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Factor asociado al receptor de TNF 6
Unidades arbitrarias de fluorescencia
Unidades internacionales

Molécula de adhesion vascular 1

Antigeno muy tardio 4

Western blot

Wild type
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RESUMEN

Los fibroblastos cardiacos (FC) son considerados células centinelas del tejido
cardiaco, por su compleja y variada respuesta en la mantencién de la homeostasis o
frente a un evento de injuria cardiaca, como infarto al miocardio (MlI). La necrosis de
cardiomiocitos involucra la liberacién diversos patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPSs), entre ellos el heparan sulfato (HS), constituyente de la matriz extracelular
(MEC) de FC que ejerce sus efectos a través del receptor Tipo-Toll 4 (TLR4). La cascada
inflamatoria gatilla la infiltracion y adhesién de leucocitos, que se encargan de limpiar
restos celulares y liberar citoquinas que favorecen la diferenciacion de FC a
miofibroblastos (MFC), iniciando el proceso fibrético y formacién de cicatriz. La activacion
cronica de MFC por citoquinas y DAMPs en esta etapa puede provocar deposicion
excesiva de colageno, conocida como fibrosis cardiaca, con consecuencias como

arritmias e insuficiencia cardiaca.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de HS en la expresion de
proteinas de adhesion en el FC junto con la adhesién de leucocitos y sus consecuencias
en la modulacién del fenotipo del FC. Se demostré que en FC in vitro, HS aumenta la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1, y como consecuencia de ello, aumenta la adhesion de
células mononucleares de bazo (SMC) y polimorfonucleares de médula 6sea (PMN) a FC.
El co-cultivo de FC con SMC generé un aumento en la expresion de alfa-actina de
musculo liso (a-SMA), que es revertido al pre-tratar los FC con HS. Estos resultados dan
cuenta del rol dual del HS durante las etapas de la cicatrizacion post-MI, permitiendo la
adhesion de SMC vy diferenciacion de los FC a un fenotipo pro-fibrético, pero manteniendo
a la vez caracteristicas pro-inflamatorias necesarias para llevar a cabo el proceso de
cicatrizacion, y mantener la homeostasis con el fin de mantener el funcionamiento del
tejido cardiaco.
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SUMMARY

Cardiac fibroblasts (CF) act as sentinel cells of the heart tissue, due to its complex
response in the maintenance of homeostasis or in cardiac injury events, such as
myocardial infarction (MI). Cardiomyocyte necrosis involves the release of various
damage-associated molecular patterns (DAMPS) including heparan sulfate (HS),
constituent of the extracellular matrix (ECM), whose effects are exerted through the TLR4
receptor. The inflammatory cascade triggers the infiltration and adhesion of leukocytes,
which are responsible of clearing cell debris and releasing cytokines that promote CF
differentiation to myofibroblast (CMF), initiating the fibrotic process and scar formation.
Chronic activation of CMF at this stage may cause excessive collagen deposition, known

as cardiac fibrosis, with consequences such as arrhythmia and heart failure.

The overall objective was to study the effect of HS on the expression of adhesion
proteins in CF, along with leukocyte adhesion and its consequences in modulating the
phenotype of CF. HS enhanced ICAM-1 and VCAM-1 expression, with increased spleen
mononuclear cells (SMC) and bone marrow granulocytes (PMN) adhesion to CF. Co-
culture of CF with SMC caused an increment of a-SMA expression, skewing CF towards a
profibrotic phenotype, but pre-treating CF with HS partially reverted this effect. These data
shows the dual role of HS during the initial stages of wound healing, allowing the adhesion
of SMC and differentiation of CF to a profibrotic phenotype, while mantaining
proinflammatory properties to ensure tissue homeostasis and prevent complications such

as heart rupture.
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1. INTRODUCCION

1.1 Tejido cardiaco y fibroblastos

Entre las diversas funciones del corazon, destaca la capacidad de bombear sangre
tanto a los pulmones para oxigenarla, como a los distintos tejidos para nutrirlos vy
mantener su homeostasis. Esto es posible gracias a la contractibilidad otorgada por el
miocardio, compuesto en un 90% por cardiomiocitos y fibroblastos [Porter y Turner, 2009].
La proporcion entre ambos depende de la especie, siendo 1:2 en el miocardio humano.
Los cardiomiocitos, si bien menor en numero, ocupan mayor volumen y aportan la fuerza
mecanica necesaria para la contractibilidad; mientras que los fibroblastos contribuyen con
componentes de la matriz extracelular (MEC) y regulan la estructura tisular, mantienen la
homeostasis proteica y sefializaciones quimicas y eléctricas entre componentes celulares
y no-celulares, actuando como centinelas de la funcion cardiaca [Diaz-Araya y cols.,

2015].

Los fibroblastos son células de origen mesenquimal, ampliamente distribuidas por
el organismo. Por esta razén, exhiben diversa funcionalidad y plasticidad dependiendo de
su localizacion. Los fibroblastos cardiacos (FC) son capaces de responder a patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPS) y a patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs), a través de la secrecién de una amplia variedad de citoquinas y/o quimioquinas
pro-inflamatorias [Frangogiannis, 2006], las que alteran la funcion de células cardiacas
residentes promoviendo, entre otras cosas, la expresion de moléculas de adhesion de FC
[Turner y cols., 2011]. También son capaces de modular la respuesta del sistema inmune
[Humeres y cols.,, 2016] y finalmente promover la degradacion de la MEC por

metaloproteinasas (MMPSs) [Tao y cols., 2004].
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Esta respuesta inflamatoria gatilla la diferenciacion del FC pro-inflamatorio (con
menor expresion de ICAM-1, VCAM-1, a-SMA vy citoquinas como IL-1 y TNF-a) a un
fenotipo pro-fibrético conocido como miofibroblasto cardiaco (MFC), caracterizado por la
expresion de proteinas contractiles como a-SMA, junto con mayor capacidad proliferativa,
migratoria y secretora de proteinas de la MEC (como colageno), asi como también de
factores pro-fibroticos (como TGF-B) [Turner y Porter, 2013], que contribuyen a la
resolucion de la inflamacion y generacion de cicatriz. Cuando estos mecanismos de
término fallan se observa sobreproduccion de MEC, que altera la funcionalidad del
corazdn con consecuencias como cardiomiopatias y arritmia [Rohr, 2012]. Como se
comentd anteriormente, los FC responden a DAMPs y PAMPs, los cuales son agonistas

de los receptores tipo Toll. [Boza y cols., 2016].

1.2 Toll-like receptors (TLRs)

Los TLR son una familia de receptores de transmembrana tipo | (poseen sélo una
porciéon de residuos hidrofébicos transmembrana, con el residuo amino-terminal en el
exterior) solo expresados en células del sistema inmune innato (como linfocitos y células
dendriticas), con funciones de primera linea en la defensa contra patégenos [Uematsu y
Akira, 2008]. Actualmente existen 13 paralogos identificados en mamiferos, con 10
miembros presentes en humanos (TLR 11-13 sélo se expresan en ratones). Los TLR 1-6
se expresan en la membrana celular, mientras que los TLR 3,7 y 9 se encuentran
principalmente en endosomas y reticulo endoplasmico [Kagan, 2008]. Los dominios
citoplasméticos de los TLRs son altamente conservados y compartidos con miembros de
la familia de receptores de interleuquina 1 (IL-1R), y se les denomina dominios de tipo
Toll/IL-1 (TIR). Sin embargo, ambos receptores no estan relacionados estructuralmente:

los IL-1R presentan dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina (lg), mientras que los
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TLR poseen repeticiones ricas en leucina (LRR). Estas Ultimas son las encargadas del

reconocimiento de diversos patrones moleculares [Akira y cols., 2006].

Dentro de esta familia, TLR4 es capaz de responder a PAMPs, entre ellos
lipopolisacarido bacteriano (LPS), flagelinas bacteriales y RNA de hebra simple y doble.
Ademas, responden a DAMPs como HSP, HMGB1 y heparan sulfato (HS), con distinta
especificidad y potencia, teniendo agonistas completos como LPS y agonistas parciales
como HS y otros DAMPs [Brennan y cols., 2012]. Estas interacciones gatillan la expresion
de citoquinas pro-inflamatorias y la maduracién de células presentadoras de antigenos del

sistema inmune innato [Fang y cols., 2014].
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Fig. 1. Vias transduccionales asociadas al receptor TLR4. Se muestran las vias rio-abajo gatilladas con la activacién del
receptor TLR4, tanto MYD88 dependiente (izquierda) como independiente (derecha).

Luego del reconocimiento de ligandos, la mayoria de los TLRs (excepto TLR3)
reclutan la proteina adaptadora MyD88 e inician una cascada dependiente de MyD88, que

involucra a intermediarios como IRAKs, TRAF6, TAK1, TABl1 y TAB2, para activar
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finalmente al factor transduccional NF-kB y MAPKSs e iniciar la expresién de citoquinas
inflamatorias. TLR3 y TLR4 poseen ademas una via transduccional tardia dependiente de
TRIF (independiente de MYD88), que media no sélo producciéon de citoquinas
inflamatorias sino ademas la de IFN1, mediante el reclutamiento de TRAF3 y RIP1, para
activar NF-kB e IRF3 (Fig. 1) [An y cols., 2010]. Hasta la fecha, estudios sobre los efectos
de la activacién del TLR4 en FC son escasos. Se ha demostrado que LPS, un ligando
exogeno, activa el TLR4; sin embargo, estudios con ligandos enddgenos liberados en un

proceso inflamatorio estéril, como heparan sulfato, no han sido realizados

1.3 Heparan Sulfato

Los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) corresponden a proteinas con
cadenas de HS unidas covalentemente a su estructura. Estan presentes en la superficie
celular y MEC de varios tejidos, incluyendo FC. Entre todos los tipos de HSPG, algunos
poseen mas cadenas de HS en su estructura: los sindecanos 1-4 (parte de la membrana
celular), glipicanos 1-6 (anclados a la superficie celular), perlecan, agrina y colageno XVIlI
(estos ultimos forman parte de la MEC) [Gétte y cols., 2003]. Debido a su ubicacion, los
HSPG estan involucrados directamente en procesos inflamatorios. Se ha descrito que
participan en adhesion celular, como receptores de quimioquinas, reservorio de
citoquinas, en migracion de leucocitos, modulacién de la actividad angiogénica y

sefalizacion celular (Fig. 2) [An y cols., 2010; Parish, 2006].

