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RESUMEN

Los fibroblastos cardiacos (FC), han sido denominados células centinelas del
corazon, pues responden de manera variada y compleja ante cualquier elemento externo
o interno a fin de mantener la homeostasis. Esta respuesta se lleva a cabo mediante una
maquinaria conformada por una amplia red de receptores, entre ellos los receptores tipo-
toll y, en particular, el TLR4. La activacion de este receptor ha mostrado mediar
respuestas inflamatorias y fibroticas tanto en FC, como en otras células; en donde la
expresion de proteinas de adhesion y reclutamiento de células del sistema inmune
componen un eje vital en estos procesos. Por tanto se buscé determinar si la activacion
de TLR4 en el FC de ratas adultas genera una mayor adhesiéon de monocitos a través de
un aumento en los niveles de E-selectina.

La activacién de TLR4 por LPS en FC, indujo un aumento en la expresion de E-
selectina, situacién que es revertida con el pre tratamiento con TAK-242 (inhibidor de
TLR4). Adicionalmente, la activacion de TLR4 gener6 un aumento en la adhesion de
monocitos sobre los FC, mientras que la inhibicion de TLR4 y las vias transduccionales
ERK1/2, PI3K/Akt y NF-kB previo al estimulo con LPS, revirtié el aumento de adhesion de
monaocitos. De igual forma, el bloqueo de E-selectina, mediante el uso de un anticuerpo
blogueante, también revirtié el aumento de la adhesién, dando luces de que esta proteina
de adhesion es fundamental para el reclutamiento de monocitos y por tanto para mediar la

respuesta inflamatoria orquestada por el FC.
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SUMMARY

Cardiac fibroblasts (CF) have been considered as sentinel cells, since they
respond in a complex and diverse manner to external and internal stimulus, in orden to
maintein homeostasis of the heart. This is mediated through a wide number of receptor,
among then Toll-Like receptors, an particulary TLR4, play a critical role in cardiac
inflammation. TLR4 activation has been involved in the regulation of inflammatory and
fibrotic response both in CF and other cells; adhesion molecules and recruiment of
immune cells are key elements of these process. Therefore we sought to evaluate whether
TLR4 activation in CF obteined from adults rats increased monocyte adhesion trough

increased levels of E-selectin.

TLR4 activation by LPS in CF, induce increased in E-selectin expression, which
was abolished when CF were pre treatment with TAK-242 (TLR4 inhibitor). In adittion,
TLR4 activation increased monocyte adhesion to CF, whereas the inhibition of this
receptor and releated signaling pathway ERK1/2, PISK/Akt and NF-kB, previous LPS
exposure reverse monocyte adhesion. Similarly, E-selectin blockade, by the use of
blocking antibody, also blocked monocyte adhesion, which a yeast the importance of this
adhesion molecule in monocyte recruitment and inflammatory response orchestrated by

CF.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), son actualmente la principal causa de
muerte a nivel a mundial, con un crecimiento exponencial en los ultimos afios debido al
estilo de vida que predomina actualmente, con un alto consumo de grasas y una baja
actividad fisica. Es por esto que organizaciones importantes como la OMS, han hecho
proyecciones para determinar el impacto futuro que tendran las ECV en la poblacién
mundial. Anualmente mueren 17,3 millones de personas por este tipo de enfermedades,
lo cual representa un 30% del total de muertes por afio, y se calcula que para el afio 2030
las muertes por ECV alcanzaréan cifras cercanas a 26 millones de personas, sobre todo
por cardiomiopatias y accidentes cerebrovasculares (ACV) [1]. Estos datos nos llevan a
profundizar e investigar en los distintos mecanismos fisio-patoldgicos que conllevan a este
tipo de patologias, a fin de encontrar medidas preventivas o futuros tratamientos con el

objetivo de disminuir la cantidad de muertes en el mundo por las ECV.

1.2 Tejido cardiaco y fibroblastos cardiacos.

En el tejido cardiaco, la funcién tisular es regulada por interacciones dinamicas y
coordinadas de dos principales tipos celulares como lo son las células musculares
(cardiomiocitos) y las no musculares (fibroblastos, endoteliales, macr6fagos, mastocitos,
etc.), de las cuales las mas numerosas e importantes son los fibroblastos cardiacos (FC).
Estos dos tipos celulares (cardiomiocitos y FC) constituyen un 90% del tejido cardiaco [2]
las que permiten realizar a cabalidad la funcion destinada a este 6rgano como lo es la
contraccion (cardiomiocitos) para poder bombear sangre a todos los rincones de nuestro
organismo y la mantencién de la matriz extracelular (MEC), en el caso de los FC.

Los FC, son células de origen mesenquimal y son las principales células que
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secretan los diferentes componentes de la MEC [3], actuando también como reguladores
de las sefiales mecanicas, quimicas y eléctricas entre los componentes celulares y no
celulares, representando un 66% en numero del tejido cardiaco [2].

La principal funcién de los FC es mantener la homeostasis de la MEC [3],
produciendo y secretando distintas proteinas (colageno, fibronectina, etc.), por tanto
mantiene la integridad del tejido, preservando asi la arquitectura cardiaca [4]. Junto a lo
anterior los FC, también producen citoquinas, factores de crecimiento, péptidos y
enzimas, como metaloproteasas (MMP’s), a fin de regular y mantener la homeostasis de

la MEC [3] (ver figura 1).

CYTOKINES &
GROWTH FACTORS

oo %

- _° -
PROLIFERATION
MATRIX
SYNTHESIS
CARDIAC
- FIBROBLAST

/ \\\
@ N

MYOFIBROBLAST
DIFFERENTIATION MATRIX
DEGRADATION

Figura 1. Funciones de los fibroblastos cardiacos en el tejido cardiaco. (De Porter K, Turner N. Cardiac

fibroblasts: At the heart of myocardial remodeling. Pharmacology & Therapeutics. 2009; 123: 255-278).

En patologias cardiacas tales como hipertension, infarto al miocardio o
insuficiencia cardiaca, se producen lesiones en el tejido cardiaco, las cuales provocan la
activacion de los FC, con la finalidad de reparar el dafio. Las funciones celulares
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asociadas a reparacion celular incluyen: migracion y proliferacion de FC, diferenciacion de
FC a miofibroblasto (MFC), secrecion de proteinas de la MEC, liberacién de factores de
crecimiento y MMP’s, produccion de citoquinas (pro-inflamatorias), expresion de proteinas
de adhesion y reclutamiento de células hematopoyéticas (monocitos, neutrofilos, entre
otras), lo que conlleva a la formacion de la cicatriz y finalmente si las lesiones son

continuas, fibrosis e hipertrofia cardiaca [3,5-7].

1.3 Proceso Inflamatorio

Se sabe que los cardiomiocitos son células con limitada capacidad regenerativa,
es por ello que diversos procesos injuriosos y patolégicos tales como la cardiopatia
cronica y el aumento de la carga presion/volumen pueden provocar la muerte de este tipo
celular de forma esporadica, activando respuestas hipertréficas y pro-fibréticas. Pero
ademas existen otros procesos, que producen una pérdida aguda de un gran numero de
células cardiacas. Uno de ellos es el infarto agudo al miocardio [7].

El infarto agudo al miocardio, se puede producir por la ruptura de la placa de
ateroma, con la generacion de un trombo coronario, éste evento, culmina con un proceso
isquémico el cual provoca la muerte de los cardiomiocitos en el area afectada [8]. Esta
injuria cardiaca junto con activar el proceso de remodelado de la MEC, activa
mecanismos del sistema inmune innato iniciando con ello el proceso inflamatorio (ver
figura 2). Este proceso de temprana aparicion (24 horas), estd mediado por las vias de
senalizacién de los receptores de tipo Toll (TLR’s), cascada del complemento y especies
reactivas de oxigeno, las cuales inducen la activacion del factor nuclear (NF-kB) y la
sintesis de quimioquinas y citoquinas en el corazon infartado. Luego de estos eventos
comienza el reclutamiento de células del sistema inmune promoviendo la interaccion entre
leucocitos y células endoteliales, y la llegada de monocitos para fagocitar los
cardiomiocitos muertos y la liberacion de factores de crecimiento [7].
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Figura 2. Etapas del proceso inflamatorio en el tejido cardiaco. (De Frangogianinis N. The immune

system and cardiac repair. Pharmacological Research 58. 2008; 88-111).

Este proceso como se dijo anteriormente esta mediado en parte por los receptores
de tipo Toll (TLR’s) los cuales han sido ampliamente estudiados por el laboratorio de

Farmacologia Molecular Cardiovascular, especialmente el receptor de tipo Toll 4 (TLR4).

1.4 Toll-Like Receptors (TLR’S).

Los Toll-Like Receptors (TLR"s) son una familia de receptores compuesta por 10
miembros (TLR1-TLR10) y que fueron descritos por primera vez en Drosophilla. Se
encuentran expresados en células del sistema inmune innato y pueden ser estimulados
por estructuras caracteristicas de bacterias, virus y hongos conocidos como pathogen-
associated molecular patterns (PAMP’s) tales como Lipopolisacaridos (LPS) o
Peptidoglicanos (PGN). La activacion de estos TLR por sus ligandos genera la expresion
de citoquinas proinflamatorias, asi como también, la maduracion de las células
presentadoras de antigenos del sistema inmune innato [9]. Pero ademéas de reconocer
estructuras exégenas, esta familia de receptores pueden ser activados por componentes
endogenos, muchos de ellos asociados a dafio conocidos como DAMP’s (danger

associated molecular patterns), entre ellos Hsp (60 y 70), HMGB-1, complejos cromatina-
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IgG, proteina surfactante pulmonar A, fibronectina ED-A y heparan sulfato (HS), siendo el
receptor TLR4 como el méas comun para estos componentes [10].

En los TLR el dominio citoplasmatico es muy similar al de los receptores de
interleuquinas (ILR) y es por esto que el dominio se denomina Toll/IL-1 (TIR). Por el
contrario, el dominio de la region extracelular N terminal, es distinto entre ambas familias
ya que el ILR posee un dominio tipo IgG mientras que los TLR se componen de una

region rica de leucinas repetidas (LRR’s) (ver figura 3) [11].

