control de diferenciacion celular, se utiliz6 a-SMA. EI WB de esta proteina,
muestra un notorio aumento para el caso de los MFC, lo cual nos permite asegurar
la presencia de este fenotipo celular. En cuanto al analisis realizado para las

proteinas ASC y NLRP3, los resultados no mostraron diferencias,
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estadisticamente significativas, entre ambos tipos celulares. De igual manera, no

hubo cambios en sus niveles proteicos frente al estimulo con LPS (Figura 2).

Procaspasa-1
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Fig 1. Expresion de niveles proteicos de procaspasa-1 en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se
estimularon FC y MFC durante 8 horas con LPS. Los niveles de procaspasa-1 y de a-SMA se midieron por WB.

Como control de carga se utiliz6 GAPDH. *** p<0,001 vs control (FC); # p<0,05 vs LPS 8 h (FC). Los resultados
se expresan como promedio + SEM. (n=5).
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Fig 2. Expresidn de niveles proteicos de NLRP3 en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se estimularon FC y
MFC durante 8 horas con LPS. Los niveles de NLRP3 se midieron por WB. Como control de carga se utilizd GAPDH. (n=3).
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Fig 3. Expresion de niveles proteicos de ASC en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se estimularon FC y MFC

durante 8 horas con LPS. Los niveles de ASC se midieron por WB. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. No se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos. (n=3).
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5.2 Determinacién de los niveles de prolL-1B8 y la consecuente

secrecion de IL-1B en respuesta a un estimulo con LPS+ATP.

Con la finalidad de determinar la expresién de los niveles proteicos de
prolL-18, los FC y MFC fueron estimulados con LPS (1 pg/mL). Luego, las células
se mantuvieron en un medio de DMEM-F12 durante 8 horas y, a continuacion, se
rasparon las placas que contenian las células con tampon de lisis para identificar

la proteina deseada mediante WB.

Una vez realizado el andlisis estadistico pertinente, fue posible corroborar
que los FC presentaron mayores niveles basales de prolL-1 en comparacién con
los MFC (0,8 veces mayor, aproximadamente). Asimismo, frente a un estimulo con
LPS, tanto los FC como los MFC, aumentaron al doble sus niveles proteicos de

prolL-18 (Figura 4), aunque los niveles siguen siendo mayores en los FC.

En la figura 5, podemos observar la cuantificacion de la secrecion de IL-1j,
determinada a través de un kit de ELISA. Para ello, se destinaron placas de
ambos fenotipos celulares, para ser incubadas con LPS (1 pg/mL) por 8 horas.
Posteriormente, para activar el inflamasoma, se estimulé con ATP (3mM) por 16
horas (24 horas de estimulo total). El resto corresponde a los controles de LPS y

ATP.

Los resultados mostraron secrecion de IL-1p tanto en FC (Figura 5a) como
en MFC (Figura 5b), en aquellas células que fueron estimuladas empleando LPS y
ATP en conjunto. Por otra parte, el LPS y ATP utilizados individualmente en

ambos fenotipos celulares, no indujeron secrecion de IL-1B. Finalmente, cabe
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sefalar que los niveles basales de IL-18 secretados entre FC y MFC no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (Figura c). Asimismo, se
observa un aumento similar de esta citoquina al emplear conjuntamente LPS y

ATP (un aumento de 1,0 veces sobre el control).
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Fig 4. Expresion de niveles proteicos de prolL-18 en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se estimularon FC y
MFC durante 8 horas con LPS. Los niveles de prolL-1 se midieron por WB. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. ***