Las cadenas lineales de HS varian en peso entre 5-70 kDa, y estdn compuestas
alternadamente por acido glucurénico (GIcA) y N-acetilglicosamina (GICNAc) que pueden
sufrir modificaciones como sulfatacion, deacetilacién y epimerizacion (cambio en la

quiralidad), resultando en una heterogeneidad estructural y funcional muy amplia [Xu y
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Esko, 2014]. Ademas se ha visto que la actividad degradativa de heparanasas,
metaloproteinasas, especies reactivas de oxigeno (ROS) [Raats y cols., 1997] y leucocitos
[Fridman y cols., 1987], gatilla la escisién y liberacion de HS, que actia como DAMP y
ligando del TLR4 [Johnson y cols., 2002] con consecuencias en el proceso inflamatorio
como activacion de leucocitos [Akbarshahi y cols., 2011] y secrecion de citoquinas

[Brennan y cols., 2012; Goodall y cols., 2014].
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Fig. 2. Funciones de los proteoglicanos de heparan sulfato. Se muestran las diversas funciones de los HSPG,
destacando su rol en la mantencion de la estructura celular y sefializacion.

1.4 Moléculas de adhesion: ICAM-1y VCAM-1

Las moléculas de adhesion celular (CAMs) son proteinas de superficie
involucradas en modular la comunicacién entre una amplia variedad de tipos celulares. Se
han identificado y caracterizado diversas familias, como las integrinas, cadherinas,
selectinas, proteoglicanos asociados a membranas y la superfamilia de inmunoglobulinas
(IgSF). Este ultimo grupo se caracteriza por estar compuesto de 90-100 aminoacidos

dispuestos en un arreglo de dos hojas beta estabilizadas por un enlace disulfuro, que le
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otorga estabilidad y afinidad por diversos contrarreceptores (receptores ubicados en otros

tipos celulares, como leucocitos, que se reconocen mutuamente) [Springer, 1990].

La molécula de adhesion intercelular (ICAM-1 o CD54) y la molécula de adhesién
vascular (VCAM-1 o CD106) son dos miembros de la IgSF que tienen implicancia critica
en el reclutamiento e infiltracion de células inflamatorias al sitio de injuria. VCAM-1 une
linfocitos y monocitos en circulacion que expresan las integrinas a4f34 y a4p7, mientras
que ICAM-1 es el contrareceptor para integrinas p2, como LFA-1 y Mac-1 [Bevilacqua y

cols., 1994] (Fig. 3).
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Fig. 3. Superfamilia de las inmunoglobulinas. Se muestran las distintas proteinas de membrana pertenecientes a este
grupo, destacando entre ellas ICAM-1 y VCAM-1.

La interaccion entre ICAM-1 e integrinas posee un rol importante en el
reclutamiento de leucocitos y comienzo de respuestas inmunes gatilladas por antigenos.
Un aumento en la expresion de CAMs esta temporalmente asociado con el secuestro e
infiltracion de leucocitos en el tejido del miocardio. En la inflamacién cardiaca, las células
residentes y leucocitos infiltrados secretan citoquinas capaces de activar la transcripcion

de CAMs, aumentando los niveles basales y perpetuando el reclutamiento vy
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transmigracion [Bevilacqua y cols., 2003]. Ademas, se ha demostrado que DAMPs
liberados en la zona del dafio cardiaco aumentan niveles de CAMs y actian de manera

similar a citoquinas [Chen y Nufez, 2010].

1.5 Leucocitos y su rol en lainflamacién y fibrosis

Al producirse dafio en el tejido cardiaco, los neutréfilos son las primeras células
atraidas al sitio de injuria, seguidas por monocitos y linfocitos [Stramer y cols., 2007]. Los
neutréfilos actian como la primera linea de defensa e inician una respuesta inflamatoria
aguda para fagocitar células muertas y facilitar la reparacion tisular, liberando grandes
cantidades de ROS. Ademas secretan citoquinas pro-inflamatorias, MMPs y catepsinas
capaces de degradar la MEC [Ma y cols., 2013]; y son capaces de activar otros elementos
celulares del sistema inmune, amplificando el reclutamiento de leucocitos [Lefkowitz y

Lefkowitz, 2001].

La activacion de las vias inflamatorias gatilla la infiltracion de subpaoblaciones pro-
inflamatorias de células mononucleares, mediada por el eje MCP-1/CCR2. Estos
monocitos dan origen a macréfagos que limpian la zona de dafio y secretan enzimas
proteoliticas [Dutta y Nahrendorf, 2015]. En una etapa tardia, subpoblaciones anti-
inflamatorias de monocitos son reclutadas selectivamente para ayudar en la resolucion de
la respuesta inflamatoria post-dafio. Esta subpoblacion genera macréfagos que facilitan la
regeneracion promoviendo la proliferacion de MFC, deposicibn de colageno vy
angiogénesis, gracias a la secrecion de citoquinas pro-fibréticas como TGF-$ [Dewald y
cols., 2005]. Los monocitos infiltrados no sélo provienen de la médula 6sea sino también
del bazo, que actia como reservorio de rapido despliegue a los sitios de inflamacion

[Swirski y cols., 2009].
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Por otra parte, la infiltracion de linfocitos T coincide con el aumento de la
proliferacion y actividad pro-fibrética de los FC. Los Th2 secretan IL-13, que favorece la
diferenciacion de FC a MFC e inhibicién de MMPs [Falloon y cols., 2000]: mientras que los
Thl liberan interferon gamma (IFN-y), que modula la diferenciacién, activacion y
migracién de macroéfagos, favoreciendo la fibrosis [Han y cols., 2012]. Los linfocitos Treg
ejercen un rol dual, favoreciendo la fibrosis mediante la secrecion de TGF-3 [Estes y cols.,
2007] y con efectos anti-fibroticos gatillados por IL-10 [Krishnamurthy y cols., 2009].
Finalmente, los linfocitos B liberan el factor activador de linfocitos B (BAFF), capaz de
ejercer efectos pro-fibréticos mediados por la liberaciéon de IL-6 y TGF-B [Francois y cols.,

2013].

1.6 Alfa-actina de musculo liso (a-SMA)

En tejidos en reparacién, los FC adquieren un fenotipo contractil caracterizado por
la formacién de paquetes de microfilamentos y expresion de novo de a-SMA. Estas
células, denominadas MFC, participan en la respuesta reparativa secretando grandes
cantidades de proteinas de la matriz extracelular y son responsables en la formacion de la
cicatriz. Esta respuesta ocurre en respuesta a dafio, como infarto al miocardio, en
humanos y modelos animales. Por otra parte, la diferenciacién excesiva a MFC puede
contribuir al desarrollo de fibrosis y promover disfuncién sistélica/diastélica. [Gabbiani,

2003]

En FC in vitro, se ha visto que la expresiéon de a-SMA gatilla un aumento en la
contraccion de geles de coldgeno, como también puede modular vias transduccionales
criticas en respuestas celulares. La sobreexpresion de a-SMA esta involucrada en el

aumento de sefializacion por estimulos mecanoreceptivos, en la activacion de MAPK y en
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la sobrevida de células madre [Shinde y cols, 2016]. Finalmente, en nuestro laboratorio se
ha demostrado que la disminucion de a-SMA es provocada por activacion del TLR4

[Landaeta, 2014].

Aunque el efecto de HS a nivel de proteinas de adhesién esta descrito en diversos
tipos celulares, hasta la fecha no existen estudios publicados en FC. Resultados previos
de nuestro laboratorio indican que HS, a través de TLR4, gatilla el aumento de IL-18 y
disminucion de a-SMA [Landaeta, 2014]. Por lo tanto, es de importancia estudiar el efecto
de HS en la adhesion de leucocitos a FC y cdmo esta interaccién modula el fenotipo de
los FC, situandose en un evento de dafio cardiaco como infarto al miocardio y en las
etapas sucesivas de inflamacion y cicatrizacion tisular. Con estos antecedentes tomados

en conjunto se plantea la siguiente hipétesis:

2. HIPOTESIS

Heparan sulfato, a través de TLR4, aumenta la expresion de ICAM-1, VCAM-1y la
adhesion de SMC y PMN sobre una monocapa de FC en cultivo, que tiene como

consecuencia el aumento de la expresion de a-SMA.

3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que HS induce la expresién de ICAM-1 y VCAM-1 y la adhesion de SMC y
PMN sobre una monocapa de fibroblastos cardiacos en cultivo, o que induce cambios en

el fenotipo de los FC evidenciado en el aumento de a-SMA.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Demostrar que HS aumenta la expresion de ICAM-1 y VCAM-1

4.2. Demostrar que HS aumenta la adhesion de SMC y PMN sobre una monocapa

de FC en cultivo.