IL-1R TLR
Ig-iike LRRs
domain
HalnRaneHG AR R e RGO a R R ERUHUARRA KRR R
(Ot M ottt ed (ol e ad (Rt e qt Rt {Cad e R dt A 1 oY N Sf e gr e eedd (L de e au i 8
Box 1
Box 2 y
TIR domain
Box 3

Figura 3. Comparacién entre los dominios extracelulares e intracelulares de los IL1IR y TLR. (De Akira S, Takeda
K. Toll-like receptor signaling. Nature Reviews Inmunology. 2004; 4: 499-510).

Una vez activados los TLR, transmiten la sefial a través de proteinas adaptadoras
como por ejemplo, el MyDD 88 (del inglés, myeloid differentiation primary response 88)
activando a IRAK’s (Interleuquin 1 receptor activated kinases), TAK1 (TGF-B;-activated
kinase 1), IKK (IkB kinase) y MAPK’s (Mitogen activated kinases), todo esto para inducir la

expresion de genes blanco entre los que destacan las citoquinas proinflamatorias para
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generar la respuesta inmune o las profibréticas para generar la diferenciacion de FC a
MFC [12].

En la actualidad se conoce que la transmisién de las sefales en los receptores
TLR se genera, a lo menos, por medio de una via dependiente de MyD88, la cual es
comun para todos los receptores TLR y que se basa en la activacion de IRAK's/ TRAF6
junto a los factores de transcripcion NF-kB, AP-1 e IRF-5, en donde el mas importante es
NF-kB ya que controla la expresién de genes para citoquinas pro-inflamatorias [13] vy
proteinas de adhesion [14]. Pero ademas, se sabe que existe una via de sefializacion
independiente a MyD88 y que es comun para los receptores TLR3 y TLR4, en donde la
activacion de TRIF conlleva a la expresion de interferones tipo | mediante el reclutamiento
de TRAF3 y RIP1, lo cual activa factores de transcripcién iguales a los de la via
dependiente de MyD88 como NF-kB y AP-1 con una cinética mas tardia, o distintos como
IRF-3[13].

Investigaciones desarrolladas en el Laboratorio de Farmacologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, han
demostrado que LPS activa el receptor TLR4 en el FC [15,16]. LPS es el principal
componente de las endotoxinas producidas por las bacterias gram negativas, y se ha visto
que pueden estimular la proliferacion de fibroblastos de piel y con ello la produccién de
colageno [17], a través de la activacion del receptor TLR4. LPS se ha descrito que puede
activar el receptor TLR4 y con ello la proliferacién de fibroblastos y la produccion de

proteinas de la MEC como colageno [18].

1.5 Proteinas de adhesién (E-selectina)

Las selectinas son una familia de receptores glicoproteicos responsables de la
adhesion celular de leucocitos en los sitios de inflamacién y su emigracion a tejidos
linfaticos, por ende son promotores del movimiento de leucocitos sobre la pared de vasos
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sanguineos como consecuencia de la exposicidbn a citoquinas proinflamatorias. Se
describen tres tipos de selectinas (E, L y P), las cuales son similares estructuralmente con
dominios claramente definidos que son: regién N-terminal, regidn lectina dependiente de
calcio, dominio tipo factor de crecimiento epidermial (EGF), region de repeticiones
reguladores del complemento (Gnica zona que se diferencia entre los tres tipos de
selectina), dominio transmembrana y una pequefa region intracelular compuesta por el C-

terminal [19] (ver figura 4).
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descrito claramente el proceso de adhesién de leucocitos sobre células endoteliales y su
posterior migracién al espacio extravascular, el cual estda mediado por receptores de
adhesion. Se ha descrito que la primera interaccién es con E-selectina (primera adhesion,
la cual es débil, entre el endotelio y leucocitos), y posteriormente la adhesién con
receptores tipo integrinas como VCAM-1 e ICAM-1, la cual es méas firme, y que
posteriormente permite la diapédesis y migracién extravascular [14].

Es por esto que el estudio de E-selectina se ha convertido en un tema relevante en

los Ultimos afios, en donde ya no sélo se conoce sobre su estructura o funcion dentro de
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procesos inflamatorios, sino que también se conocen sus ligandos, los cuales han sido
descritos por algunos autores [20]. Debido a esto sabemos en la actualidad que existen
dos tipos de unién con esta proteina de adhesion, siendo algunas de fuerte afinidad como
son las uniones con los contrarreceptores glicanos, tales como PSGL-1, ESL-1, CD34 y
GlyCAM-1[21,22]. Por otro lado, existen interacciones débiles, pero que a pesar de esta
caracteristica resultan ser las mas importantes del punto de visto fisiolégico, ya que son
las uniones involucradas en los procesos de adhesién entre células endoteliales y
leucocitos, en donde el tetrasacérido, Sialyl Lewis® (SLe*) (ver figura 5), es el que mas
destaca ya que es un epitope desplegado por los leucocitos [23] y es el que interacciona
con los tres tipos de selectinas [24], siendo esta la primera interaccién entre ambos tipos

celulares tal como se mencion6 anteriormente.
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Figura 5. Estructura del Sialyl Lewis* (SLe¥).

Ahora bien, E-selectina, es transcripcionalmente regulada por el endotelio
“activado” [19] y su expresion como explica Turner et al., ocurre en el transcurso de horas
y posteriormente disminuye drasticamente luego de 6 horas después de la activacion de
este. También es importante destacar que estos mismos autores, sefialan que la

expresion de E-selectina se presenta en el endotelio microvascular y en células
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estromales pero no asi en cardiomiocitos. Ademas, estos autores observaron que no
existe presencia de E-selectina en el FC que no ha sido “activado”. Finalmente, los
autores sugirieron que la expresiéon de este receptor de adhesién en el endotelio ocurre en
procesos inflamatorios [25].

Estudios en el Laboratorio de Farmacologia Molecular han demostrado que la activacion
de TLR4 aumenta la expresion de VCAM-1 e ICAM-1 [26,27]. Siguiendo la misma linea,
podemos pensar que el aumento de estas proteinas, puede ser paralelo a la expresion de
E-selectina. En este sentido, Collins et al., describieron que la expresion de estas tres
proteinas esta condicionada por la activacion del factor transcripcional NF-kB [14], y como
se observd anteriormente, éste puede ser activado por TLR4 dando consistencia a los

resultados obtenidos en el laboratorio.

1.6 La activacion de TLR4 activa las vias transduccionales ERK1/2, PI3K/Akt y NF-
kKB que modulan la expresién de E-selectina.

Resultados previos encontrados en el laboratorio, describen que la activacién de
TLR4 en FC induce la fosforilacion y por tanto, la activaciéon de las vias transduccionales
ERK1/2, PI3K/Akt y NF-kB [15]. Es importante destacar que estas vias estan involucradas
en la expresion de proteinas de adhesién distintas a E-selectina como ICAM-1 y VCAM-1
[26,27].

Debido a lo anterior, otros autores describen que estas vias transduccionales
regulan la expresion de E-selectina. En células cancerosas de colon la via ERK1/2 se
activa en conjunto con la sintesis del mMRNA de E-selectina, evidenciando su participaciéon
en la expresion de la proteina [28]. La via PI3K/Akt también ha mostrado participacion en
la expresion de E-selectina, esto se evidencié en fibroblastos orbitales, en los cuales el
uso de un inhibidor de Akt (LY294002) revirti6 el aumento en la expresion de E-selectina,
inducida por el uso de CD40L [29]. Finalmente, otros autores han destacado la
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importancia del factor transcripcional NF-kB en la expresion de E-selectina, quienes
demostraron que la inhibicién con IMD-0354 disminuye la expresion de la proteina en FC
humanos [25]; aungque también ha sido ampliamente descrito en células endoteliales tal y

como propusieron Collins et al [14].

1.7 Monocitos

El sistema inmune innato es la principal defensa del organismo frente a
microorganismos, siendo esta eficiente y rapida, para evitar un dafio mayor en los tejidos.
Si bien, este sistema se compone de variados tipos celulares, uno de los que destacan
son los monocitos, los cuales representan un 4 y 10% del total de leucocitos en ratones y
humanos, respectivamente. Los monocitos, como la gran mayoria de las células
hematopoyéticas, se producen principalmente en la médula ésea, a partir de células
madres hematopoyéticas (HSC) y desde alli son liberados al torrente sanguineo en donde
cumplen su funciéon de proteccién [30]. Pero ademas en los ultimos afios se han
descubierto varios subtipos de monocitos, principalmente en ratones, los cuales cumplen

high o] cual se relaciona

diversas funciones, asi es como encontramos los del subtipo Ly-6¢
con procesos inflamatorios [30-32] y los del subtipo CX3;CR; el cual se relaciona con la
actividad frente a patégenos [30]. De estos subtipos, el mas estudiado es el Ly-6c™" del
cual se han descubierto algunas caracteristicas importantes.

Lo primero es que los monocitos de este subtipo, si bien son producidos por la
médula 0sea, luego de un infarto al miocardio y debido a la accion, principalmente, de
sefales adrenérgicas, pero también de IL-183, IL-3 y GM-CSF, se liberan de su lugar de
produccion para emigrar al bazo, en donde maduran por 24 horas para luego desplazarse
a la zona dafiada [30]. Junto a esto, también se ha descubierto que existe también un

reservorio importante del subtipo Ly-6¢"%"

en el bazo y que son liberados en procesos de
injuria cardiaca por acciéon de la angiotensina Il, incluso se ha descrito el proceso de
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high

hematopoyesis extramedular en el propio bazo cuando el reservorio de Ly-6¢c™" se agota,

el cual se desencadena en afecciones como infarto al miocardio o ateroesclerosis [31].

low

Lo segundo es que se ha descrito un subtipo de monocitos, denominado Ly-6c¢

(figura BA), que si bien se encuentran en el bazo, al igual que el subtipo Ly-6¢""

(figura
6B), tiene caracteristicas resolutorias de la inflamacién, promoviendo la cicatrizacion del
tejido [32] y de la produccion de IL-10 que inhibe la acciébn de otras citoquinas
proinflamatorias, tales como, IL-1a, IL-1B, TNF-q, IL-6 y IL-8 [7,33]. Esto se confirma, ya
que luego de un infarto y a tiempos tempranos, donde el proceso inflamatorio predomina

high

frente al resolutivo, la cantidad de monocitos Ly-6¢™" que se encuentran en la zona

low

infartada es mucho mayor que el subtipo Ly-6¢™", condicién que se revierte para el caso
del sub tipo pro inflamatorio cuando se realiza una esplenectomia en el animal (figura 6C)

[32].

