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RESUMEN

Resolvina D1 y Resolvina E1 inhiben la activacion de AKT, ERK1/2 y NF-kB
dependiente de LPS y previenen la expresion de ICAM-1y VCAM-1 en
fibroblastos cardiacos

Los fibroblastos cardiacos (FC) son células que tienen como funcién regular la matriz
extracelular (MEC), pueden responder a estimulos endégenos o exdégenos que alteren
la homeostasis del sistema, y en caso de injuria, pueden proliferar y migrar hacia el sitio
de dafo. Uno de los agentes proinflamatorios mas estudiados y utilizados es el
lipopolisacarido (LPS) bacteriano, éste desencadena la respuesta inflamatoria activando
las vias de sefializacién Akt, ERK1/2 y NF-kB, que conducen a la expresion de citoquinas
proinflamatorias y factores de crecimiento los que, a su vez, aumentan la expresion de
proteinas de adhesion como ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, L-selectina, entre otras;
permitiendo que células del sistema inmune viajen desde la circulacién sanguinea hasta

el sitio de injuria, para cicatrizar la herida.

La inflamacién puede ser terminada activamente por mediadores proresolutivos. Unos
de estos mediadores son la Resolvina (Rv) D1 y E1. La RvD1 proviene del acido
docosahexaenoico y la RvE1l del acido eicosapentaenoico. Estas se biosintetizan
durante la inflamacion y se les ha asociado propiedades antiinflamatorias, limitando la
infiltracion de neutrdfilos, estimulando la fagocitosis de los macréfagos y reduciendo el
nivel de dolor inflamatorio y fibrosis. Sin embargo, no existe evidencia de los efectos que

podria tener en FC.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de RvD1 y RvE1l en FC, para asi
estudiar las acciones que tendria en un contexto inflamatorio inducido por LPS,
evaluando la actividad en las vias de sefializacion Akt, ERK1/2 y NF-kB y sobre la

expresion de las proteinas de adhesion ICAM-1y VCAM-1.
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Los resultados obtenidos muestran que RvD1 presenta una significativa disminucion de
la activacion de Akt y ERK1/2, no asi de NF-kB. RvE1 disminuye significativamente la
activacion de ERK1/2, sin embargo, no presenta cambios significativos respecto al
control en la fosforilacion de Akt y NF-kB. Ademas, se demostr6 que en FC estimulados
con LPS y pretratados con RvD1, disminuyé la activacién de las vias Akt, ERK1/2 y NF-
KB respecto a LPS, y consecuentemente disminuyé la expresion de VCAM-1, pero no de
ICAM-1. Por otro lado, RvE1 disminuyé significativamente la activacion de Akt, no asi la
activacion de ERK1/2 y NF-kB estimuladas por LPS. Ademas, disminuyd la expresion de

ICAM-1 estimulado por LPS, pero no de VCAM-1.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que tanto RvD1 como RVELl poseen
propiedades resolutivas en un modelo de inflamacién en FC, lo cual posibilitaria su uso

como nuevas herramientas terapéuticas en enfermedades cardiacas.
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SUMMARY

Resolvin D1 and Resolvin E1 inhibit AKT, ERK1/2 and NF-kB activation LPS-
dependent and prevent ICAM-1 and VCAM-1 expression in cardiac fibroblasts
Cardiac fibroblasts (CF) are cells that regulate the extracellular matrix (ECM), they can
respond to endogenous or exogenous stimuli that alter the homeostasis of the system,
and in case of cardiac tissue injury, they can proliferate and migrate to the site of damage.
One of the most studied and used proinflammatory agents is bacterial lipopolysaccharide
(LPS), it triggers the inflammatory response activating the signaling pathways Akt,
ERK1/2 and NF-kB, which lead to the expression of proinflammatory cytokines and
growth factors that increase the expression of adhesion proteins such as ICAM-1, VCAM-
1. E-selectin, L-selectin, among others. These effects of LPS favor to the cells of the
immune system extravasate to the site of injury to degrade the microorganism and heal

the wound.

Inflammation can be actively terminated by proresolving mediators, such as RvD1 and
RvE1. RvD1 derived from docosahexaenoic acid and RvVE1 from eicosapentaenoic acid.
These are biosynthesized during inflammation and have been associated with anti-
inflammatory properties, limiting the infiltration of neutrophils, stimulating the phagocytic
activity of macrophages and reducing the level of inflammatory pain and fibrosis.