4.3. Demostrar que como consecuencia de la interaccion entre SMC y PMN con
FC estimulados con HS, se gatilla un cambio en el fenotipo de los FC aumentando la

expresion de a-SMA.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Suero fetal bovino (FBS), tripsina/EDTA, estandar de peso molecular y
compuestos organicos e inorganicos fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Germany).
Reactivos para quimioluminiscencia (ECL) fueron comprados en PerkinElmer Life
Sciences (Boston, MA). Material de plastico estéril fue obtenido en Corning Inc. (New
York, NY). Anticuerpo primario anti ICAM-1 fue adquirido en R&D Systems (MN, EEUU).
Anticuerpo primario anti VCAM-1 fue comprado en Abcam (Cambridge, MA). Anticuerpo
primario anti GAPDH y anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano
(HRP) fueron obtenidos en Santa Cruz Biotechnology (CA, EEUU). Heparan sulfato de
rindn bovino, anticuerpo primario anti a-SMA, IMD-0354 y Ficoll-Histopaque® 1077 y 1119
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Microplacas FluoroNunc™,
anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555 y medio de cultivo Opti-MEM® fueron comprados
en Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA). Lipofectamine® 2000 fue obtenido en

Invitrogen (Carlsbad, CA). LPS-EB Ultrapure (E. coli O111:B4), TAK-242 y SB-431542
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fueron comprados en InvivoGen (San Diego, CA). PD98059 fue obtenido en Gibco BRL
(Carlsbad, CA). Ly294002 fue adquirido en Cayman Chemicals (Ann Arbor, Ml). Dako fue

adquirido en Agilent Technologies (Glostrub, Dinamarca).

5.2 Animales

Ratas Sprague-Dawley adultas fueron obtenidas en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los animales se
mantuvieron en jaulas (con ciclos de luz/oscuridad de 12 h) y libre acceso a alimento y
agua. Todos los estudios fueron desarrollados cumpliendo la Guia de la NIH para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, actualizada en el 2011

(http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals), vy

los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad

(Codigo CBE 2012-20).

5.3 Aislamiento de fibroblastos cardiacos

FC fueron aislados de ratas macho Sprague-Dawley (6-8 semanas de edad)
usando digestion enzimatica, descrita previamente [Boza y cols., 2016]. De forma
resumida, las ratas fueron anestesiadas con una inyeccion de ketamina/xilazina 2:1 y los
corazones extraidos en un ambiente aséptico. Se removieron las auriculas y los
ventriculos fueron cortados en trozos pequefios (1-2 mm) para luego ser sometidos a
incubacién con colagenasa tipo Il. Lo obtenido en la digestién fue separado mediante
centrifugacion a 1000 RPM por 10 minutos. El pellet fue resuspendido en 10 ml de
DMEM/F12 suplementado con 10% de FBS y antibidticos (estreptomicina 100 pg/ml,

penicilina 100 Ul/ml, amfotericina B 0.25 pg/ml) y cultivados en una atmésfera con 5%
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C0,/95% O, y 37°C hasta confluencia (5 dias). La pureza de la poblacién de FC fue
comprobada con diversos marcadores. La tincion resulto positiva para vimentina, proteina
estructural propia de los FC (Santa Cruz Biotechnology, CA), y negativa para actina
sarcomeérica y desmina (proteinas estructurales de mdasculo liso y estriado) (Sigma-

Aldrich, MO).

5.4 Aislamiento de SMC y PMN

Para la obtencion de SMC (células mononucleares de bazo, principalmente
linfocitos y monocitos), se disectaron bazos de rata desde la cavidad abdominal [Humeres
y cols., 2016] y filtraron a través de un tamiz de disociacion celular (tamafio de poro: 380
pMm) hasta la obtencion de una suspension homogénea. Para depletar granulocitos y
eritrocitos, la suspension fue vertida en 7 ml de Ficoll-Histopaque® (1.077 g/ml) y
centrifugada a temperatura ambiente por 30 minutos y 400G. La interface rica en SMC fue
recibida y lavada dos veces con PBS 1X, pH 7.4. Para lisar los eritrocitos remanentes, se
resuspendié en pellet en NH,4Cl 0.85 M durante 5 minutos para ser nuevamente lavada
con PBS. Finalmente, los SMC purificados fueron centrifugados y resuspendidos en PBS

+ 3% FBS para experimentos posteriores.

Se utilizd6 una metodologia similar para aislar PMN (polimorfonucleares,
principalmente neutroéfilos) [Anfossi, 2016]. Se extrajeron tibias y fémures de rata, para
lavar la cavidad medular con una jeringa 25 G vy filtrar el extracto de médula 6sea a través
de un tamiz. La suspension se dispuso en 7 ml de Ficoll-Histopaque 1.119 g/mly 1.077
g/ml (1:1) y centrifugd a temperatura ambiente por 30 min y 300G. La interfase entre
ambos Ficoll-Histopaque® fue recibida y lavada dos veces con PBS. Finalmente, el pellet

fue resuspendido en PBS + 3% FBS y reservado para su uso.

24



5.5 Western blot (WB)

Cantidades equivalentes de proteina fueron separadas mediante SDS-PAGE (8%
para todos los geles). Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa y
bloqueadas con leche descremada (5% p/v). Las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo respectivo (ICAM-1 1:1000, VCAM-1 1:5000, a-SMA 1:1000, GAPDH 1:1000)
durante la noche a 4°C. Se incubd el anticuerpo secundario (1:1000) por 2 h a
temperatura ambiente. Se utiliz6 ECL para la inmunodeteccién. Los niveles de proteina
fueron determinados mediante densitometria utilizando ImageJ (Bethesda, MD) y

normalizados con el nivel correspondiente de GAPDH.

5.6 Transfecciéon con siRNA contra ICAM-1y VCAM-1

Se sembraron FC en placas de 96 pocillos hasta confluencia del 70%. Después de
24 h, mezclas de Lipofectamine® 2000 y siRNA especifico ajustadas a 100 nM fueron
preparadas en Opti-MEM®. Estas mezclas fueron diluidas de 5X a 1X (20 nM) antes de la
co-incubacién con FC durante 16 h a 37°C. Transcurrido el tiempo, se cambié el medio a
DMEM/F12 por otras 24 h. Se utiliz6 Scramble siRNA (MISSION®, Sigma-Aldrich) como
control. Las secuencias utilizadas fueron: ICAM-1: 5-GCCUCAGCACGUACCUCUAdTdT-
3" (sentido); 5-UAGAGGUACGUGCUGAGGCATdT-3' (antisentido). VCAM-1: 5'-
AAUGCAACUCUCACCUUAAITAT-3' (sentido); 5-UUAAGGUGAGAGUUGCAUUITIT-3'
(antisentido); Scramble siRNA: 5-UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3" (sentido); 5'-

ACGUGACACGUUCGGAGAAdTAT-3' (antisentido).
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5.7 Ensayo de adhesion in vitro

Los ensayos de adhesion celular in-vitro fueron realizados utilizando un kit
comercial (Vybrant Cell Adhesion kit; Molecular Probes, Eugene, OR) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. SMC o PMN (5X10°) fueron resuspendidos en 1 ml de
DMEM/F12 y marcados con calceina AM (5 yM) por 30 minutos a 37°C. Los SMC o PMN
marcados (5X10%ml, 200 pl/pocillo) fueron agregados a microplacas FluoroNunc™ con
una monocapa de 2x10* FC/pocillo previamente tratadas con HS 10 pug/ml o LPS 1 pg/ml
por 24 h. El medio de cultivo condicionado fue retirado completamente antes de agregar
los leucocitos. La fluorescencia total de las células marcadas fue determinada utilizando
un espectrometro de fluorescencia (excitacién 470 nm, emision 517 nm) equipado con un
lector de microplacas. Luego de co-incubar por 2 h a 37°C, las células no adheridas
fueron removidas lavando cuatro veces con DMEM/F12. Finalmente, 200 ul de PBS fue
agregado a cada pocillo y la fluorescencia medida concomitantemente. La cantidad de
SMC o PMN adheridos a los FC se representa como el promedio de experimentos en

triplicado y normalizada respecto del control.

5.8 Inmunocitoquimica

Se sembraron FC sobre cubreobjetos y DMEM/F12 en presencia/ausencia de HS
por 24 h. Posteriormente, se co-incubaron con SMC durante 72 h. Transcurrido el tiempo
se fijaron con paraformaldehido 4% por 10 minutos, permeabilizaron con Triton X-100
0.1% y bloquearon con BSA 3% por 30 minutos. A continuacién, se incubaron con
anticuerpo primario contra a-SMA durante la noche a 4°C y con anticuerpo secundario

Alexa Fluor® 555 durante 2 h a temperatura ambiente. El nlcleo fue marcado con
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Hoechst (azul). Finalmente, los cubreobjetos fueron montados en portaobjetos utilizando

Dako y las imagenes se obtuvieron mediante microscopia confocal.

5.9 Tincién con cristal violeta

Para la obtencién de imagenes representativas de los ensayos de adhesion, FC
fueron sembrados en DMEM-F12 y presencia/ausencia de LPS 1 pg/ml o HS 10 pg/ml
durante 24 h. Luego se co-incubaron con SMC y PMN durante 2 h. Transcurrido el tiempo,
se lavaron con PBS 4 veces y agreg6 500 pl de cristal violeta (5 mg/ml, MeOH 10%)
durante 20 minutos. Finalmente, los FC fueron lavados y secados a temperatura
ambiente. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia éptica, evidenciando una

tincion violacea para las proteinas y nucleo celular.