24



Ly-6C"" monocytes Ly-68C% monocytes

A FSC:133.2z244 FSC: 1188230
SSC: 643247 SSC:514223
10 ym
FSC: 136620 FSC: 120822
SSC:66.1215 SSC: 59 0
c
I
Q .
w - . ‘

subtipo Ly-6¢

616).

high low

y Ly-6¢

O Ly-6Chon
B _w@Ly-6Co~
Q
-
2 6
=
=]
2 3
g'a
£ 0 I"
cCT o> OO0 0 C
< o -
S3E£E255338
L V-3
€x <89
. a

o no Ml o + Spleen @ — Spleen

Ly-6Chon Ly-6Chow
6 monocytes monocytes
&
Bl =3
35| &
Sol LB L e £
S 05d 1d S 05d 1d
2 postMi 2 postMi

Figura 6. Caracterizacion de monocitos provenientes del bazo de ratones. A. Comparacion entre monocitos
. B. Distribucién de los dos subtipos de monacitos en los distintos tejidos. C. Cantidad
de monacitos reclutados por subtipo, luego de un infarto con y sin ablacién previa del bazo. (De Swirski F et al.

Identification of splenic reservoir monocytes and their deployment to inflammatory sites. Science. 2009; 325: 612-

Posterior a su liberacion desde el bazo, los monocitos circulantes son reclutados
por el tejido dafiado, gracias a la liberacion del proteina quimioatractante de monocitos 1
(MCP-1), pero también a la quimioquina CCL/2 [34]. Por tanto, los monocitos “reclutados”
se acercan a la superficie de la zona dafiada en donde interaccionan con proteinas de
adhesion, destacando las selectinas y VCAM-1 [33], para luego seguir dos caminos. El
primero es liberar contenido proinflamatorio y el segundo diferenciarse a macrofagos, los
cuales también tienen la capacidad de liberar sustancias proinflamatorias, como
catepsinas, metaloproteasas, TNF-a y IL-13[7,30,33].

La recopilacion de todos los antecedentes expuestos, junto a la falta de
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conocimiento acerca de la expresién de E-selectina en FC, y al interés por conocer mas
acerca sobre la interaccion entre los fibroblastos cardiacos y los monocitos, mediados por

la proteina de adhesién, E-selectina, nos llevan a plantear la siguiente hipétesis.
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2. HIPOTESIS

“La activacion de TLR4 aumenta la expresion de E-selectina lo cual favorece la

adhesion de monocitos sobre fibroblastos cardiacos”.

3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la expresién de E-selectina en fibroblasto cardiaco aumenta luego

de la activacion de TLR4 favoreciendo la adhesién con monocitos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I Demostrar que la activacion de TLR4 aumenta la expresion de E-selectina.

il Determinar si TLR4 y las vias de sefalizacion intracelular, ERK 1/2, PISK/Akt y
NF-kB regulan la adhesion entre fibroblastos cardiacos y monocitos.

iil. Demostrar que el aumento de la expresion de E-selectina favorece la adhesion

celular fibroblasto cardiaco-monocitos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

El Tritbn X-100, anti-GAPDH, IMD0354 y PD98059 se adquirieron en Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, EEUU). EIl anti E-selectina fue adquirido en Biovision
(Milpitas, CA, EEUU). EI TAK-242 y LPS-RB fueron adquiridos en Invivogen (San Diego,
CA, EEUU). El anti-Conejo fue adquirido en Santa Cruz Biotechnolgy (Dallas, TX, EEUU).
El LY294002 fue adquirido en Cayman Chemicals (Ann Arbor, Ml, EEUU). El Antibi6tico
Penicilina-Estreptomicina fue adquirido en Biological Industries (Kibbutz Beit-Haemek,
Israel). Los medios de cultivo (DMEM-F12), Suero Fetal Bovino (FBS), Tripsina-EDTA,
Colagenasa Tipo-ll se adquirieron en Gibco BRL (Carlsbad, CA, EEUU). La solucion
Hoescht 33342 fue adquirida en Life Technology (Waltham, MA, EEUU). La Ketamina fue
adquirida en Laboratorios Richmond (Grand Bourg, BA, Argentina). La Xilazina fue
adquirida en Laboratorio Centrovet (Cerrillos, RM, Chile). Los compuestos organicos e
inorganicos, sales, acidos, bases y solventes fueron adquiridos en Merck (Darmstadt,
Alemania). El material plastico estéril para la obtencién y cultivo de FC se obtuvo de

Falcon (Reynosa, Tamaulipas, México).

5.2 Obtencién y cultivo de fibroblastos cardiacos

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 6 a 8 semanas de edad (200-300g c/u) para
obtener el cultivo de fibroblastos cardiacos adultos (FC). Los animales fueron obtenidos
desde el bioterio de la Universidad de Chile, en cumplimiento de todas 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.

Para su aislamiento y cultivo se utilizé el procedimiento descrito por Claycomb y

Palazzo, con algunas modificaciones. Se anestesio una rata adulta con una mezcla de
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ketamina-xilazina (160 y 8 mg/kg respectivamente, via intraperitoneal). La tapa toracica se
removi6 por toracotomia bilateral y se escindio el corazén, el que fue recibido en solucion
de Gerard, separando a continuacion las auriculas de los ventriculos. Estos Ultimos se
disgregaron mecanicamente en pequefios trozos, afiadiendo luego 30 mL de una solucion
de colagenasa tipo Il (Img/mL), y se colocé en agitacion constante para digestion a 37°C
durante una hora y media. El producto de la digestion se centrifug6 por primera vez a 500
rom por 2 minutos a temperatura ambiente. El pellet resultante de esta primera
centrifugacién, rica en cardiomiocitos adultos (CA), se descartd y el sobrenadante,
enriquecido en FCA, se sometié a una segunda centrifugacion, esta vez a 1000 rpm por
10 minutos a la misma temperatura. El pellet obtenido de la segunda centrifugacion se
resuspendié con medio DMEM-F12 + 10% FBS. Finalmente se sembraron los FC en
placas de cultivo de 100 mm y se mantuvieron con 5% de CO, y 95% de oxigeno a 37°C.
Al cabo de 24 h, se cambi6é el medio para remover las células muertas y/o no adheridas.
Los FC se incubaron nuevamente en DMEM-F12 + 10 % de FBS, con 5% de CO, y 95%
de oxigeno a 37°C hasta un 90% - 100% de confluencia. Luego se expandieron hasta

pasaje 1, previo lavado de los cultivos y tratamiento con tripsina-EDTA (ver figura 7).
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Figura 7. Resumen del método utilizado para la obtencion de fibroblastos cardiacos.
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5.3 Pasaje celular

Para la realizacion de todos los experimentos, las células fueron mantenidas en
pasaje 0 (p0), en medio DMEM-F12 suplementado con 10% FBS, hasta alcanzar
confluencia del 100%. Posteriormente, los FC se soltaron con tripsina 10X en PBS 1X
estéril y fueron contados por el método de exclusion de azul de tripdn y se sembraron en
placas plasticas de cultivo celular de 60 mm a una concentracién de 300.000 células/cm?®
en medio DMEM F-12 suplementado con FBS 10% (pasaje 1). Luego 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.

5.4 Western blot

Los extractos proteicos obtenidos de la lisis celular de los FCA fueron
cuantificados empleando el método de Bradford para ser sometidos, a continuacién, a
electroforesis en geles de acrilamida/bisacrilamida al 13% 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 tampon de electroforesis 1X
hasta migracion completa. Luego, las proteinas se transfiieron a membranas de
nitrocelulosa con poro de 0,2 um manteniendo constante el amperaje (350 mA) durante 90
minutos, en tampédn de transferencia. Posteriormente las membranas fueron bloqueadas

con leche descremada al 5% en TBS 1X-Tween 20.

Finalmente las membranas de nitrocelulosa se incubaron con el anticuerpo
primarios anti E-selectina (1:1000) y anti GAPDH (1:1000) diluidos en TBS 1X-Tween 20
durante toda la noche a 4°C con agitacién suave. Transcurrido el tiempo fueron lavadas
con TBS 1X-Tween 20 e incubadas con anticuerpo secundario anti-conejo conjugado de
la peroxidasa del rabano. Para la deteccion de la actividad enzimatica se utilizd6 un método

qguimio luminiscente de ECL.

30



5.5 Inmunocitoquimica

Se sembraron los FC a una concentracion de 100.000 células/cm® sobre
cubreobjetos de vidrio colocados en placas de 35mm. Luego del estimulo se lavaron las
células con PBS frio y se fijaron a cubreobjetos de vidrio por 20 minutos con
paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. Posteriormente se permeabilizaron con tritbn X-
100 0,1% por 10 minutos y se bloquearon con BSA 3% por 20 minutos. Las preparaciones
se incubaron con anticuerpo primario anti E-selectina durante toda la noche a 4°C y a
continuacién con anticuerpo secundario anti-conejo Alexa flior 555 durante toda la noche
a 4°C. La marcacién nuclear se realizé con azul de Hoechst en una diluciéon de 1:500 en
solucion de bloqueo. Finalmente, las células se montaron sobre DAKO en portaobjetos,
para retardar el decaimiento de la fluorescencia y se observaron en un microscopio
spining disc. El andlisis de las imagenes se efectué con el programa computacional Image

J.

5.6 Aislacién y purificacion de monocitos

Se realiz6 en base al protocolo montado por Claudio Humeres, miembro del
laboratorio de Farmacologia Molecular el cual fue descrito en tesis doctoral. Este
protocolo consiste en la extraccion del bazo de una rata adulta Sprague-Dawley, las
mismas utilizadas en la obtencién de FC. Luego de esto, el bazo fue triturado en campana
utilizando medio de cultivo DMEM-F12 hasta obtener un homogenizado. Se colocaron 7
mL de Ficoll-Histopaque 1083 en dos tubos de 15 mL sobre los cuales se agregaron lenta
y cuidadosamente 7 mL del homogenizado. Ambos tubos fueron centrifugados a 400 rcf

por 30 minutos a temperatura ambiente (aceleracion y desaceleracion igual a 0).