p<0,001 vs control FC; ### p<0,001 vs control MFC. Los resultados se expresan como promedio + SEM. (n=5).
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Fig 5. Secrecién de IL-1B en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se estimularon FC y MFC durante 24 horas con
LPS; 16 horas con ATP; 8 horas con LPS + 16 horas con ATP. Los niveles de IL-1B se midieron por un kit de ELISA. Los
resultados se expresan como promedio + D.S a) Secrecién de IL-1B en fibroblastos cardiacos.*** p<0,001 vs LPS 8 h +
ATP 16 h. (n=5) b) Secrecion de IL-18 en miofibroblastos cardiacos. *p<0,05 vs LPS 8 h + ATP 16 h (n=5). ¢)
Comparacion de la secrecion de IL-18 entre fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. * p<0,05 vs LPS 24 h (FC); #
p<0,05 vs LPS 24 h (MFC). (n=5).
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5.3 Determinacién del nivel de activacion del inflamasoma en

respuesta a un estimulo con LPS+ATP.

La activacion del inflamasoma NLRP3 fue determinado en base a la
actividad de caspasa-1. Siguiendo la metodologia para medir la secrecion de IL-
1B, se estimularon los FC y MFC con LPS por 8 horas y sobre estas mismas
placas, se realiz6 un estimulo con ATP por 16 horas; alcanzandose un tiempo total
de 24 horas. La actividad de caspasa-1 se cuantific6 a través de un ensayo

fluorimétrico.

Los resultados de la Figura 6, mostraron mayores niveles de fluorescencia
en los MFC que en FC, los cuales se condicen con una mayor actividad de
caspasa-1. No obstante, es importante especificar que estas diferencias solo
fueron observadas en el caso de las células estimuladas con LPS y ATP en
conjunto, ya que en los respectivos controles con LPS por 24 horas, no hubo

diferencias estadisticamente significativas entre ambos fenotipos celulares.
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Fig 6. Actividad de caspasa-1 en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos: Se estimularon FC y MFC durante 24
horas con LPS; 8 horas con LPS + 16 horas con ATP. La actividad de caspasa-1 se midié por fluorometria, utilizando
un kit de caspasa-1. ###p<0,001 vs control (MBC); *p<0,05 vs control (FC); $p<0,05 vs LPS 8 h + ATP 16 h. Los
resultados se expresan como promedio * D.S. (n=5).
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5.4 Citotoxicidad mediada por caspasa-1 debida a la activacion por LPS y

ATP

El nivel de citotoxicidad producido sobre las células por los estimulos empleados
en cada experimento, fue medido a través de un kit para cuantificar la LDH liberada al
medio de cultivo, debido a que esta enzima citosoélica es liberada al medio extracelular
cuando las membranas celulares se encuentran dafiadas. Es un buen método para medir

la disrupcién de la membrana plasmatica.

Se utiliz6 el régimen de estimulos realizados anteriormente para la determinacion

de la secrecion de IL-1B y la actividad de caspasa-1.

El analisis estadistico mostré porcentajes muy bajos de citotoxicidad por parte de
los agentes empleados (LPS y ATP), a las concentraciones utilizadas tanto en FC como
en MFC respecto de la condicién control (Figura 7). Como control positivo se empled la
cuantificacién de LDH, en una condicién de liberacion total de LDH por un estimulo de lisis
celular sefialada en un comienzo. Por otra parte, los resultados mostraron un aumento no

significativo en el caso de los MFC.
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Fig 7. Citotoxicidad en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos, inducida por LPS y ATP: Se estimularon FC (Figura
a) y MFC (Figura b), durante 24 horas con LPS; 16 horas con ATP; 8 horas con LPS + 16 horas con ATP. Ambos gréaficos

presentan como control positivo una condicidn de liberacion total de LDH (LDH maximo). El porcentaje de citotoxicidad se

obtuvo a partir de un kit de LDH. (n=4).
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6. DISCUSION

Los principales hallazgos de esta investigacion dan cuenta que el fenotipo
celular FC presenta mayores niveles intracelulares de prolL-1f3, mientras que el
MFC tiene mayores niveles proteicos de procaspasa-1 y al mismo tiempo, mayor
actividad de la caspasa-1, respecto del FC; lo anterior es consecuente con una
mayor actividad del complejo inflamasoma NLRP3 en MFC. Estos resultados son
consistentes al comparar la secrecion de IL-1p en ambos fenotipos celulares; entre
los cuales no se detectaron diferencias estadisticamente significativas, a pesar de

que los FC mostraran elevados niveles de proL-1p.