5.10 Anélisis estadistico

Todos los datos son presentados como el promedio = DS de al menos tres
experimentos independientes. Las diferencias entre parametros fueron evaluados
mediante analisis ANOVA de dos vias por cada variable. Se continué el analisis con el
test de Tukey para comparar los efectos de las distintas condiciones en los parametros. El
nivel de significancia establecido fue de p<0.05. Se utiliz6 el software GraphPad Prism 6.0

(La Jolla, CA) para los andlisis estadisticos.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion del efecto de LPS y HS sobre la expresion de ICAM-1y VCAM-
len FC

Las proteinas ICAM-1 y VCAM-1 son estudiadas por su rol en la adhesion y
activacion de leucocitos en un proceso inflamatorio. De esta manera, se estudid la
expresion de ambas CAMs ante un estimulo pro-inflamatorio exégeno y enddégeno, como
LPS y HS respectivamente. Como muestran los resultados (Fig. 4A-B), la incubacion con
LPS 1 pg/ml y HS 10 pg/ml (concentracion de trabajo establecida en nuestro laboratorio,
gue gatilla el maximo aumento de las CAMs en 24 h), ambos durante 24 h, aumenta la
expresion de ICAM-1 (2.0-2.2 veces para LPS y 1.5-1.6 para HS) y VCAM-1 (1.8 veces

para LPS y 1.5 para HS), siendo mas marcado el aumento ante el estimulo de LPS.
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Fig. 4. LPS y HS inducen la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en FC. Se estimularon FC durante 24 horas con LPS (1
pg/ml) o HS (10 pg/ml). Los niveles de (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1 se midieron por WB. Como control de carga se utilizo
GAPDH. Los resultados se expresan como promedio (x DS) de al menos 3 experimentos independientes (**p<0.01;
***n<0.001 vs control).
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6.1.1 Participacion de TLR4 y las vias transduccionales PI3K/Akt, NF-kB y
ERK1/2 en el aumento de la expresién de ICAM-1y VCAM-1 en FC, inducido

por HS

De acuerdo a la literatura, tanto LPS como HS actlan a través de TLR4. Para
evaluar la participacion del TLR4 en el aumento de la expresion de ICAM-1 y VCAM-1
inducida por HS, los FC se pre-trataron con TAK-242 4 yM (inhibidor de TLR4) durante 1
h y luego se estimularon con HS 10 ug/ml por 24 h. Los resultados muestran un aumento
significativo de ICAM-1 (Fig. 5A) y VCAM-1 (Fig. 6A) gatillado por HS (alrededor de 1.5
veces para ambas), mientras que el pre-tratamiento con TAK-242 inhibi6 el efecto de HS,
manteniendo los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 similares a los del control. Ademas, TAK-

242 por si solo no modificé los niveles en las proteinas de adhesion.

A continuacion se evalu6 la participacion de la via PI3K/Akt sobre la variacion de
ICAM-1 y VCAM-1. En este caso, los FC se pre-trataron con LY294002 10 uM (inhibidor
de PI3K/Akt) durante 1 h y luego se estimularon con HS 10 ug/ml por 24 h. Los resultados
indican que mientras HS induce el aumento de ambas proteinas de adhesion, el pre-
tratamiento con LY294002 disminuye la expresiéon de ICAM-1 (Fig. 5B) y VCAM-1 (Fig.
6B) inducidas por HS. LY294002 por si mismo no afectd la expresion de ambas CAMs

respecto del control.

Luego se estudio si la via NF-kB participa de los efectos de HS en la expresién de
ICAM-1 y VCAM-1. Para ello, los FC se pre-trataron con IMD-0354 1 pM (inhibidor de NF-
kKB) durante 1 h, y luego se estimularon con HS 10 pg/ml por 24 h. Los resultados
muestran que nuevamente HS aumenta los niveles de ambas proteinas de adhesién (Fig.
5C y 6C), mientras que el pre-tratamiento con IMD-0354 anula este incremento inducido

por HS. El inhibidor por si solo no tuvo efecto en la expresion de ICAM-1y VCAM-1.
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Finalmente, se evalud la participacién de la via ERK1/2 en los efectos inducidos
por HS. Para ello, los FC fueron pre-tratados durante 1 h con PD98059 10 puM (inhibidor
de ERK1/2), y luego fueron estimulados con HS 10 pg/ml por 24 h. De forma similar a los
ensayos anteriores, los resultados muestran que HS aumenta la expresion de ICAM-1
(Fig. 5D) y VCAM-1 (Fig. 6D). Sin embargo, en los FC pre-tratados con PD98059 y
posteriormente con HS, los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 no son revertidos a nivel del
control, permaneciendo aumentados (1.6-1.7 veces). Esto indicaria que la via ERK1/2 no
participa en el aumento de ICAM-1 y VCAM-1 en FC producido por HS.
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Fig. 5. TLR4 junto con las vias PI3K/Akt y NF-kB participan en el aumento de la expresién de ICAM-1 en FC,
inducido por HS. Se pre-trataron FC con (A) TAK-242 (4 uM), (B) LY294002 (10 yM), (C) IMD-0354 (1 uM) o (D) PD98059
(10 uM) durante 1 h, y luego se estimularon con HS (10 pg/ml) por 24 h. Los niveles de ICAM-1 se midieron por WB. Como
control de carga se utiliz6 GAPDH. Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al menos 3 experimentos
independientes (**p<0.01; ***p<0.001 vs control y ##p<0.01; ###p<0.001 vs HS).
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Fig. 6. TLR4 junto con las vias PI3K/Akt y NF-kB participan en el aumento de la expresion de VCAM-1 en FC,
inducido por HS. Se pre-trataron FC con (A) TAK-242 (4 uM), (B) LY294002 (10 pM), (C) IMD-0354 (1 uM) o (D) PD98059
(10 pM) durante 1 h, y luego se estimularon con HS (10 pg/ml) por 24 h. Los niveles de VCAM-1 se midieron por WB. Como
control de carga se utilizo6 GAPDH. Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al menos 3 experimentos
independientes (**p<0.01; ***p<0.001 vs control y ##p<0.01; ###p<0.001 vs HS).

6.2 Estudios de adhesion de SMC y PMN a FC

Previo a los ensayos de adhesion se realizaron pruebas para determinar el nimero
optimo de FC a utilizar, como también el numero 6ptimo de SMC y PMN a agregar sobre
la monocapa de FC. Para esto, se sembraron en microplacas FluoroNunc™ cantidades
crecientes de FC (desde 5000 a 80000 por pocillo) para luego ser estimuladas durante 24
h con HS 10 pg/ml. A continuacion, se agregaron 100000 PMN/pocillo marcados con

calceina AM y se dejaron adherir durante 2 h, posteriormente se hizo un lavado suave
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para retirar las células no adheridas y se midié la fluorescencia emitida, que corresponde
a los PMN adheridos a la monocapa de FC. Los resultados (Fig. 7A) muestran una
tendencia lineal entre FC sembrados y fluorescencia emitida hasta valores cercanos a
40000 FC, para luego llegar a una meseta donde se estanca el aumento de la
fluorescencia. A continuacién se tomaron los puntos previos al plateau y se realizé una
regresion lineal. Se observa que entre 5000 y 40000 FC sembrados existe una relacion
lineal con buen coeficiente de correlacién (Fig. 7B). Por esta razén, se eligid utilizar para

los experimentos sucesivos 20000 FC/pocillo, un valor intermedio del rango.

Luego se realizé una curva de calibraciébn para determinar la cantidad mas
adecuada de leucocitos a utilizar. Para ello, se sembraron 20000 FC/pocillo y se
estimularon con HS 10 pg/ml por 24 horas. A continuacién, se agregaron cantidades
crecientes de SMC o PMN (desde 20000 a 400000) y se dejaron adherir durante 2 h.
Luego se realizé un lavado para retirar las células no adheridas y se midié la fluorescencia
emitida correspondiente a los leucocitos adheridos sobre la monocapa de FC. Los
resultados indican nuevamente una relacion lineal entre y fluorescencia, con excelente
correlacion tanto para SMC (Fig. 7C) y PMN (Fig. 7D). En base a estos datos, se eligio

utilizar 100000 SMC/PMN por pocillo, para obtener una relacion de 1:5 con los FC.
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Fig. 7. Estudios de adhesion de SMC y PMN a FC. (A) Se sembraron cantidades crecientes de FC y se estimularon con
HS (10 pg/ml) durante 24 horas. A continuacion se co-incubaron con 100000 PMN vy se realiz6 el ensayo de adhesion por 2
h seguin protocolo. (B) Se realiz6 una regresion lineal con los puntos previos al plateau, obteniendo buena correlacién. Por
esto se eligio para los ensayos posteriores un punto intermedio del rango lineal (20000 FC). Se sembraron 20000 FC/pocillo
y se estimularon con HS (10 pg/ml) durante 24 horas. Transcurrido el tiempo se co-incubaron con (C) SMC y (D) PMN por 2
h segin la metodologia descrita. Para ensayos posteriores se utilizara un valor intermedio del rango lineal (100000
SMC/PMN). Los resultados se expresan en U.A.F. (unidades arbitrarias de fluorescencia). Cada punto representa el
promedio del triplicado de tres experimentos independientes.