Posteriormente, mediante pipeteo, se transfirieron 3 a 4 mL del halo blanco (ver
Figura 8), en tubos eppendorff de 1,5 mL. A continuacién estos tubos se centrifugaron a

2000 rpm por 10 minutos a 4°C, descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet
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con 100 uL de solucién PBS + 3% de FBS. Reunir todos los volumenes en un solo tubo

eppendorf el cual se llamara tubo M.

Obtencién de células mononucleares de sangre periférica por Ficoll- Hypaque

Antes de centrifugar Después de centrifugar
-~
N
Sangre Centrifugacién Plasma y plaquetas
diluida >
400 g 30" temp amb L—— Mononucleares
Ficoll Hypaque

HF’jlc;OILe v Polimorfonucleares +
ypaq Glébulos rojos

Mononucleares: Linfocitos + monocitos

Figura 8. Separacion de células mononucleares, utilizando gradiente de densidad (Ficoll-Hystopaque) y
posterior centrifugacion.

Tomar dos alicuotas de 5 uL del tubo My llevarlas a 200 uL con la solucién PBS +
3% de FBS en diferentes tubos eppendorf. Estos seréan los tubos control (C) e isotipo (I).

Finalmente se aflade anticuerpo primario Anti-SIRP alpha [ED9] en una dilucién de
(1:100) al tubo M durante 30 minutos a temperatura ambiente en movimiento. Luego se
afiadieron 10 pL del anticuerpo secundario Alexa Fluor ® 555 cabra anti-raton IgG (H+L) a
los tubos | y M durante 30 minutos a temperatura ambiente en movimiento. Todos los

tubos se llevaron al proceso de citometria de flujo y posterior Cell Sorting para obtener los

monaocitos en forma pura.
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5.7 Cell sorting

Las poblaciones celulares son identificadas y separadas mediante Cell Sorting
(Beckson-Dickinson FACS flow and sorting cytometer) mediante el uso del anticuerpo
anti-SIRP alpha [ED9], marcador de monocitos. La pureza de los monocitos fue de un
95% y viabilidad 96%. El andlisis de datos se hizo mediante el uso del software FlowJo
para lectura de histogramas, segun protocolos indicado por el profesional de la unidad

que presta servicio de Cell Sorting.

5.8 Ensayos de adhesidn

Se seguiran los protocolos montados en el laboratorio. La adhesion celular se
analizara con el kit Vybrant Cell Adhesion Assay (Invitrogen, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Monocitos obtenidos de bazo de rata fueron resuspendidos
en medio libre de suero conteniendo 5 uM de Calceina-AM a concentracién de 5 x 10°
células/ml. Tras una incubacién por 30 min. a 37°C, las células se lavaron dos veces con
medio libre de suero y se agregaron 60 pl (100.000 células) sobre una monocapa
confluente de FC (20.000 células), los cuales habian sido previamente incubados en
presencia o ausencia de LPS. Las células se incuban por 2 horas a 37°C, y luego se mide
la fluorescencia mediante un lector de microplacas con un filtro de fluorescencia
(excitacién 470 y emisién 517). Después de ello, las células se vuelven a lavar cinco
veces con medio libre de suero para finalmente agregar 200 ul de PBS a cada pocillo y
volver a medir la fluorescencia utilizando los mismos parametros. El porcentaje de
adhesion de monocitos se calculdé de la siguiente manera; 100 x (fluorescencia de las

células adheridas / fluorescencia del total de células agregadas).
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5.9 Ensayo de viabilidad

En placas de 24 pocillos, se sembraron 10.000 células por pocillo, utilizando 200
uL de medio DMEM-F12. Se realizaron estimulos con IMD-0354 a concentraciones de 0,
1,5 10 uM para determinar la viabilidad celular. Transcurrido el tiempo de estimulo (12
horas) se retiré el medio de cultivo y se reemplazé por uno nuevo y 20 uL de Alamar
Blue®. Las nuevas condiciones se mantuvieron por 2 horas a 37°C en oscuridad y luego
se midio la fluorescencia en lector (excitacion 550 nm y emision 590 nm), tomando como
control negativo un pocillo que so6lo posee el medio de cultivo y el Alamar Blue®. Los
calculos se hicieron restando el valor de cada pocillo por el valor del control negativo y

tomando la viabilidad de un 100% en la condicién sin estimulo de IMD-0354.

5.10 Expresién de resultados y analisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio =D.S. de, al menos, tres
experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA y la prueba Tukey
para determinar la significancia estadistica de los resultados. El nivel de significacion

establecido fue de P < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1 Determinacion de los niveles proteicos de E-selectina en FC.

Se determinaron los niveles proteicos de E-selectina en el FC. Para esto, se
estimularon las células con LPS (1ug/mL) por tiempos de 3, 6, 12 y 24 horas. Las
muestras fueron analizadas por western blot (WB). Los resultados (Figura 9), muestran en
la parte superior una imagen representativa del WB de E-selectina y su control de carga
GAPDH, mientras que en la parte inferior se muestra un analisis gréfico del mismo. Del
analisis de los resultados se obtiene que LPS fue capaz de aumentar los niveles proteicos
de E-selectina en FC, en los cuales ya se comienzan a observar un aumento significativo
de sus niveles a las 3 horas; sin embargo, alcanza un nivel maximo de aproximadamente

15 veces a las 12 horas, el cual decae a los niveles basales a las después de las 24 horas
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Figura 9. Expresion niveles proteicos de E-selectina en fibroblastos cardiacos (FC). Se estimularon FC con LPS (1
ug/ml) por periodos de 3, 6, 12 y 24 horas. Se utilizé la técnica Western Blot (WB). Como control de carga se utilizd
GAPDH. *** p<0,001 vs control; * p<0,05 vs control. Los resultados se expresan como promedio + SEM. (n=4), Test de
Tukey. Se muestra una imagen representativa del experimento en el panel superior y la cuantificacién de este en el panel
inferior
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6.2 TLR4 aumenta la expresion de E-selectina en FC.

De acuerdo a los antecedentes que manejamos sobre la activacion de TLR4, éste
se puede activar gracias a la presencia de LPS. Junto con ello, ya demostramos que la
activacion de TLR4 favorece el aumento de E-selectina. Por tanto este ensayo busco
demostrar, que el aumento de E-selectina era por activacion especifica del receptor TLR4.
Para ello se pretrataron las células por 1 hora con el inhibidor de TLR4, TAK-242 4uM, y
luego estimuladas durante 12 horas (tiempo de mayor expresion de E-selectina) con LPS
1ug/mL. Luego de esto, las muestras fueron analizadas por WB.

Los resultados (Figura 10), muestran en la parte superior una imagen
representativa del WB de E-selectina y su control de carga GAPDH, mientras que en la
parte inferior se muestra un analisis gréafico del mismo. Del andlisis de los resultados se
obtiene que LPS fue capaz de aumentar los niveles proteicos de E-selectina en FC; sin
embargo, TAK 242 (5uM) fue capaz de prevenir el aumento inducido por LPS llegando a
los niveles del control; por lo tanto, mostrando que efectivamente, el receptor TLR4 esta

involucrado en el aumento de expresion de E-selectina.
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Figura 10. Participacion de TLR4 en el aumento de expresion de E-selectina en fibroblastos cardiacos (FC). Se
pretrataron FC con el antagonista de TLR4, TAK-242, durante 1 hora y luego fueron estimulados con LPS (1 pg/ml) por 12
horas. Se utilizé la técnica Western Blot (WB). Como control de carga se utilizé GAPDH. *** p<0,001 vs control; ### p<0,001
vs LPS. Los resultados se expresan como promedio = SEM. (n=4), Test de Tukey. Se muestra una imagen representativa
del experimento en el panel superior y la cuantificacién de este en el panel inferior.

6.3 Localizacion celular de E-selectina en FC.

Una vez determinado que LPS induce la expresién de E-selectina en los FC y que
el receptor TLR4 esté involucrado en este proceso, estudiamos la localizacién celular de
E-selectina al mayor tiempo de expresion, o sea 12 horas. Para ello realizamos ensayo de
inmunocitoquimica (ICQ) a este tiempo, primero para determinar la presencia de E-

selectina y luego para efectivamente observar su ubicacion.

En la figura 11 observamos los FC en los cuales tenemos distintas condiciones. En
la condicion control 12 horas observamos que las células con el nicleo tefiido en azul por
la solucién de Hoescht, y alrededor de este, una leve coloracion roja, la cual representa a

la presencia de E-selectina. Ahora bien, cuando estimulamos los FC con LPS a 12 horas
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notamos un aumento considerable en la presencia de E-selectina (aumento de la
coloracion roja). Por otro lado, cuando el efecto del LPS es antagonizado por TAK-242 se
observa una disminucion de la presencia de E-selectina. Estos resultados respaldan
nuestros resultados anteriores en donde demostramos que el aumento de E-selectina es
modulado especificamente por la activacion del TLR4. Finalmente ante la presencia

solamente del TAK-242, no se observé el aumento en los niveles de expresion respecto

del control.
Control LPS
12 H 12H
LPS + TAK
12 H TAK
12H

Figura 11. Participacion de TLR4 en la expresién de E-selectina en fibroblastos cardiacos (ICQ). Los FCA fueron
estimulados con LPS (10 pg/mL) durante 12 horas en presencia o ausencia de TAK-242 (4 pM/mL). La expresion de E-
selectina se observo por inmunofluoresencia. Imagenes obtenidas con microscopio LSM 700, aumento 10x.
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6.4 Aislacion y purificacion de monocitos a partir de bazo de rata adulta.