6.1 Sefiales de activacion del inflamasoma

Segun lo mencionado en la introduccion de esta tesis, para que el
inflamasoma sea activado y se ensamble, es necesaria la participacion de dos
sefales. La primera de ellas, incluye la activacion de la via NF-kB que se traduce
posteriormente, en la sobreexpresion del receptor NLRP3 y de la citoquina pro-
inflamatoria prolL-13 (23). Por otra parte, la segunda sefial se encuentra
relacionada con la activacion propiamente tal del receptor NLRP3, la formacién del
inflamasoma y el consecuente procesamiento, de la prolL-1p a su forma activa, IL-

14 (28).

Por tales motivos, se toma la decision de emplear un componente molecular

asociado a patégenos, LPS, para activar los receptores de tipo TLR4 (efecto

40



descrito en trabajos previos de nuestro laboratorio), actuando de esta forma como
la primera sefial de activacion del inflamasoma NLRP3 (29). Asimismo, se utilizé
ATP como segunda sefial, capaz de iniciar de manera indirecta la activacion del

inflamasoma (30).

6.2 Componentes proteicos del inflamasoma NLRP3

Los hallazgos encontrados al estudiar los niveles proteicos de los
componentes del inflamasoma NLRP3, no reflejan cambios frente a un estimulo
con LPS. Con respecto a las otras proteinas que conforman el inflamasoma, la
proteina adaptadora ASC no mostré cambios en sus niveles basales, ni tampoco
al ser estimulada con LPS. Esto da cuenta de que ambas proteinas se encuentran
expresadas de manera constitutiva en ambos fenotipos celulares y no necesitan
de un primer estimulo que induzca su transcripcion para formar el complejo del
inflamasoma (28). Los niveles basales de NLRP3 no expresan diferencias
estadisticamente significativas entre FC y MFC. Asi también, no se observaron
cambios en los niveles proteicos del receptor al estimular ambos fenotipos
celulares con LPS. Este ultimo resultado, se contrapone a la informacion
encontrada en la literatura, la cual sefala que el receptor NLRP3, requiere de una
primera sefial que induzca su transcripcion en el nucleo. Puesto que, de esta
manera ocurre una sobreexpresion del receptor en el citosol y disminuye el umbral
de activacion del inflamasoma NLRP3. Luego, una segunda sefial, permite la

activacion y posterior formacion del inflamasoma (22, 31). De acuerdo a lo
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mencionado anteriormente, es importante mencionar que el tiempo de estimulo
escogido (8 horas con LPS) se adecud a la evidencia encontrada en trabajos
previos de nuestro laboratorio y, también, segun lo apreciado en otras
publicaciones (32, 33). Por ejemplo, Zhang et al. (32), determinaron que a partir
de las 4 horas de estimulo con LPS en FC de ratén, es posible observar un
aumento en los niveles intracelulares de NLRP3 con respecto a su control.
Igualmente, Sandanger et al. (26), demostraron a través de la cuantificacion de los
niveles de mMRNA de NLRP3 en FC de ratdén, que a las dos horas de estimulo con
LPS es posible inducir la expresion de este receptor. Por lo tanto, sera necesario
estudiar si otros estimulos que han demostrado inducir un aumento en la
expresion de NLRP3, en otros tipos celulares, podrian también conducir a un
aumento en los FC. De igual forma, se debera analizar la posibilidad de aumentar
los tiempos de estimulos y, de esta manera, determinar si la induccion de la

expresion del receptor NLRP3 se observa a tiempos mas tardios.