6.3 Evaluacion del efecto de LPS y HS en la adhesién de SMCy PMN a FC

Para determinar el efecto de HS y LPS sobre la adhesién de SMC y PMN a FC, se
realizaron ensayos de adhesion con FC estimulados previamente con LPS 1 ug/ml y HS
10 pg/ml durante 24 h. Transcurrido el tiempo, el medio de cultivo condicionado fue
retirado completamente y reemplazado por medio fresco. Posteriormente se realizé el
ensayo de adhesion segun la metodologia descrita. Los resultados obtenidos indican que
tanto LPS como HS generan un aumento significativo en la adhesiéon de SMC (Fig. 8A) y

PMN (Fig. 9A) sobre la monocapa de FC. Con HS y LPS se observé un aumento
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estadisticamente significativo respecto de la condicién control (1.8 veces sobre el control

para HS; y 1.5-1.6 veces sobre el control para LPS).

Finalmente, este efecto en la adhesion de SMC y PMN se observé claramente en las
imagenes obtenidas mediante tincion con cristal violeta (Fig. 8B y 9B). Se observa que los
FC sin estimular poseen menor capacidad de adhesiéon tanto de SMC como de PMN
respecto de aquellos estimulados con LPS y HS, siendo éstos datos consecuentes con los

resultados obtenidos anteriormente.
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Fig. 8. LPS y HS aumentan la adhesién de células mononucleares de bazo a FC. (A) Se sembraron 20000 FC/pocillo y
estimularon con LPS (1 pg/ml) o HS (10 pg/ml). Transcurrido el tiempo, se retiré completamente el medio condicionado y se
co-incubaron con SMC segun protocolo. El andlisis gréafico indica que tanto LPS como HS aumentan la adhesion de SMC a
FC, obteniéndose un incremento significativamente mayor con HS. Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al
menos 3 experimentos independientes (**p<0.01; ***p<0.001 vs control y #p<0.05 vs LPS) y como U.A.F. (unidades
arbitrarias de fluorescencia). (B). Imagen representativa de adhesion de SMC sobre una monocapa de FC en cultivo,
obtenida mediante tincién con cristal violeta. Se aprecia que los FC estimulados con LPS y HS poseen mayor capacidad de
adhesion de SMC.
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Fig. 9. LPS y HS aumentan la adhesion de células polimorfonucleares de médula 6sea a FC . (A) Se sembraron 20000
FCl/pocillo y estimularon con LPS (1 pg/ml) o HS (10 pg/ml). Transcurrido el tiempo, se retir6 completamente el medio
condicionado y se co-incubaron con PMN segun protocolo. El andlisis gréafico indica que tanto LPS como HS aumentan la
adhesion de PMN a FC, obteniéndose un incremento significativamente mayor con HS. Los resultados se expresan como
promedio (+ DS) de al menos 3 experimentos independientes (**p<0.01; ***p<0.001 vs control y #p<0.05 vs LPS), y como
U.A.F. (unidades arbitrarias de fluorescencia). (B). Imagen representativa de adhesion de PMN sobre una monocapa de FC
en cultivo, obtenida mediante tincién con cristal violeta. Se aprecia que los FC estimulados con LPS y HS poseen mayor
capacidad de adhesion de PMN.

6.3.1 Participacion de TLR4 y de las vias transduccionales PI3K/Akt, NF-kB y

ERK1/2 en el aumento de la adhesién de SMCy PMN a FC, inducido por HS

Ha quedado en evidencia que tanto HS como LPS activan estas vias
transduccionales para aumentar la expresion de las proteinas de adhesién. Por lo tanto,
se evaluo6 su sefalizacién en la adhesiéon de SMC y PMN, inducida por HS. Para ello, se
realizaron ensayos de adhesion utilizando inhibidores de TLR4 (TAK-242 4 uM) y las vias
PI3K/Akt (LY294002 10 pM), NF-kB (IMD-0354 1 pM) y ERK1/2 (PD98059 10 uM). Los
FC fueron pre-tratados con los inhibidores durante 1 h, y posteriormente estimulados con
HS 10 pg/ml durante 24 h. Transcurrido el tiempo, se realizé el ensayo de adhesion con
SMC y PMN segun protocolo. Los resultados muestran que nuevamente HS induce un

aumento en la adhesion de SMC (1.7-1.8 veces) (Fig. 10A) y PMN (1.5-1.6 veces) (Fig.
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10B) sobre el control; mientras que el pre-tratamiento con inhibidores revirtidé ese
incremento, con tendencia a valores menores al control en el caso de las vias PI3K/Akt y
NF-kB. La inhibicién de la via ERK1/2 no tuvo efecto en la adhesiéon, conservandose el
incremento gatillado por HS (1.6 veces para SMC, 1.5 veces para PMN). Estos resultados
muestran la participacion de TLR4 y las vias PI3K/Akt y NF-kB en la adhesiéon de SMC y
PMN. Ademas, guardan relacion con lo observado en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1,
sugiriendo una posible dependencia de estas proteinas de adhesién. Los siRNA
disminuyen la expresion de ambas CAMs entre un 60-70%, comprobandose su

efectividad [Humeres y cols., 2016].
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Fig. 10. TLR4 junto con las vias PI3K/Akt y NF-kB participan en el aumento de la adhesién de células
mononucleares de bazo y polimorfonucleares de médula 6sea a FC, inducido por HS. Se pre-trataron FC con TAK-
242 (4 uM), LY294002 (10 uM), IMD-0354 (1 uM) o PD98059 (10 uM) durante 1 h, y luego se estimularon con HS (10 pg/ml)
por 24 h. Transcurrido el tiempo se realizé el ensayo de adhesion con SMC o PMN segun metodologia. El analisis gréafico
indica que la inhibicion de TLR4, PI3K/Akt y NF-kB revierte el incremento en la adhesion de SMC (A) y PMN (B) generado
por HS. La via ERK1/2 no tiene efecto sobre este aumento. Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al menos
3 experimentos independientes (***p<0.001 vs control y ###p<0.001 vs HS), y como U.A.F. (unidades arbitrarias de
fluorescencia).

6.3.2 Participacion de ICAM-1 y VCAM-1 en el aumento de la adhesion de

SMC vy PMN a FC, inducido por HS

Para corroborar la dependencia de ICAM-1 y VCAM-1 en la adhesion de leucocitos
a FC se realizaron experimentos de knockdown de estas proteinas mediante el uso de

siRNA. Para ello, los FC fueron pre-tratados con siRNA contra ICAM-1 y VCAM-1 de

36



acuerdo a la metodologia descrita, para luego ser estimulados con HS 10 pug/ml durante
24 h. Transcurrido el tiempo, los FC se co-incubaron con SMC o PMN segun protocolo de
ensayo de adhesién. Los resultados obtenidos muestran que tanto para SMC (Fig. 11A) y
PMN (Fig. 11B) el silenciamiento de ICAM-1 o VCAM-1 disminuy06 la adhesion a niveles
cercanos al control. Estos resultados demuestran que la adhesion de SMC y PMN a FC

mediada por HS es dependiente de ICAM-1y VCAM-1..
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Fig. 11. ICAM-1 y VCAM-1 participan en la adhesion de células mononucleares de bazo y polimorfonucleares de
médula 6sea a FC, inducido por HS. Los FC fueron pre-tratados con siRNA contra ICAM-1 y VCAM-1 de acuerdo a la
metodologia descrita, para luego ser estimulados con HS 10 pg/ml durante 24 h. Transcurrido el tiempo, fueron co-
incubados con SMC o PMN segUn protocolo. Los datos indican que al silenciar tanto ICAM-1 como VCAM-1 la adhesion de
SMC (A) y PMN (B) disminuye a niveles cercanos al control. Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al menos

3 experimentos independientes (***p<0.001 vs SC y ###p<0.001 vs HS+SC), y como U.A.F. (unidades arbitrarias de
fluorescencia).

6.4 Evaluacion del efecto de la adhesién de SMC y PMN, inducida por HS,

sobre la expresion de a-SMA en los FC.

Si bien los datos obtenidos revelan el efecto positivo de HS en la adhesién de
SMC y PMN a FC, se desconoce si esta interaccion tiene un efecto en los FC, a nivel de
fenotipo o expresion de proteinas estructurales. Por esta razon, se estimularon FC con HS
10 pg/ml durante 24 h, y luego se realiz6 un ensayo de adhesién con SMC y PMN de
acuerdo al protocolo, aumentando el tiempo de adhesion de 2 a 72 h. Transcurrido el
tiempo, los FC se lavaron con PBS 4 veces para retirar la mayor cantidad de leucocitos

adheridos y se examinaron los niveles de a-SMA en la monocapa de FC mediante WB.
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Para la adhesion de SMC (Fig. 12A), se aprecia que primero, la co-incubacion de FC con
SMC aumenta los niveles de a-SMA 1.6-1.7 veces respecto del control. Segundo, HS
disminuye la expresion de a-SMA 0.3-0.4 veces respecto de los FC sin estimular. Tercero,
la co-incubacién de FC estimulados con HS y SMC aumenta la expresion de a-SMA 1.3
veces respecto del control, observandose una disminucién significativa comparada a los
FC sin estimular co-incubados con SMC. Esto deja en evidencia que HS si bien aumenta
la adhesion de leucocitos a FC, ejerce un efecto inhibitorio en la expresion de a-SMA al

interior de la célula.

En relacién a la co-incubacién con PMN (Fig. 12B), se observa nuevamente el
efecto inhibitorio del HS respecto de los niveles de expresion de a-SMA en los FC,
induciendo una disminucién de 0.4 veces respecto del control. Por otro lado, se observa
gue la co-incubacién de los FC con PMN induce un aumento en los niveles de expresion
de a-SMA, aunque este efecto es marcadamente menor en comparacion al co-cultivo con
SMC. Finalmente, el aumento en la expresion de a-SMA inducida por la adhesion de PMN
sobre los FC se ve revertido cuando se incuban los FC tratados con HS y posteriormente
con PMN, a niveles no significativos comparados con el co-cultivo de FC incubados con

PMN.