Segun el protocolo, se procedié a la aislacion y purificacion de monocitos a partir
de bazo de rata de adulta. En la figura 12 se comparan dos pardmetros celulares medidos
por la citometria de flujo como lo son la granularidad o complejidad celular (SSC) vy el
tamafio celular (FSC). A partir de esto, en la figura 12A podemos observar la poblacion
total de leucocitos obtenida previo a la separacion por gradiente de densidad. Por otro
lado, en la figura 12B se puede apreciar la poblacion de células mononucleares, PBMC
(linfocitos y mononocitos), obtenidos luego de la separacién por gradiente de densidad.
Asi, se observa en la figura 12B la ausencia de la poblacién de polimorfonucleares, PMN
(de mayor complejidad, SSC). Esto demuestra que el protocolo de gradiente de densidad

fue efectivo para poder separar las poblaciones de PBMC y PMN.
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Figura 12. Comparacidn entre poblaciones celulares obtenidas a partir del bazo de rata adulta. Las ratas fueron
anestesiadas con ketamina-xilazina (2:1) y luego se le extrajo de el bazo, el cual fue triturado y homogenizado en solucion
DMEM-F12. A. En este caso el homogenizado, rico en leucocitos, fue analizado directamente en el equipo de citometria de
flujo. B. El homogenizado fue colocado sobre una capa de Ficoll-Hystopaque 1083 y centrifugado a 400g por 30 minutos. El
halo ubicado entre el plasma y el Ficoll es el analizado en este caso.

A continuacién, se procedi6 a la separacién de la poblacion de monocitos
mediante la técnica de cell sorting utilizando como marcador de monocitos el anticuerpo

primario Anti-SIRP alpha [ED-9] y el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555 cabra anti-
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ratén 1gG (H+L) conjugado al fluoroforo FITC. En la figura 13 se analizan las poblaciones
celulares bajo los pardmetros de SSC y FSC versus FITC, previo (13A y 13C) y posterior
a la separaciéon (13B y 13D). El analisis se realizé bajo los parametros SSC y FSC para

demostrar que no hay una diferencia significativa en la poblacién final de monocitos

obtenidos.
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Figura 13. Comparacion entre los parametros de granularidad (SSC) y tamafio celular (FSC) con el fluor6foro FITC
en la poblacion celular obtenida a partir del bazo de rata adulta. La poblacién obtenida luego de la separacion por
gradiente de densidad fue incubada con el anticuerpo primario anti-SIRP alpha [ED-9] (1:100) y posteriormente con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555 cabra anti-ratén IgG (H+L) conjugado al fluoréforo FITC. A-B. Se comparan los
parametros de granularidad celular (SSC) versus FITC. C-D. Se comparan los parametros de tamafio celular (FSC) versus
FITC. El analisis de las muestras se realiz6 a través de Cell Sorting (Beckson-Dickinson FACS flow and sorting cytometer).

Finalmente al analizar el histograma de la figura 14A, advertimos que existe una poblacion
celular negativa para nuestro fluoréforo y por tanto no relacionada al tipo celular que
estamos buscando, mientras que en la zona de 10* nos podemos dar cuenta de la
poblacion positiva para FITC y que representan a los monocitos que queremos purificar.
Por otro lado, en la figura 14B notamos un histograma en donde existe,

predominantemente, un conjunto celular positivo para FITC en desmedro de la zona
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negativa, lo cual evidencia que el proceso de sorting ha sido altamente eficiente,

separando sélo las células de nuestro interés.

14K =

Conanl

FTC-A FITC-A

Figura 14. Histogramas correspondientes a conteo celular vs FITC. La poblaciéon obtenida luego del proceso de
centrifugacién fue incubada con el anticuerpo primario anti-SIRP alpha [ED-9] (1:100) y posteriormente con el anticuerpo
secundario Alexa Fluor® 555 cabra anti-ratén 1gG (H+L) asociado al fluoréforo FITC. A. Histograma conteo celular vs FITC
previo al proceso de sorting, indicando una poblacién altamente negativa para FITC. B. Histograma de conteo celular vs
FITC posterior al proceso de sorting, indicando una poblacién altamente positiva para FITC. El andlisis de las muestras se
realiz6 a través de Cell Sorting (Beckson-Dickinson FACS flow and sorting cytometer).

6.5 La activacion de TLR4 aumenta la adhesion de monocitos sobre una monocapa

de FC.

Para determinar la participacion del receptor TLR4 en la adhesion de monocitos
sobre fibroblastos cardiacos, se pretrataron los FC con el inhibidor del receptor, el TAK-
242 (4 uM) por 1 hora y luego se estimularon con LPS (1ug/mL) durante 12 horas en
medio de cultivo DMEM-F12. Posteriormente y una vez completado el tiempo de estimulo
se agregaron los monocitos purificados y marcados con calceina AM (5 uM) en una
proporcion 1:5 sobre la monocapa de FC. En estas condiciones las células fueron
incubadas por 2 horas a 37°C para completar el proceso de adhesion. Una vez
transcurrido el tiempo determinado para el ensayo, se procedié a medir la fluorescencia

emitida, por los monocitos adheridos a la monocapa, en el lector de microplacas.
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Los resultados (figura 15) muestran que los FC en condiciones basales son
capaces de adherir aproximadamente un 10% del total de monocitos que fueron
agregados sobre la monocapa. Pero cuando estos fueron estimulados con LPS el
porcentaje de adhesion casi se triplica, alcanzando valores cercanos al 30%. Por otro
lado, cuando el receptor TLR4 fue inhibido por el TAK-242, incluso en presencia de LPS,
la adhesién de monocitos a la monocapa de fibroblastos cardiacos se reduce, por debajo

de los niveles del control, alcanzado una adhesion de aproximadamente un 8%.
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Figura 15. Participacion de TLR4 en la adhesién entre monocitos y una monocapa de fibroblastos cardiacos (FC).
Se pretrataron FC con el antagonista de TLR4, TAK-242, durante 1 hora y luego fueron estimulados con LPS (1 pg/ml) por
12 horas. Luego se agregaron monocitos marcados con calceina AM 5uM en una proporcion 1:5 durante 2 horas a 37°C.
Posteriormente se midié la fluorescencia emitida por los monocitos adheridos en el lector de microplacas. Los resultados se
expresan como promedio + SEM. (n=4), Test de Tukey, *** p<0,001 vs control; ### p<0,001 vs LPS; * p>0,01 vs control.
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6.6 La activacion TLR4 a través de las vias ERK 1/2, PI3K/Akt y NF-kB aumenta la

adhesion de monocitos sobre una monocapa de FC.

Como sabemos, por resultados obtenidos en el laboratorio, luego de la
estimulacion del TLR4 se activan las vias de sefalizacion ERK1/2, Akt y NF-kB, las cuales
se ha demostrado participan de la expresion de E-selectina; es por ello, que analizaremos
la importancia y participacién de cada una de estas vias en la adhesion entre monocitos y

fibroblastos cardiacos.

6.6.1 Participacion de la via ERK1/2 en la adhesién de monocitos sobre una

monocapa de FC inducida por LPS.

Para determinar la participacion de la via ERK1/2 en la adhesién entre FC y
monocitos, se pretrataron los FC con el inhibidor esta via, el PD-98050 (10 uM) por 1 hora
y luego se estimularon con LPS (1ug/mL) durante 12 horas en medio de cultivo DMEM-
F12. Posteriormente y una vez completado el tiempo de estimulo se agregaron los
monocitos purificados y marcados con calceina AM (5 uM) en una proporcion 1:5 sobre la
monocapa de FC. En estas condiciones las células fueron incubadas por 2 horas a 37°C
para completar el proceso de adhesion. Una vez transcurrido el tiempo determinado para
el ensayo, se procedio a medir la fluorescencia emitida, por los monocitos adheridos a la

monocapa, en el lector de microplacas.

Los resultados, mostrados en la figura 16, nos indican que los FC en condiciones
basales son capaces de adherir aproximadamente un 10% del total de monocitos que
fueron agregados sobre la monocapa. Pero cuando estos fueron estimulados con LPS el
porcentaje de adhesion casi se triplica, alcanzando valores cercanos al 30%. Por otro lado

cuando la via ERK1/2 fue inhibida, la adhesion entre monocitos y la monocapa de FC se
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reduce incluso, en presencia de LPS, por debajo de los niveles del control, alcanzado una

adhesion de aproximadamente un 6%.
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Figura 16. Participacion de ERK 1/2 en la adhesidn entre monocitos y una monocapa de fibroblastos cardiacos (FC)
estimulados con LPS. Se pretrataron FC con el inhibidor de ERK 1/2, PD-98050 10uM, durante 1 hora y luego fueron
estimulados con LPS (1 pg/ml) por 12 horas. Luego se agregaron monocitos marcados con calceina AM 5uM en una
proporcion 1:5 durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se midié la fluorescencia emitida por los monocitos adheridos en el
lector de microplacas. Los resultados se expresan como promedio + SEM. (n=4), Test de Tukey, *** p<0,001 vs control; ###
p<0,001 vs LPS; * p>0,01 vs control.

6.6.2 Participacion de la via PI3K/Akt en la adhesién de monocitos sobre una
monocapa de FC estimulados con LPS.

Para determinar la participacion de la via PI3K/Akt en la adhesién en FC y
monocitos, se pretrataron las primeras con el inhibidor esta via, el LY-294002 (10 uM) por
1 hora y luego se estimularon con LPS (1ug/mL) durante 12 horas en medio de cultivo
DMEM-F12. Posteriormente y una vez completado el tiempo de estimulo se agregaron los
monocitos purificados y marcados con calceina AM (5 uM) en una proporcion 1:5 sobre la

monocapa de FC. En estas condiciones las células fueron incubadas por 2 horas a 37°C
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para completar el proceso de adhesion. Una vez transcurrido el tiempo determinado para
el ensayo, se procedié a medir la fluorescencia emitida, por los monocitos adheridos a la

monocapa, en el lector de microplacas.

Los resultados, mostrados en la figura 17, nos indican que los FC en condiciones
basales son capaces de adherir aproximadamente un 10% del total de monocitos que
fueron agregados sobre la monocapa. Pero cuando estos fueron estimulados con LPS el
porcentaje de adhesion casi se triplica, alcanzando valores cercanos al 30%. Por otro lado
cuando la via PI3K/Akt fue inhibida, la adhesiéon entre monocitos y la monocapa de FC se

reduce, incluso en presencia de LPS, a los niveles del control, un 10% aproximadamente.
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Figura 17. Participacion de PI3K/Akt en la adhesion entre monocitos y una monocapa de fibroblastos cardiacos
(FC). Se pretrataron FC con el inhibidor de Akt, LY-294002 10uM, durante 1 hora y luego fueron estimulados con LPS (1
pug/ml) por 12 horas. Luego se agregaron monocitos marcados con calceina AM 5uM en una proporcién 1:5 durante 2 horas
a 37°C. Posteriormente se midi6 la fluorescencia emitida por los monocitos adheridos en el lector de microplacas. Los
resultados se expresan como promedio + SEM. (n=4), Test de Tukey, *** p<0,001 vs control; ### p<0,001 vs LPS.
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6.6.3 Determinacion de la viabilidad celular de FC en presencia de IMD-0354.