En base a los andlisis de los resultados planteados, es posible afirmar que
la proteina adaptadora ASC se encuentra de manera constitutiva en las células vy,
por consiguiente, no varian sus niveles de expresion proteica frente a un estimulo

con LPS. Asi también, la expresién del receptor NLRP3 no mostrdé cambio alguno.

Finalmente, se determin6 que los MFC presentan mayores niveles basales
de procaspasa-1, lo cual da pie para suponer que el inflamasoma NLRP3 tendria
una mayor actividad en este fenotipo celular. Ademas, solo fue posible determinar

mayores niveles basales de procaspasa-1 en MFC respecto de FC.
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El hecho de que los MFC mostraran mayores niveles basales de
procaspasa-1, va de acuerdo a lo que seria propio de una célula fenotipicamente
activa. De esta forma, los mayores niveles proteicos de procaspasa-1, se condicen
con una capacidad superior de escindir la prolL-13 y, con ello, mantener la
respuesta inflamatoria en el tiempo (11, 19, 34). Teniendo presente que los niveles
proteicos de prolL-18 son menores en los MFC respecto de los FC, tanto en
condiciones basales como frente al estimulo con LPS vy, que la secreciéon de IL-
1B, es practicamente la misma entre ambos tipos celulares, es posible sugerir que
la mayor actividad del inflamasoma NLRP3 en los MFC, podria conducir a una
fragmentacion total de prolL-1B. A su vez, la menor actividad del inflamasoma en
los FC reflejada en una menor actividad de la caspasa-1, podria sugerir una menor
secrecion de IL-1B. Sin embargo, en los FC al haber mayor sustrato (mayores
niveles intracelulares de prolL-1p), la fragmentacion y secrecién podrian ser mas
altos y con ello ser similares entre ambos tipos celulares. No obstante, es
necesario realizar otros experimentos para corroborar esta hipétesis, debido a que
el FC podria presentar una cinética aumentada en cuanto a la degradacion de la
prolL-1B, en comparacion con los MFC. Situacion que justificaria el hecho de que

ambos fenotipos celulares, presenten un perfil de secrecion de IL-1f similar.
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6.3 Niveles proteicos de prolL-1p y secrecion de IL-1 .

De acuerdo a los resultados logrados por WB para evaluar los niveles
proteicos de prolL-13 en FC y MFC, es posible determinar que los FC presentan
mayores niveles basales de prolL-1p, en comparacion con los MFC. De igual
manera, esta diferencia se aprecia en mayor medida al comparar ambos tipos

celulares frente a un estimulo con LPS.

Los FC son células que juegan un rol fundamental en los procesos
inflamatorios, luego de ocurrida una injuria en el tejido cardiaco. Principalmente
debido a que presentan la capacidad de actuar como "centinelas" y detectar una
gran variedad de sefales de dafo, produciendo como respuesta la liberacion y
regulacion de citoquinas pro-inflamatorias (35). Por ello, es de esperar que este
fenotipo celular presente mayores niveles proteicos en un estado basal y mas aun,
frente a un estimulo con LPS. Por otra parte, la diferenciacién de los FC a MFC, va
acompafada de un aumento en la expresion del TLR4, de esta forma uno podria
espera que consecuencia de la activacion de este receptor se produjeran mayores
niveles de prolL-1B, lo que guarda relacion con etapas mas tardias del proceso
inflamatorio que se caracterizan por la liberacion de citoquinas, migracion de FC al
sitio dafiado y, en consecuencia, una prolongacion del estado inflamatorio (5).
También, cabe mencionar que la diferenciacion de un fenotipo celular a otro, trae
como consecuencia cambios proteicos estructurales importantes, asi como
también, una mayor expresion de ciertas citoquinas como el TGF- (5). Por lo

tanto, la menor expresion de prolL-13 en MFC, se podria explicar por un aumento
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en la expresion de TGF-B, puesto que se ha demostrado el efecto antagonico de

esta citoquina sobre la expresion de los niveles proteicos de prolL-1 (36).