Para profundizar en los resultados obtenidos, se realizaron experimentos por
inmunocitoquimica para evaluar si los cambios en los niveles de expresion de a-SMA se
correlacionan con cambios a nivel del ensamblaje de estas proteinas para formar las
fibras de estrés. Los resultados obtenidos desde las imagenes muestran que los FC
expresan bajos niveles de expresion y ensamblaje de a-SMA en fibras de estrés. Por otro
lado, se observa que HS disminuye los niveles de expresion y ensamblaje de a-SMA
(menor coloracién roja y menor cantidad de fibras). Sin embargo, en el co-cultivo de FC

con SMC se observa un aumento en la expresién y ensamblaje de a-SMA en las fibras de
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estrés. Finalmente, la expresion y ensamblaje de a-SMA en FC pre-tratados con HS y
posteriormente co-cultivados con SMC fue disminuida respecto de los niveles inducidos

solo por el co-cultivo; sin embargo, fue mayor a aquellos inducidos solo con HS (Fig.

12C).
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Fig. 12. HS revierte el aumento de o-SMA gatillado por la adhesién de células mononucleares de bazo y
polimorfonucleares de médula ésea a FC. Se estimularon FC con HS 10 pg/ml durante 24 h, y luego se realizé un ensayo
de adhesion con SMC y PMN de acuerdo al protocolo, aumentando el tiempo de adhesiéon de 2 a 72 h. Transcurrido el
tiempo, se examinaron los niveles de a-SMA mediante WB. Se aprecia que la co-incubacion con SMC (A) aumenta los
niveles de a-SMA y que HS disminuye la expresiéon de a-SMA comparados con los FC sin estimular. La co-incubacién de
FC estimulados con HS y SMC aumenta la expresiéon de a-SMA a niveles inferiores comparados con los FC sin estimular
co-incubados con SMC. En la co-incubacion con PMN (B) se observa nuevamente el efecto inhibitorio de HS en FC y en el
co-cultivo con PMN, a niveles no significativos. La expresién de a-SMA es marcadamente mayor en co-cultivos con SMC.
Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al menos 3 experimentos independientes (*p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001 vs control, #p<0.05 vs control, &p<0.05 vs control + SMC). Mediante inmunocitoquimica (C) se reafirman los

resultados obtenidos en (A), con una menor expresion de a-SMA ante el estimulo con HS, traducido en un menor tamafio
comparado con los controles respectivos.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se investigaron los efectos de HS en la expresion de ICAM-
1y VCAM-1 en FC, las vias transduccionales involucradas, las consecuencias de este
cambio en la adhesion de SMC y PMN a FC; y finalmente, las consecuencias de la
interaccion fisica sobre los FC co-cultivados con SMC y PMN. Los resultados obtenidos
indican que primero, HS induce un aumento en la expresion de ICAM-1y VCAM-1 en FC;
segundo, este aumento se debe a la activacion del TLR4 y las vias PI3K/Akt y NF-kB;
tercero, HS induce un incremento en la adhesion de SMC y PMN a FC; cuarto, este
incremento en la adhesion depende de la activacion del TLR4 y las vias PI3K/Akt y NF-
kB; quinto, la adhesion a FC de SMC mas que de PMN, gatilla el incremento en la

expresion de a-SMA, en FC estimulados con HS

7.1 Aumento en la expresion de ICAM-1y VCAM-1 en FC, inducida por HS

En FC, ICAM-1 y VCAM-1 estan expresadas constitutivamente, pero durante un
evento inflamatorio cardiaco se ha visto un aumento en la expresiéon de CAMs, que se ha
asociado a la infiltracion y activacion de leucocitos al sitio de injuria. Tal incremento se ha
reportado al estimular células cardiacas con LPS, IL-1, TGF-B, ésteres de forbol, entre
otros [Frangogiannis, 2008]. Es de interés estudiar los efectos de HS, puesto que es un
ligando enddgeno para TLR4, y representaria de mejor manera lo que ocurre en eventos
de inflamacion estéril; mientras que LPS es un ligando exdgeno para TLR4 y estd mas

relacionado con miocarditis bacteriana [Turner, 2016].

Los resultados obtenidos muestran que LPS y HS aumentan la expresion de
ICAM-1 y VCAM-1 en el FC, efectos vistos en células endoteliales estimuladas con LPS

[Feng y cols., 2014]. Este incremento en las CAMs se ha reportado ademéas en
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cardiomiocitos y FC estimulados con HS escindido de sindecanos [Strand y cols., 2015].
Conjuntamente, se ha demostrado que HS también aumenta la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias en células dendriticas y tejido pancreédtico [Johnson y cols., 2001,

Akbarshahi y cols., 2011], reafirmando el rol de HS como DAMPs.

Cabe destacar que LPS aumenta de forma significativa la expresion de ICAM-1y
VCAM-1 en relacion a HS, pero este incremento no es comparable entre ambos estimulos
dada la diferencia de concentraciones (HS estd 10 veces mas concentrado). De todas
formas, la diferencia en la magnitud de respuesta ante un agente de origen patégeno
muestra claramente la potencia del LPS para la activacion del TLR4, como asi la
especificidad (LPS es agonista completo, HS agonista parcial). EI LPS utilizado en el
laboratorio es ultrapuro y agonista especifico de TLR4, mientras que HS también es un
agonista, pero quizas su especificidad es menor. La respuesta inflamatoria a un patégeno
es mas marcada desde el punto de vista de la inflamaciéon aguda; mientras que frente a
sefales de dafio celular, que son sostenidas en el tiempo y tienen un caracter mas
cronico sera menos intensa, aunque ello dependera del grado de dafio tisular [Akbarshahi
y cols., 2011]. En el corazén, se ha demostrado que la degradacion créonica de MEC lleva
a una generacién continua de proteoglicanos de heparan sulfato, que podrian activar
receptores del sistema inmune innato como TLR4. Esto conduciria a una respuesta
inflamatoria crénica, generando sintesis de proteinas de adhesion, reclutamiento de

leucocitos y remodelamiento cardiaco. [Strand y cols., 2015].

Luego de medir el aumento en la expresién de ICAM-1 y VCAM-1 en FC inducido
por HS, se procedio a estudiar las vias involucradas en el proceso. Es de interés ademas
reforzar la participacion de TLR4 en este incremento, pues también se ha visto la
participacion de TLR2 el aumento de ICAM-1 y VCAM-1 en células cardiacas [Xie y cols.,

2016]. Los resultados obtenidos indican que al inhibir el receptor TLR4 utilizando TAK-
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242, efectivamente los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 disminuyen a niveles comparables
con el control. La dependencia de TLR4 en el aumento de CAMs se ha reportado ademas
en células sinoviales [Wu y cols., 2010], endoteliales [Feng y cols., 2014] y renales [Lee y
cols., 2012]. TLR4 esta ampliamente expresado en el corazon e inducido durante un
infarto al miocardio [Frantz y cols.1999], y ratones TLR4" para este receptor tienen menor
tamafio de injuria y pardmetros inflamatorios que los WT, dejando en claro su rol en el

sistema inmune innato del corazén [Oyama y cols., 2004].

PI3K y su blanco rio-abajo Akt son una familia de proteinas transduccionales
involucradas en la activacion celular, respuestas inflamatorias y apoptosis. La activacion
de la via PI3K/Akt juega un rol critico en la proteccion cardiaca durante el pre-
acondicionamiento contra dafio por I/R [Cao y cols., 2013]. Ademas, Akt regula
parcialmente los efectos protectores de IGF-1 en el corazén [Vivar y cols., 2012]. Para
evaluar la participacion de estas vias en la expresion de CAMs gatillada por HS, se utilizd
el inhibidor LY294002. Los resultados indican que la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 es
inhibida a niveles de control, revirtiendo los efectos de HS en el aumento de las CAMs y
coincidiendo con estudios en células de epitelio alveolar [Cho y cols., 2016] y corazones

de raton estimulados con LPS [Zhou y cols., 2011].

NF-kB es un factor de transduccion dimeérico existente de forma inactiva en el
citoplasma, unido a IkB. Controla la transcripcion de ADN, produccién de citoquinas y
sobrevida celular [Lawrence, 2009]. La exposicion de la célula a LPS, ésteres de forbol o
citoquinas inflamatorias gatilla la activacion de NF-kB y posterior translocacion al nucleo.
Como parte de la via transduccional de TLR4, es de interés conocer su participacion en la
expresion de CAMs en el FC. Para este objetivo, se utilizd su inhibidor, IMD-0354. Los
datos obtenidos muestran que la inhibicion de NF-kB anula completamente el aumento en

la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 generado por HS. Estos datos concuerdan con los
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obtenidos previamente en nuestro laboratorio utilizando LPS como ligando de TLR4, y en
estudios realizados en pericitos humanos estimulados con LPS [Guijarro-Mufioz y cols.,
2014] y en células endoteliales estimuladas con oxLDL, otro ligando de TLR4 [Feng vy
cols., 2014]. No obstante, NF-kB forma parte de otras rutas de sefializacion, como la de
IL-18 y TNF-a que son liberados por el FC [Turner y cols., 2011], pudiendo tener alguna

incidencia en los resultados obtenidos.