Uno de nuestros objetivos era analizar si la via NF-kB estaba involucrada en la
adhesion entre monocitos y FC, previo a ello se realizd un estudio de la concentracion del
inhibidor IMD-0354 a la cual no produce la muerte celular de los FC, y es por ello que se

realizaron ensayos de viabilidad celular a distintas concentraciones.

Con este fin los FC se trataron con IMD-0354 a concentraciones de 1, 5y 10 yM
durante 12 horas en medio de cultivo DMEM-F12. Una vez transcurrido el tiempo de
ensayo, se procedio a retirar el medio de cultivo, para reemplazarlo por uno nuevo y 20 uL
de Alamar Blue®. En estas nuevas condiciones las células fueron incubadas por 2 horas a
37°C en completa oscuridad, para luego medir la fluorescencia emitida por los FC vivos

en el lector de microplacas.

Los resultados expresados en la figura 18, nos indican que los FC mantienen una
sobrevida de un 100% en ausencia del tratamiento con IMD-0354. Pero al ser tratados
con el inhibidor por 12 horas la sobrevida disminuye conforme aumenta su concentracion.
Asi se observa que una concentracion de 1 yM permite una sobrevida de los FC de
aproximadamente un 82%. Al aumentar la concentracion esta vez a 5 uM se observa que
la sobrevida de los FC alcanza un 75%. Finalmente al utilizar la concentracion de IMD-
0354 inicial para nuestro ensayo, es decir, 10 yM observamos que efectivamente la
sobrevida de los FC disminuye considerablemente alcanzando un valor aproximado de un

30%.
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Figura 18. Determinacion de la viabilidad celular de fibroblastos en presencia de IMD-0354. Se trataron FC con el
inhibidor de NF-kB, IMD-0354, a concentraciones de 1, 5y 10 uM durante 12 horas. Luego se cambio el medio de cultivo y
se agregaron 20uL de Alamar Blue® durante 2 horas a 37°C en completa oscuridad. Posteriormente se midi6 la
fluorescencia emitida por los fibroblastos cardiacos vivos en el lector de microplacas. Los resultados se expresan como
promedio = SEM. (n=4), Test de Tukey, *** p<0,001 vs control; ### p<0,001 vs 1uM.

6.6.4 Participacion de la via NF-kB en la adhesion de monocitos sobre una

monocapa de FC inducida por LPS.

Para determinar la participaciéon de la via NF-kB en la adhesién en FC y
monocitos, se pretrataron los FC con el inhibidor IMD-0354 (1 uM) por 1 hora y luego se
estimularon con LPS (1pg/mL) durante 12 horas en medio de cultivo DMEM-F12.
Posteriormente y una vez completado el tiempo de estimulo se agregaron los monocitos
purificados y marcados con calceina AM 5uM en una proporcién 1:5 sobre la monocapa
de FC. En estas condiciones las células fueron incubadas por 2 horas a 37°C para
completar el proceso de adhesién. Una vez transcurrido el tiempo determinado para el
ensayo, se procedid a medir la fluorescencia emitida, por los monocitos adheridos a la
monocapa, en el lector de microplacas.
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Los resultados, expresados en la figura 19, nos indican que los FC en condiciones
basales son capaces de adherir aproximadamente un 10% del total de monocitos que
fueron agregados sobre la monocapa. Pero cuando estos fueron estimulados con LPS el
porcentaje de adhesion casi se triplica, alcanzando valores cercanos al 30%. Por otro lado
cuando la via NF-kB fue inhibida, la adhesién entre monocitos y la monocapa de FC se
reduce, incluso en presencia de LPS, por debajo de los niveles del control, alcanzado una

adhesion de aproximadamente un 4 a 5%.
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Figura 19. Participacion de NF-kB en la adhesién entre monocitos y una monocapa de fibroblastos cardiacos (FC).
Se pretrataron FC con el inhibidor de NF-kB, IMD-0354 1uM, durante 1 hora y luego fueron estimulados con LPS (1 pg/ml)
por 12 horas. Luego se agregaron monocitos marcados con calceina AM 5uM en una proporcién 1:5 durante 2 horas a
37°C. Posteriormente se midié la fluorescencia emitida por los monocitos adheridos en el lector de microplacas. Los
resultados se expresan como promedio + SEM. (n=4), Test de Tukey, *** p<0,001 vs control; ### p<0,001 vs LPS; ** p<0,05
vs control.
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6.7 Participacion de la E-selectina en la adhesion de monocitos sobre una
monocapa de FC inducida por LPS.

El punto mas importante de este trabajo consiste en determinar el grado de
participacion de la proteina de adhesion, E-selectina, en la adhesién entre monocitos y

FC, cuya expresion en el FC fue confirmada por nuestros resultados.

Para determinar la participacion de E-selectina en la adhesién entre FC y
monaocitos, los FC se estimularon con LPS (1ug/mL) durante 12 horas en medio de cultivo
DMEM-F12. Posteriormente y 1 hora antes de cumplirse el tiempo de estimulo se agreg6
el anticuerpo Anti E-selectina (10 ug de proteina) para bloquear la proteina expresada en
la superficie de los FC. Luego se agregaron los monocitos purificados y marcados con
calceina AM (5 uM) en una proporcion 1:5 sobre la monocapa de FC. En estas
condiciones las células fueron incubadas por 2 horas a 37°C para completar el proceso de
adhesion. Una vez transcurrido el tiempo determinado para el ensayo, se procedid a
medir la fluorescencia, emitida por los monocitos adheridos a la monocapa de FC, en el

lector de microplacas.

Los resultados, expresados en la figura 20, nos indican que los FC en condiciones
basales son capaces de adherir aproximadamente un 10% del total de monocitos que
fueron agregados sobre la monocapa. Pero cuando estos fueron estimulados con LPS el
porcentaje de adhesion casi se triplica, alcanzando valores cercanos al 30%. Por otro
cuando E-selectina fue bloqueada, la adhesién entre monocitos y la monocapa de FC,
incluso en presencia de LPS, se reduce a los niveles del control, un 10%

aproximadamente.
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Figura 20. Participacién de E-selectina en la adhesién entre monocitos y una monocapa de fibroblastos cardiacos
(FC). Se trataron FC con LPS (1 pyg/ml) por 12 horas. 1 hora antes del ensayo de adhesién se agregé el anticuerpo Anti E-
selectina (10ug de proteina) para bloguear la proteina expresada en la superficie de los FC. Luego se agregaron monocitos
marcados con calceina AM (5 uM) en una proporcion 1:5 durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se midi6 la fluorescencia
emitida por los monocitos adheridos en el lector de microplacas. Los resultados se expresan como promedio + SEM. (n=4),
Test de Tukey, *** p<0,001 vs control; ### p<0,001 vs LPS.
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7. DISCUSION

Los hallazgos mas importantes, encontrados en este trabajo, se relacionan con la
capacidad del FC de ratas para expresar la proteina de adhesion, E-selectina, siendo
fundamental la activacion de TLR4 para este proceso. Por otro lado, también encontramos
datos valiosos sobre la adhesion de monocitos sobre los FC. En este caso determinamos
que la activacion del receptor TLR4, y sus vias de sefializacion ERK 1/2, PI3K/Akt y NF-
kKB regulan la adhesion de los monocitos con los FC. Finalmente, demostramos la

participacion de la E-selectina en la adhesién entre monocitos y FC.

7.1 La estimulacién de TLR4 aumenta la expresion de E-selectina en FC.

Como se menciond anteriormente la expresion de E-selectina esta ampliamente
descrita en células endoteliales [34-36]. Junto con lo anterior, se ha visto que en muchos
casos este aumento es debido al efecto LPS, tal y como muestra Leeuwenberg et al. [34]
quienes demostraron que las vesiculas derivadas de E.coli (un bacteria gran negativa y
por tanto productora de LPS) gatillan un aumento en la expresion de E-selectina, ademas

de otras proteinas de adhesion tales como ICAM-1y VCAM-1.

Por otro lado, varios estudios indican que no so6lo LPS promueve el aumento de expresion
de E-selectina, sino que ademas la IL-1B8 y TNF-a también provocan el mismo efecto que
el LPS. Esto fue demostrado por Mako et al., y Leeuwenberg et al., quienes estimularon
células endoteliales con las 3 moléculas anteriormente mencionadas, encontrandose que
LPS es el estimulo que menor aumenta la cantidad de E-selectina, siendo TNF-a y IL-1(3
los estimulos que favorecen con mayor intensidad la expresion de la proteina. Sin
embargo, a pesar de que LPS tiene menos incidencia en el aumento de la expresion de E-
selectina, de igual forma favorece la adhesion entre monocitos y células endoteliales

[34,37].
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En los ultimos afios el estudio de la E-selectina se ha ido ampliando a otros tipos
celulares, debido a su importante rol en procesos inflamatorios. Por ejemplo, en
osteoblastos humanos, la activacién con LPS a través de TLR4 favorece la expresion de
E-selectina a las 24 horas luego del estimulo. También hubo un aumento de ICAM-1y de
las quimioquinas proinflamatorias IL-6 y IL-8, lo que evidencia alun mas que la E-selectina
esta involucrada en procesos inflamatorios [38]. Siguiendo la misma linea, también se ha
descrito su presencia en el tejido subgingival humano en presencia de placa bacteriana,

incluso una vez erradicada esta, los niveles de E-selectina disminuyen [39].