Si bien los FC mostraron mayores niveles proteicos de prolL-1p, tanto en
condiciones basales, como frente a un estimulo con LPS, es interesante
mencionar que, tanto los FC como los MFC no presentan diferencias
estadisticamente significativas entre sus niveles secretados de IL-1p, tanto en
condicion basal como en aquella inducida por LPS+ATP. Por otro lado, los
resultados a su vez sefialan que LPS y ATP por si mismos, no son capaces de
inducir un aumento en la secrecion de IL-1p. En este sentido, existen estudios que
comparten estos resultados, Satoh et al. (19), sefiala la necesidad de ambas

sefales para inducir la secrecion de IL-1p.

En lo que respecta la secrecion de IL-1p, luego de un estimulo empleando
LPS y ATP en conjunto por 24 horas. Los niveles de IL-13 secretada, mostraron
una igualdad entre FC y MFC. Esto podria implicar que los MFC presentan un
proceso mejor orquestado de secrecion de IL-1B. Sin embargo, como ya fue
referido, no es posible realizar una afirmacion sin antes tener en cuenta otros
factores; como la cinética de degradacion de prolL-13 en ambos fenotipos

celulares.
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6.4 Actividad del inflamasoma NLRP3

La etapa final de la activacion del inflamasoma NLRP3 conlleva al auto-
corte de la procaspasa-1, en su forma activa, caspasa-1. Seguidamente, esta
proteina, que se encuentra en niveles elevados tanto en condiciones fisiologicas
como patoldgicas, escinde la prolL-1p a IL-1p (37). Por tal motivo, la actividad del
inflamasoma es medida a través de la proteina efectora de su complejo, la
caspasa-1. Por consiguiente, esta actividad se determin6é a través de ensayos

fluorimétricos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los MFC presentaron una mayor
actividad de casapasa-l en comparacion con los FC. Esta diferencia fue
observada en el caso del estimulo en conjunto de LPS y ATP, ya que el LPS por si
s6lo no fue capaz de inducir el aumento de la actividad de caspasa-1. Lo cual
podria sugerir, al igual que lo planteado para la secrecién de IL-1p, la necesidad
de ambas sefales de activacién, para provocar un aumento de la actividad del

inflamasoma NLRP3.

Por ultimo, cabe mencionar que la mayor actividad de caspasa-1, se

condice con los elevados niveles de procaspasa-1 encontrados en MFC.
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6.5 Citotoxicidad mediada por caspasa-1 debida a la activacion de LPS

y ATP

Al realizar un estimulo es importante tener en consideracion que el
compuesto utilizado para dicha accién, no debe producir citotoxicidad. Al mismo
tiempo, es importante evaluar si producto del aumento de la actividad de la
caspasa-1 (inducida por LPS + ATP), se produce muerte celular por piroptosis.
Puesto que las expresiones de las proteinas medidas por las diferentes
metodologias empleadas, podrian estar influenciadas por diversos factores que
son caracteristicos de una muerte celular y, por consiguiente, provocar un sesgo
en los analisis estadisticos de los resultados observados. Por tal motivo, se
estudio la citotoxicidad de los compuestos utilizados experimentalmente por medio
de un kit comercial que mide la liberacion de LDH. Esta enzima citosélica esta
presente en diferentes tipos celulares y cuando la membrana plasmatica es
dafada, se libera al medio extracelular. Por lo tanto, la determinacion del LDH
extracelular, es un indicativo de citotoxicidad y de muerte celular por ruptura de
membrana. Ademas, de esta manera también es posible demostrar que al
estimular con LPS+ATP, la salida de IL-1f, es por secrecion y no por ruptura de la
membrana. Esta conclusion fue respaldada, de manera cualitativa, al observar

luego de cada estimulo las células al microscopio.