Las (ERK) quinasas MEK1 y MEK2 juegan un rol en la via de las MAPK, que
controlan el crecimiento celular y diferenciacién. Son activadas por una amplia variedad
de factores de crecimiento, citoquinas y despolarizacion de membrana, mediante influjo
de calcio [Crews y cols., 1992]. Finalmente, se observo la participacion de la via ERK1/2
utilizando su inhibidor PD98059. Los resultados indican que la inhibicién de esta via no
tiene efecto sobre la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en FC, manteniendo el aumento
gatillado por HS e incluso aumentando de forma no estadisticamente significativa la
expresion de VCAM-1 junto a HS. Estos datos se oponen a los resultados encontrados en
células endoteliales [Jiang y cols., 2013] y lineas celulares de cancer mamario [Park y
cols., 2015], todas estimuladas con LPS, donde la inhibicibn de ERK1/2 disminuye la
expresion de ambas CAM. Las diferencias pueden deberse a que en estos modelos se
emplean células humanas, mientras que las usadas en este trabajo son de ratas adultas.
Estas divergencias entre especies ya han sido revisadas en otras publicaciones [Mestas y
Hughes, 2004]. Cabe destacar que el aumento en la expresion de VCAM-1 al inhibir las
ERK1/2 se ha reportado previamente en fibroblastos gingivales estimulados con TNF-q, lo
gue deja en evidencia la importancia en el balance de citoquinas y diversidad de

sefializacion en la expresion de CAMs [Hosokawa y cols., 2006].
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7.2 Aumento en la adhesion de SMC y PMN a FC, inducida por HS

En presencia de un infarto al miocardio (Ml), la necrosis de cardiomiocitos pone en
marcha una cascada inflamatoria que sirve para limpiar la zona dafiada de células
muertas, como también reparar y cicatrizar el tejido dafiado. De esta forma, la reparacion
cardiaca post-MI estd intimamente relacionada con la respuesta inflamatoria. La
cicatrizacion del infarto puede ser dividida en tres fases: fase inflamatoria, fase
proliferativa y fase de maduracion. Durante la fase inflamatoria, activacién de citoquinas y
quimioquinas resulta en el reclutamiento de leucocitos al area infartada [Turner y cols.,
2011]. Neutréfilos y macréfagos limpian la zona de restos celulares, y macrofagos
activados liberan citoquinas y factores de crecimiento, llevando a la formacion de tejido de
granulacion. En esta etapa, se suprime la expresion de mediadores inflamatorios,
mientras que los FC y células endoteliales contindan proliferando. Durante la etapa
proliferativa, los MFC activados secretan elementos constituyentes de la MEC, y al mismo
tiempo la activacion de células endoteliales permite la angiogénesis formandose una
extensa red microvascular para suplir de nutrientes y oxigeno a las células presentes en
la zona dafiada. Finalmente, en la etapa de maduracion los MFC entran en apoptosis y se
forma una cicatriz de colageno. En consecuencia, la regién infartada es dinamica y
multiples elementos celulares participan en una sucesién de eventos ordenados

[Frangogiannis, 2006].

La interaccion entre los fibroblastos y leucocitos ha sido estudiada en células de
diversos origenes, como fibroblastos de pulmoén [Hogaboam y cols., 1997], renales [Hao y
cols., 2003] y gingivales [Murakami y cols., 1997]. Estas interacciones modulan el grado
de inflamacion en esos tejidos y podrian determinar el nivel de fibrosis que se alcanzara
en ese tejido. Esta ampliamente documentado que dentro de las primeras horas post-Ml,

el influjo de leucocitos al tejido cardiaco cumple un rol crucial en el remodelamiento
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[Frangogiannis, 2008]. El estudio de las interacciones FC-leucocito, gatilladas por HS,
puede arrojar nuevos antecedentes sobre intervenciones para modular la inflamacion ante

estos eventos.

En primer lugar, se determiné el efecto de la adhesion de SMC y PMN a FC
estimulados con HS. Los resultados indican que al estimular FC por 24 h con HS,
aumenta la adhesién de SMC; y el estimulo con LPS genera un aumento similar, pero
menos significativo que HS. Estos resultados tienen congruencia con los encontrados en
fibroblastos intestinales [Chakravortty y Kumar, 1999] y sinoviales [Chi y cols., 2014], que
al ser estimulados con LPS son capaces de adherir un mayor nimero de PBMC. En
relacién a los PMN, también se aprecia un aumento en la adhesion de éstas células a los
FC estimulados con HS y LPS, y nuevamente existe un aumento significativo que
favorece a HS. Estudios en fibroblastos derivados de ligamento periodontal [Deguchi y
cols., 1990] y pulmonares [Burns y cols., 1996] evidencian una mayor adhesion de
neutrdfilos al estimular los fibroblastos con LPS, dando cuenta de la importancia del TLR4
en las etapas iniciales del proceso inflamatorio asociado a patégenos. Sin embargo, este
trabajo muestra por primera vez el incremento en la adhesion de SMC y PMN a FC
estimulados con HS, entregando nueva informacién sobre el rol del TLR4 en un evento de

inflamacién estéril en el tejido cardiaco.

De acuerdo a los resultados anteriores, destaca la mayor capacidad de FC
estimulados con HS para adherir leucocitos, que estaria dependiendo del aumento de
CAMs. El mayor incremento en la adhesion que favorece a HS podria estar relacionado a
la capacidad de cadenas solubles de HS para gatillar la sintesis de sindecano-4 [Strand y
cols., 2015], constituyente de la membrana celular que interacciona con L-selectina en
leucocitos y refuerza la adhesion [Parish, 2006]. Otro punto a destacar es la menor

adhesion de PMN comparada con SMC, que podria deberse a la baja viabilidad de los
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neutréfilos como a la temperatura del medio [Price y Dale, 1977]. La calceina AM
(acetoximetil) es desacetilada al interior de las células, generando el compuesto activo.
No obstante, si la célula esta muerta o entré6 en procesos apoptéticos no habra
fluorescencia. Ademas, si los tiempos de ensayo son muy largos puede haber eliminacion

de calceina al medio de cultivo, generando una lectura erronea [Wilhelmsen y cols., 2013].

Luego se procedio a evaluar las vias involucradas en la adhesién de SMC y PMN
a FC estimulados con HS. De forma analoga a la expresion de ICAM-1 y VCAM-1, al
inhibir TLR4 junto con las vias PI3K/Akt y NF-kB se aprecia una disminucion en la
adhesion de leucocitos, a niveles cercanos al control e incluso mas bajos para PISK/Akt y
NF-kB, resultados apoyados por estudios que dan cuenta de la dependencia de estas vias
en la adhesién de PMN a endotelio cardiaco [Li y cols., 2009] y PBMC a endotelio
pulmonar [Chen y cols., 2014]. La unién de ligandos al TLR4 gatilla la fosforilacion y
activacion de Akt y NF-kB, por lo que la inhibicion del receptor o los factores de
transcripcion rio-abajo provocara una disminucién en la expresion de CAMs, teniendo
impacto en la adhesién de leucocitos. Los niveles mas bajos de adhesion respecto del
control en la inhibicion de PI3K/AKT y NF-kB pueden deberse a otros mecanismos de
expresion de CAMs independientes de TLR4 y que involucran a las vias mencionadas,
como sefializacion dependiente de Akt-eNOS, NADPH oxidasa y Ca** [Sakamoto y cols.,

2009; Yan y cols., 2015].

El trafico de leucocitos al sitio de injuria cardiaca esta regulado por la cascada de
adhesion leucocitaria. En condiciones fisioldgicas el proceso consta de tres etapas: la
captura de leucocitos desde el torrente sanguineo mediado por selectinas y posterior
rodamiento en el endotelio, la union firme mediada por miembros de la IgSF que
interactian con sus contrareceptores en leucocitos, y finalmente la transmigracion a

través del endotelio. Sin embargo, frente a una injuria tisular la migracion de leucocitos se
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ve facilitada y no dependiente de la adhesién al endotelio. La adhesién de leucocitos es
dependiente de las interacciones de las integrinas leucocitarias como VLA-4 (a4p1/7),
Mac-1 (aMB2) y LFA-1 (aLB2) y sus contrareceptores en células endoteliales y FC tales
como ICAM-1 y VCAM-1. Mientras que VCAM-1 interactia con VLA-4, ICAM-1 lo hace

con las integrinas 32 [Bevilacqua y cols., 1994].