Ademas, ultimos estudios, nos indican que los resultados obtenidos en nuestro
trabajo tienen consistencia ya que en fibroblastos de distintos tejidos también expresan la
E-selectina, aunque con distintos estimulos. A este respecto, se ha demostrado que los
fibroblastos orbitales de personas que padecen la enfermedad de Graves expresan la E-
selectina, luego de la activacion del receptor CD40, que al igual que TLR4 permiten la
activacion del factor de transcripcion nuclear NF-kB [29]. Pero sin duda, el trabajo mas
importante para nosotros, es el de Turner et al., quienes demostraron que en células
endoteliales la IL-1B y el TNF-a generan un aumento en la expresion de E-selectina a las
6 horas, mientras que en los FC el aumento solo fue significativo con IL-1, también al
tiempo sefialado [25]. Esto dltimo nos da a entender que efectivamente la E-selectina
puede expresarse en los FC incluso por distintos estimulos. Respecto de la temporalidad
en la expresion de E-selectina nuestros resultados mostraron un maximo aumento a 12
horas, mientras que en otros la maxima expresion se ha observado a las 6 0 24 horas. Sin
embargo, nuestros resultados muestran que la expresion tiene un aumento sostenido a
partir de las 3 horas, lo cual indica que la expresidbn de E-selectina comienza

paulatinamente a medida que el proceso inflamatorio se consolida, luego de una injuria
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cardiaca. En conclusién, de nuestros resultados y el de otros investigadores podemos

concluir que la expresion de E-selectina es célula y estimulo dependiente.

Respecto de la expresion de E-selectina, nuestros resultados muestran que el
estimulo con LPS favorece el aumento en la expresion de E-selectina a través de la
activacion del receptor TLR4. Esto quedd demostrado en la figura 10, en donde el pre-
tratamiento con el inhibidor del TLR4, TAK-242, revirtio el efecto del estimulo, LPS. A este
respecto, otros autores han demostrado la importancia en la activacion del TLR4 para
inducir la expresion de E-selectina. En este sentido se demostré en células endoteliales,
que HMGB1 (High mobility group box 1, un ligando enddégeno de TLR4) induce la
expresion de E-selectina y este efecto fue bloqueado con atorvastatina y también con CLI-
095, que es un inhibidor del TLR4 [40]. También se demostr6 que fluvastatina modula
negativamente la actividad de TLR4 post isquemia reperfusion [41]. En otros estudios se
reporté que el blogueo del TLR4 con LPS de R. spharoides LPS (un antagonista del
TLR4), bloqueé la expresion de E-selectina inducida por LPS[35]. De manera similar, en
ratones C3H/HeJ (ratones con TLR4 mutado) se produce una caida en los niveles de E-
selectina [42]. Estos resultados en forma colectiva indican que efectivamente nuestros
resultados tienen concordancia con los reportados por otros autores, a pesar de que no
existen estudios previos de la participacién de TLR4 sobre la expresién de E-selectina en

FC.

7.2 Participacion de TLR4, ERK1/2, PI3K/Akt y NF-kB en la adhesion de monocitos

sobre FC.

Los hallazgos encontrados en este trabajo sobre este item es que el receptor
TLR4 y las vias transduccionales ERK1/2, PI3K/Akt y NF-kB estan involucradas en el
proceso de adhesién entre FC y monocitos, luego del estimulo con LPS por 12 horas. Lo

importante a destacar es que estos resultados son indirectos, y aunque nosotros no
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demostramos que estas vias de sefalizacion participan de la expresion de E-selectina,
otros autores han demostrado que esas vias de sefializacibn modulan la expresion de E-

selectina.

7.2.1 Adhesidn entre monocitos y otros tipos celulares.

Los monocitos juegan un rol fundamental en la homeostasis, inmunidad y
promocién y resolucion de la inflamacion en el tejido afectado [43,44]. Para ello, estas
células deben transmigrar a este tejido afectado a través del endotelio para poder cumplir
las funciones anteriormente descritas. Esto se realiza gracias a citoquinas
proinflamatorias tales como, IL-1B, TNF-a y LPS que “activan” el endotelio, con lo cual se
expresan las distintas proteinas de adhesiéon (E y P selectina, ICAM-1 y VCAM-1) [45].
Incluso la deficiencia de E y P selectina, ademas de ICAM-1 ha mostrado una reduccion

significativa en lesiones ateroescleréticas [46].

Junto con lo anterior se ha descrito que E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 son muy
importantes en el proceso de adhesion ya que inician la reorganizacion del citoesqueleto,
facilitando la transmigracién, gracias a la formacion de clusters con los contrarreceptores

de integrina de los leucocitos [47,48].

El proceso anteriormente descrito ha sido ampliamente estudiado en células
endoteliales, pero en la actualidad se ha visto que muchas de las proteinas expresadas
en estas células también han sido encontradas en fibroblastos, incluso estudios previos
en el laboratorio, han visto que ICAM-1 y VCAM-1 se expresan en FC. A este respecto, ya

en este trabajo reportamos la expresion de E-selectina en el mismo tipo celular.

Las tres proteinas mencionadas se expresan tras la activacion del TLR4 luego del
estimulo con LPS, por tanto analizamos la adhesiéon de los monocitos sobre FC
interviniendo el receptor y sus vias de sefalizacion (ERK1/2, PI3K/Akt y NF-kB).
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7.2.2 La activacion de TLR4 modula positivamente la adhesién celular de monocitos

sobre una monocapa de FC.

La adhesion entre monocitos y otro tipo celular depende principalmente de tres
proteinas de adhesién (E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1). E-selectina, en FC puede ser
expresada a través de la activacion del receptor TLR4, situacién que qued6é demostrada
en este trabajo. Mientras que ICAM-1 y VCAM 1 también pueden ser expresadas en el FC
luego de la activacion del TLR4 gracias al estimulo de LPS [27]. En los tres casos
anteriores, la participacion del TLR4 fue demostrada gracias al uso del inhibidor TAK-242;
y el aumento en la expresion de esas proteinas fue significativo a las 12 horas, lo que
indica que en los tiempos de nuestro ensayos, estas tres proteinas se encontrarian
presentes en la superficie de la monocapa de FC. Los resultados mostraron que la
inhibicion del TLR4 disminuye considerablemente la adhesion celular entre monocitos y
FC, situacién que claramente puede ser atribuible a la disminucién en la expresion de las

proteinas de adhesion.

7.2.3 La activaciobn de ERK1/2 modula positivamente la adhesion celular de

monocitos sobre una monocapa de FC.

En nuestros resultados observamos que el uso del inhibidor de ERK1/2 (PD-
98059), disminuy6 el porcentaje de adhesién entre monocitos y una monocapa de FC
inducido por la activacion de TLR4. De estos resultados no podemos concluir que la
activacion de ERK1/2 participa de la expresion de E-selectina, pues nosotros no
demostramos que la expresion de esta proteina es dependiente de esta via de
sefalizacidn; sin embargo, estd ampliamente reportado en la literatura que la expresion
de E-selectina es dependiente de esta via transduccional aunque en otros tipos celulares
0 con otros estimulos. En este sentido, en células endoteliales de arteria iliaca de porcino

LPS aumento la expresion de E-selectina (también de ICAM-1), y este efecto fue revertido
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al usar quitosano, esto gracias a la inhibicién de la fosforilacion de ERK1/2 [49]. Junto con
esto, en fibroblastos el estimulo con CD40L también induce el aumento de E-selectina.
Pero ademas en el mismo trabajo se indica que al usar el inhibidor de ERK1/2 (PD-98095)

el aumento de la proteina se revierte al igual que el aumento de VCAM-1[29].

Por otro lado, es ampliamente conocido que posterior a la adhesién con E-
selectina se gatilla una adhesién méas estable con la participacién de las proteinas ICAM-1
y VCAM-1. En este sentido, creemos importante destacar la participaciéon de la via
ERK1/2 en la adhesion entre monocitos y FC, en la cual no nos cabe duda que participan

otras proteinas de adhesion.

En trabajos previos en nuestro laboratorio hemos demostrado que la expresion de
ICAM-1, luego de la activacion de TLR4 depende de la via ERK1/2 [27]. Este hallazgo
también se ha descrito en células endoteliales de pulmén, en donde la inhibicion de
ERK1/2 con magnolol (un lignano) disminuyé la expresién de ICAM-1 [50]. De igual forma
el uso de U0126 (inhibidor de MEK1/2, proteina de la via MAPK-ERK1/2), revirtié el
aumento de la expresion de ICAM-1, ademas de la adhesion entre monocitos y células
epiteliales alveolares producido por esfingosina 1 fosfato (S1P) [51]. Estos mismos
resultados fueron encontrados en células endoteliales de vena de cordon umbilical
humano, en donde el uso de artemisinina (farmaco utilizado en la malaria) inhibe la via de
las MAPK, disminuyendo la proporcion de ERK1/2 fosforilado, y por lo tanto, también
disminuyo los niveles de ICAM-1 y con esto la adhesién de monocitos sobre estas células
[52]. Por otro lado, en FC la expresion de VCAM-1 no fue afectada por la inhibicién de la
via ERK1/2 [27], resultado que se contradice con trabajos realizados previamente sobre
esta via. A este respecto, en células musculares lisas vasculares, el uso de lobastina (un
agente antioxidante y antibacteriano) revierte el aumento en la expresion de VCAM-1

inducido por TNF-a, gracias a la inhibicién en la fosforilacion de ciertas MAPK incluido
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ERK1/2. Ademas, el uso del inhibidor PD-98059 (el mismo utilizado por nosotros para
inhibir ERK1/2), favorecio la disminucién en la expresion de la proteina de adhesién [53].
También se ha observado en fibroblastos NIH/3T3, que el tratamiento con microvesiculas
(TMV’s) induce el aumento de VCAM-1, via ERK1/2 [54]. Ademas de lo anterior, también
se observo que artemisinina (que inhibe la fosoforilacion de ERK1/2), también modula

negativamente la expresion de VCAM-1 al igual ICAM-1 [52].

Estos resultados en forma colectiva nos indica que en diversos tipos celulares la
via ERK1/2 esta involucrada en la expresion de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 y por ello
su inhibicién revertiria la expresién de estas proteinas, y como consecuencia de lo

anterior sobre los FC se vera disminuida.

7.2.4 La activaciéon de PI3K/Akt modula positivamente la adhesion celular de

monocitos sobre una monocapa de FC.

En nuestros resultados observamos que el uso del inhibidor de PI3K/Akt (LY-
294002) en el ensayo de adhesion, disminuy0 el porcentaje de adhesién entre monocitos

y una monocapa de FC inducido por la activacion de TLR4.