Si bien los resultados de citotoxicidad obtenidos no sefialan muerte celular,
cabe preguntarse si la mayor actividad de caspasa-1 en MFC, acompafiado con
los altos niveles de TGF-B1 presentes en este fenotipo celular; se correlacionan de

alguna manera con un efecto cito-protector mediado por esta enzima. Esto, debido

47



a que durante el proceso de diferenciacion de FC a MFC, nosotros observamos un
aumento en la expresion de los niveles proteicos de procaspasa-1y, por lo tanto,
una mayor actividad de caspasa-1. Por otro lado, tanto TGF-1 como caspasa-1,

han demostrado participar en procesos que conllevan a la sobrevida celular (38-

40).

Con respecto a TGF-B1, Vivar et al. (39), demostraron in vitro que esta
citoquina es capaz de activar vias de sefalizacion candnica y no candnica,
provocando un efecto cito-protector en ratas de FC neonatos y adultos, tras un
evento de I/R. Ademas, en trabajos previos de nuestro laboratorio, fue posible
determinar que los MFC tienen una mayor capacidad de sobrevida en
comparaciéon con los FC. Por consiguiente, los mayores niveles de TGF-f1 en

MFC, podrian estar relacionados con la propiedad mencionada anteriormente.

Durante el proceso de diferenciacion de FC a MFC, cambia el perfil proteico
de estas células, aumentando la secrecion de TGF-B1 y de otras proteinas como
colageno vy fibronectina. Esto, podria sugerir que a través de algin mecanismo
desconocido, la expresion de los niveles proteicos de procaspasa-1 también

aumenta.

Por otra parte, una sobreexpresion de caspasa-1 en FC podria
desencadenar un proceso de muerte celular conocido como piroptosis (38, 41).
Sin embargo, nosotros no observamos muerte celular tanto en FC como en MFC.
Lo cual, podria ser un indicio de que caspasa-1, estaria cumpliendo un rol cito-

protector al igual que TGF-B1. Ademds, se ha demostrado en células del sistema
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inmune y epitelial, que esta enzima tiene otros sustratos aparte de la prolL-1p y
prolL-18 (prolL-37, RIP2, SREBP2), cuya activacion trae como consecuencias
acciones anti-inflamatorias y, por lo tanto, podrian verse involucrados en procesos

de sobrevida celular.

Por ultimo, es posible concluir en base a los andlisis planteados; que los FC
tienen un rol pro-inflamatorio en estados agudos en comparacién con los MFC.
Esto puede ser evaluado, a través de los elevados niveles de prolL-18
encontrados. En cambio, los MFC, al presentar una mayor actividad del
inflamasoma NLRP3, podrian relacionarse con la mantencion de este proceso
inflamatorio, con la finalidad de restablecer la homeostasis perdida luego de una
injuria en el tejido cardiaco. Asimismo, queda por dilucidar si la mayor actividad de
caspasa-1 y secreciéon de TGF-f1 en MFC, cumplen un rol cito-protector en este

fenotipo.

Finalmente, en el esquema 2, se muestra un resumen grafico de los

principales hallazgos de este trabajo de investigacion.
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CONCLUSIONES

Los MFC presentan mayores niveles basales de procaspasa-1 y sus
niveles no aumentan al estimular con LPS.

ASC y NLRP3 presentan expresion constitutiva y no hay induccién de
estos, al estimular con LPS, tanto en FC como en MFC.

Los FC presentan mayores niveles basales e inducidos de prolL-13, en
comparacién con los MFC.

Ambos fenotipos celulares secretan IL-1, sin embargo, no hay diferencias
entre ellos.

Los MFC presentan una mayor actividad de caspasa-1.

Por lo tanto, los MFC presentan una mayor actividad del inflamasoma

NLRPS3.
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Esquema 2. Resumen inflamasoma NLRP3 en FC y MFC.
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