En base a los resultados obtenidos, que apuntan a la dependencia de ICAM-1 y
VCAM-1 en la adhesién de SMC y PMN, se evalud la participacion de ambas CAM
utilizando FC pre-tratados con siRNA y posterior estimulacion con HS. Previamente en el
laboratorio se ha demostrado una efectiva reduccién de los niveles de ICAM-1 y VCAM-1
cuando se utilizan los siRNA. Los resultados indican que al silenciar tanto ICAM-1 como
VCAM-1 se genera una disminucion a niveles basales de la adhesion de SMC y PMN. Se
ha reportado previamente la participacion de ICAM-1 y VCAM-1 en la adhesion de
monocitos a fibroblastos dérmicos y gingivales [Murakami y cols., 1997; Cabanas y Hogg,
1991], y de ICAM-1 en la adhesién de neutréfilos a FC [Frangogiannis, 2008]. Sin
embargo, el rol de VCAM-1 en la adhesion de neutréfilos no estd muy explorado salvo en
células endoteliales [Lomakina y Waugh, 2009], por lo tanto, este trabajo entrega nuevos
datos en relacion a esta CAM. La disminucion de la adhesion al silenciar ICAM-1 y
VCAM-1 no desciende a niveles mas bajos porque el siRNA no silencia totalmente las
proteinas de adhesion, sino en un 60-70% [Humeres y cols., 2016]. Ademas, en todos los
experimentos realizados se trata de evitar la activacion previa de los leucocitos al retirar el
medio de cultivo con LPS o HS con el fin de evaluar sélo el efecto de los estimulos en el
FC, pero cabe la posibilidad de que condiciones de manipulacién, temperatura o
concentracion de iones en el medio gatille la activacion de SMC y PMN, aumentando la

adhesion de éstos a FC [Lomakina y Waugh, 2009; Frangogiannis, 2008].
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7.3 Disminucion en la expresion de a-SMA en FC adheridos a SMC y PMN,

inducida por HS

Una injuria cardiaca ocasionada por Ml gatilla la degradacion de la MEC, llevando
al desarrollo de fibrosis intersticial y dilatacion del ventriculo izquierdo. Los FC residentes
son los responsables del mantenimiento de la homeostasis de la MEC. Luego de una
injuria en el tejido cardiaco estas células experimentan diferenciacion fenotipica a MFC,
caracterizados por mayor expresion de a-SMA, que le otorga propiedades contractiles
necesarias para llevar a cabo el proceso de contraccion tisular y secrecion de citoquinas
pro-fibréticas [Rosenkranz, 2004]. En este estado, los MFC alteran el balance entre
liberacion de MMPs y sintesis de colageno, resultando en la formacién de la cicatriz
[Frangogiannis, 2006]. Durante las etapas iniciales de la cicatrizacion post-MI, este
proceso es adaptativo, otorgando integridad estructural a tejidos necréticos para prevenir
complicaciones mecanicas del MI, como ruptura ventricular. Sin embargo, la activacion
cronica y sostenida de MFC puede resultar en la desregulacion de la MEC, arritmia y falla

cardiaca [Opie y cols., 2006].

Distintos tipos de leucocitos estan intimamente relacionados en este proceso. La
infiltracién de neutréfilos en las primeras horas post-MI ayuda a limpiar restos de tejido
necrotico y reclutar mas leucocitos, pero a la vez exacerban la lesion de los cardiomiocitos
y aumentan el tamafio de infarto [Frangogiannis, 2008]. La posterior llegada de monocitos
al sitio de infarto regula la homeostasis de la MEC y funcién de los MFC dos factores
claves en la progresion de la fibrosis [Yamamoto y cols., 2000]. Los linfocitos, Gltimos en
llegar, son esenciales en la diferenciacién de FC a MFC y formacién de MEC, mediante la
liberacion de IL-13 y TGF-B [Faloon y cols., 2000; Francois y cols., 2013]. Con estos

antecedentes y los resultados obtenidos anteriormente, es de interés averiguar cual es el
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efecto de la adhesion de SMC y PMN en FC, inducida por HS, en la expresion de a-SMA,

un parametro que indica la diferenciacion de FC a MFC.

Los datos obtenidos indican que la estimulacion de FC con HS induce una menor
expresion de a-SMA. En nuestro laboratorio se demostré que LPS reduce le expresion de
a-SMA, revirtiendo el fenotipo de MFC a FC, que indicaria la capacidad de la activaciéon
del TLR4 para revertir un proceso fibrético [Santana et al, 2013; Landaeta, 2014]. Esta
disminucién de a-SMA se ha reportado también en MFC que sobreexpresan sindecano-4,
reduciendo la progresion del Ml e infiltracion de leucocitos [Xie y cols., 2012]. La co-
incubacién de FC con SMC evidencia un aumento estadisticamente significativo en los
niveles de a-SMA, resultados obtenidos anteriormente en co-cultivo de FC con monocitos
[Mewhort y cols., 2016] y fibroblastos dérmicos con linfocitos B [Francois y cols., 2013].
Sin embargo, otros estudios indican lo contrario, donde monocitos ejercen un efecto anti-
fibrético en tejido pulmonar [Tsutamoto et al, 1998], indicando las diferencias entre tejidos
y tipo de leucocito con el que interacciona. Ademas, nuestro laboratorio demostré que los
FC y MFC secretan mayores niveles de TGF-B2 por sobre los niveles de TGF-f1 y tanto
en FC como en MFC LPS no afecta los niveles de expresion de TGF-@3, sugiriendo que el
aumento en la expresion de a-SMA esta regulado por la adhesion de SMC al FC y no por

la activacion del TLR4.

La co-incubaciéon de FC estimulados con HS y SMC produce un aumento de a-
SMA, pero estadisticamente menos significativo que en los FC sin estimular con SMC. Se
esperaria que el estimulo de HS, al inducir mayor aumento de ICAM-1 y VCAM-1 y
adhesion de SMC, gatillaria un incremento mas marcado en la expresién de a-SMA, pero
el efecto de HS por si solo en el FC no permite que se diferencie a MFC, manteniendo un

perfil mas pro-inflamatorio. Esta reduccién en los niveles de a-SMA en los MFC podria
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indicar que este tipo celular tendria menor capacidad para contraer a zona dafiada, pero

seria necesario realizar experimentos de contraccion de colageno para demostrarlo.

En relacion a los datos obtenidos en el co-cultivo con PMN, se evidencia
nuevamente el efecto de HS por si solo, pero la co-incubacibn de PMN con FC en
presencia/ausencia de HS no muestra un incremento importante en la expresién de a-
SMA, que indicaria la ausencia de participacién de los PMN en la diferenciacién a MFC.
Sin embargo, no se puede decir que los PMN carecen de rol pro-fibrético. El co-cultivo
con neutrdfilos en modelos de esclerosis sistémica [Barnes y cols., 2012] y fibrosis
hepatica [136] evidencia efectos pro-fibréticos directos de neutréfilos mediante la
liberacion de ROS, MMPs y catepsina [Van Linthout y cols., 2014], que alteran la
composicion de la MEC, e indirectos mediante la activacion de elementos celulares como
macrofagos [Lefkowitz y Lefkowitz, 2001]. En este trabajo se evalu6 el efecto pro-fibrético
de la adhesion de PMN a FC solamente en base a la expresion de a-SMA, por lo que no

se tomo6 en cuenta otros efectos.

En resumen, estos resultados muestran por primera vez el rol dual de HS,
aumentando la adhesion de SMC y PMN a FC, y a la vez disminuyendo la expresion de a-
SMA. Esta funcién, aparentemente antagonica, tiene sentido durante el inicio de la
inflamacién post-MI, donde es importante que leucocitos lleguen a la zona de injuria y se
adhieran a los FC para limpiar los restos celulares y liberar factores que degraden la MEC
y diferencien los FC a un fenotipo pro-fibrético, pero donde también se requiere mantener
un balance que otorgue estabilidad a la lesion y evite la ruptura cardiaca, proteccion

otorgada por un fenotipo pro-inflamatorio (Fig. 13).
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Fig. 13. Heparan sulfato, via TLR4, induce la expresién de ICAM-1 y VCAM-1 y aumenta la adhesién de leucocitos a
fibroblastos cardiacos. Un evento de infarto al miocardio genera la liberacién de cadenas solubles de HS desde la matriz
extracelular (1), que actian como ligandos del receptor TLR4, y mediante la activaciéon de AKT y NK-kB (2) inducen la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1, con el aumento concomitante de la adhesion de SMC y PMN al FC (3). El incremento en la
adhesion de SMC gatilla un cambio en el FC favoreciendo un fenotipo pro-fibrético, evidenciado en el aumento de la
expresion de a-SMA (4). Por otro lado, HS ejerce de forma directa un efecto inhibitorio en la expresion de a-SMA,
favoreciendo un fenotipo pro-fibrético (5).
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Si bien se realizé un trabajo completo, tratando de abarcar todo el proceso desde

expresion de CAMs hasta los efectos de la adhesién en FC, se experimentaron muchas

limitaciones y quedaron tareas pendientes, como:

El cultivo de FC en placas plasticas induce su diferenciacién espontanea a un
fenotipo conocido como protomiofibroblasto, por lo que los resultados puede que
correspondan totalmente a FC.

Aparte de la expresion de proteinas de adhesion, se podria evaluar los niveles de
MRNA en cada una de ellas utilizando RT-PCR.

El aislamiento de SMC mediante Ficoll tiene un buen porcentaje de pureza y
viabilidad; sin embargo, en el caso de PMN existe baja pureza y rendimiento,
existiendo contaminacién con linfocitos y macr6fagos. Se obtienen mejores
resultados con separacion mediante FACS, que podria otorgar mejores datos que
los obtenidos en este trabajo.

Quedd pendiente medir otros parametros pro-fibréticos, como niveles de MMPs en
el medio de co-cultivo de SMC y PMN, que completarian los resultados y darian
lugar a conclusiones mas solidas.

En la literatura no existen estudios de co-cultivo de FC con los distintos subtipos

de linfocitos. Seria interesante profundizar este trabajo en ese aspecto.
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8. CONCLUSIONES

- Heparan Sulfato induce el aumento en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1, a
menores niveles que LPS.

- El aumento de ICAM-1 y VCAM-1 por Heparan Sulfato es dependiente de TLR4 y
las vias PI3K/Akt y NK-kB.

- Heparan Sulfato aumenta la adhesion de SMC y PMN a FC, a niveles
estadisticamente mayores que LPS

- Elaumento en la adhesién de SMC y PMN a FC, inducido por Heparan Sulfato, es
dependiente de TLR4, las vias PISK/Akt, NK-kB y de ICAM-1y VCAM-1.

- La adhesién de SMC a FC, inducida por HS, gatilla un aumento en la expresién de
a-SMA; mientras que el estimulo de HS por si solo disminuye los niveles de a-

SMA.
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