De estos resultados no podemos concluir que la activacion de la via PI3K/Akt
participa de la expresion de E-selectina, pues nosotros no demostramos que la expresion
de E-selectina es dependiente de esta via de sefializaciéon; sin embargo, esta
ampliamente reportado en la literatura que la expresién de E-selectina es dependiente de
esta via transduccional aunque en otros tipos celulares o con otros estimulos. En este
sentido, fetuin A (una glicoproteina circulante producida en el higado y adipocitos)
favorece la expresion de E-selectina en HUVEC's proceso que se ve favorecido con la
activacion de PI3K y la posterior fosforilacion de Akt [55]. Este resultado tiene coherencia

con otro anteriomente mencionado, en donde se utilizé CD40L para favorecer el aumento
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de expresion de E-selectina en fibroblastos orbitales en pacientes con la enfermedad de
Graves, proceso que fue revertido al utilizar el inhibidor de PI3K/Akt (LY-294002)
indicando que esta via modula positivamente la expresion de E-Selectina [29]. Finalmente
y por el contrario, otros autores reportan que la activacion de la via PI3K/Akt disminuye los
niveles de expresion de E-selectina, asi como también los de ICAM-1, principalmente por
la neutralizacién de ROS (especies reactivas de oxigeno) producidas por el LDL oxidado
en células endoteliales EA.hy926 [56]. Lo anterior sugiere que la via PI3K/Akt es

dependiente del estimulo o del tipo celular.

Por otro lado, y estudiando en profundidad la via PI3K/Akt se encontré que esta
via transduccional no estaria involucrada en el aumento de expresién de ICAM-1 [27].
Este resultado difiere con otros trabajos encontrados en literatura en donde se ha
evidenciado que esta via si estaria participando en la expresién de las proteinas de
adhesion. Es asi como S1P induce la expresion de ICAM-1 en células epiteliales
alveolares y también la adhesion entre éstas y monocitos; y el uso del inhibidor de la via
PI3K/Akt, LY-294002, revirti6 ambos efectos provocados por la S1P [51]. De igual forma,
el uso de Fractalkina/CX3CLI en el osteosarcoma humano favorece el aumento de
expresion de ICAM-1 promoviendo asi la migraciéon y metastasis en este tejido; en este
caso también se utilizé el inhibidor LY-294002, el cual también revirtié6 el aumento en la
expresion de ICAM-1 en este tejido [57]. Ahora bien, en células epiteliales alveolares, el
uso de LPS, induce la expresion de ICAM-1, proceso que se ve revertido por LY-294002
al igual que en los dos casos anteriores [58] y contradiciendo en parte los resultados
obtenidos en el laboratorio, pero que indicarian que el ensayo de adhesién en nuestro

caso tiene sustento cientifico.

Respecto de la expresion de VCAM-1 los resultados son mas contradictorios. Una

serie de trabajos indican que la activacion via PI3K/Akt estaria implicada en la reduccién
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en los niveles de VCAM-1, lo cual queda demostrado al utilizar TNF-a e insulina en
células endoteliales de aorta en ratas, en donde se aumenta la expresion de VCAM-1
proceso que es revertido al activar la via Akt [59]. Mientras que en HUVEC's, se describe
el aumento en la expresion de VCAM-1 gracias al estimulo con LPS, proceso que es
revertido por el uso de 2-metoxiestradiol (2-ME), con lo cual también disminuye el
porcentaje de monocitos adheridos a las células. El efecto antiinflamatorio del 2-ME se vio
disminuido cuando se utilizé un inhibidor de PI3K (wortmanina) o un siRNA contra Akt,
restaurandose los niveles de VCAM-1 [60]. Por el contrario, en otros estudios se ha
demostrado un aumento en la expresion de VCAM-1 en células endoteliales gracias al
estimulo con TNF-a, efecto que es revertido por pKAL (polifenoles derivados de una
planta coreana, la Artemisa annua L.), precisamente evitando la fosforilacién de Akt,
resultando en resultados opuestos a los anteriormente mencionados [61]. Con todo lo
anterior, podemos discutir que no existen datos concluyentes indicando que la via

PI3K/Akt esté involucrada ya sea en el aumento o descenso en la expresion de VCAM-1.

Estos resultados en forma colectiva sugieren que la via PI3K/Akt al parecer tendria
un comportamiento dual dependiendo del estimulo o el tipo celular. Asi observamos que
en ciertas condiciones favoreceria el aumento en la expresion de las diversas proteinas
de adhesion mientras que en otras realizaria todo lo contrario. Esto nos lleva a pensar que
seran necesarios mas estudios de esta via en FC para asegurar la participacién en la

adhesion entre monocitos y FC.

7.25 La activacion de NF-kB modula positivamente la adhesion celular de

monocitos sobre una monocapa de FC.

En los resultados observamos que el uso del inhibidor de NF-kB (IMD-0354) en el
ensayo de adhesion, disminuyé el porcentaje de adhesion entre monocitos y una

monocapa de FC inducido por la activacion de TLR4.
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Lo primero a destacar para discutir este resultado es que la participacion de NF-kB
sobre la expresion de las proteinas de adhesion estd ampliamente descrita en muchos
trabajos. Ya en el afio 1999, Collins et al., indican que la activacion de este factor
transcripcional favorece el aumento de la expresion de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en
células endoteliales. De este mismo modo, Turner et al., muestran que la inhibicién de
NF-kB con IMD-0354 genera una disminucion en la expresion de E-selectina e ICAM-1 en

FC humanos, por lo tanto, nuestro resultado se encuentra dentro de lo esperado.

Por otro lado, existen una serie de trabajos en los cuales se ha profundizado la
participacion de la via NF-kB en la adhesién de monocitos sobre FC. En este sentido, se
ha demostrado que el uso de magnolol en células epiteliales de pulmén inhibe la
fosforilacion de NF-kB inducida por TNF-a, con la consecuente disminucion en la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1 [50]. También el uso de artemisinina en HUVEC's inhibe
la fosforilacion de NF-kB inducida por TNF-a, teniendo como consecuencia la disminucion
en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 [52]. El uso de quitosano mostré resultados
similares a los anteriores, con la salvedad de que esta vez se demostré que la inhibicion
de la fosforilacion de NF-kB no sélo disminuye la expresién de ICAM-1, sino que también
de E-selectina en células endoteliales [49]. De esta forma podemos confirmar que el
resultado encontrado es consistente con la literatura, incluso existen alin mas trabajos
que relacionan la actividad de NF-kB con la expresion de proteinas de adhesién

[35,40,53].

7.3 El aumento de expresion de E-selectina favorece la adhesién de monocitos

sobre una monocapa de FC.

Luego de analizar de forma indirecta la participacion de E-selectina en la adhesiéon
entre monocitos y FC, nos propusimos observar como afectaba la inhibicion de esta

proteina por medio de un anticuerpo bloqueante especifico. El resultado fue que
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efectivamente, el bloqueo de la E-selectina gener6 una disminucién en el porcentaje de

adhesion de monocitos sobre FC.

Como ya se ha discutido el proceso de adhesion de monocitos sobre diversos
tipos celulares esta determinado por la expresion de las tres proteinas de adhesion ya
descritas en este trabajo (E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1). De esta forma cuando la
expresion de ICAM-1 y E-selectina es inhibida en células endoteliales, la cantidad de
monocitos adherida disminuye considerablemente®. De igual manera cuando las tres
proteinas de adhesion son inhibidas por accion de un anticuerpo anti-TNF-a

(adalimumab), la adhesién de monocitos a células endoteliales también disminuyé [62].

Por otro lado, existen otros datos que avalan, nuestros resultados. El estimulo de
células HUVEC’s con plasma rico en plaquetas (PRP) aumenta la expresion de E-
selectina y por tanto, la adhesion de monocitos [63]. Por otro lado, la accién de la E-
selectina no solo se limita a procesos inflamatorios, puesto que el reclutamiento de
monocitos favorece a las células metastasicas a migrar a células endoteliales de pulmon;
proceso que se ve revertido en ratones deficientes en E-selectina (E-sel”) [64]. Pero sin
duda, uno de los trabajos que mas se asemeja al nuestro, es aquel en donde se utiliza
indoxil sulfato en células endoteliales de riidn para mejorar la expresion de E-selectina
inducida por IL-1B3, lo que ademas mejora la adhesion de monocitos; éste ultimo proceso,
el de adhesidn, fue significativamente reducido al utilizar un anticuerpo bloqueante contra

E-selectina, resultados muy similares a los que encontramos en esta tesis [65].

Por otro lado, drospirenona (un esteroide anti-androgénico), no fue capaz de
inducir la expresion de las proteinas de adhesion, con lo cual no se generdé un aumento en
la adhesiébn de monocitos; mientras que el uso de medroxiprogesterona acetato si

aumentoé la expresion de las proteinas de adhesién, y consecuentemente aumenté la
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adhesion de monocitos sobre células endoteliales, evidenciando aun mas que estas

proteinas son importantes para este proceso [66].

Finalmente al analizar nuestros resultados en conjunto con los datos encontrados
en literatura podemos deducir que la expresion de E-selectina es fundamental para el
proceso de adhesion, al igual que las otras proteinas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-1).
Esto queda aun mas demostrado con resultados previos en el laboratorio en donde el
silenciamiento de ICAM-1 y VCAM-1 por separado, hizo que el porcentaje de adhesion de
monocitos también disminuyera [67], al igual que el uso del anticuerpo blogueante de E-
selectina, lo que cual indicaria que las tres proteinas son igual de necesarias para este
proceso y basta que sélo una esté en cantidades deficientes o con estructura defectuosa
para que los monocitos no sean capaces de adherirse a los distintos tejidos en donde sea

necesario su reclutamiento.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSIONES

La activacion de TLR4, induce el aumento de la expresion de E-selectina en
FC de rata.

La activacion de TLR4 participa en la adhesion de monocitos sobre FC.

La activacion de la via transduccional ERK1/2 participa en la adhesion de
monocitos sobre FC.

La activacion de la via transduccional PI3K/Akt participa en la adhesion de
monocitos sobre FC.

La activacion de la via transduccional NF-kB participa en la adhesion de
monocitos sobre FC.

E-selectina es fundamental en la adhesiéon de monocitos sobre FC.
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