However, there is no evidence respect of the effects it could have on FC.

In this study, we investigated the role of RvD1 and RvE1 in FC, to study the actions that
would have in an inflammatory context induced by LPS, evaluating the activity in the
signaling pathways Akt, ERK1/2 and NF-kB and the expression of adhesion proteins

ICAM-1 and VCAM-1.
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The results show that RvD1 exert a significant decrease of Akt and ERK1/2 activity, but
not NF-kB; RVE1 significantly decreases the activation of ERK1/2, however, it does not
present significant effect in regard to the control in the phosphorylation of Akt and NF-kB.
In addition, the pretreatment with RvD1, has decreased the activation of the Akt, ERK1/2
and NF-kB pathways respect to LPS, and consequently decreased the expression of
VCAM-1, but not ICAM-1. On the other hand, RvEl has significantly decreased the
activation of Akt stimulated by LPS, but not of ERK1/2 nor NF-kB. Additionally, the

expression of ICAM-1 stimulated by LPS has decreased, but not of VCAM-1.

In conclusion, our results suggest that RvD1 and RVE1 have resolutive properties in an
inflammatory model in CF, which would make possible its use as new therapeutic tool in

cardiac diseases.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un problema de salud publica por su alta
prevalencia y constituyen la principal causa de muerte de la poblacion adultal!, siendo
el consumo de tabaco, la inactividad fisica, el uso excesivo de alcohol y la mala
alimentacién los principales factores de riesgo para el desarrollo de ECV®. A nivel
mundial, entre las ECV, la enfermedad coronaria es la de mayor incidencia en mortalidad
seguido por el accidente cerebrovascular®. Las ECV tienen una estimacion actual de
17,3 millones de muertes por afio y con un aumento previsto de hasta 23,6 millones de
muertes para el afio 2030, lo que representan el 31% de todas las muertes a nivel
mundiall,

Las medidas de prevencion cardiovascular deben comenzar por cambios en el estilo de
vida. Sin embargo, estudios publicados en los ultimos afios sobre las tasas de
cumplimiento de los cambios en el estilo de vida, por parte de los pacientes, arrojan
datos alarmantes.

Son necesarias urgentes intervenciones a distintos niveles, de manera de trabajar en la
prevencion de las ECV y promover la adopcion de estilos més saludables de vida.
Ademas, la investigacion de nuevas estrategias terapéuticas para este tipo de patologias
es un desafio para las pr6ximas generaciones, no solo a nivel nacional, sino que también

a nivel mundial.

1.2 Estructura del tejido cardiaco
El corazon es el principal 6rgano del sistema cardiovascular, bombea sangre hacia todo

del cuerpo a través de los vasos sanguineos. Esta funcion es vital porque, para
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sobrevivir, los tejidos necesitan un suministro continuo de nutrientes y oxigeno, asi como
también la eliminacion de los desechos metabdlicos.

Desde el punto de vista celular, el corazén esta constituido por diversos tipos celulares.
Los cardiomiocitos constituyen un 25-35% del tejido cardiaco, y la composicion de
células no musculares representan el otro 65-75% del total(®!.

Las células no musculares incluyen fibroblastos, mastocitos, células endoteliales, células
de musculatura lisa, adipocitos, glébulos blancos y otras células inmunolégicamente
activas. Estas forman la mayoria de las células cardiacas, y aunque sus proporciones
exactas siguen siendo tema de debate, sus funciones en la integracion cardiaca
estructural y funcional se han convertido en una de los mayores temas de investigacion
cardiacal®,

Estos componentes celulares del corazén interactian a través de medios quimicos,
eléctricos y mecanicos para responder a estimulos de desarrollo, homeostaticos y
patolégicos. Durante la homeostasis, estas células, especialmente los fibroblastos,
ayudan a mantener la forma y la funcién del tejido cardiaco a través de las interacciones
directas célula-célula, asi como a través de la secrecion de una amplia variedad de

factores de crecimientol”.

1.3 Fibroblastos cardiacos

Los fibroblastos se describen cominmente como células centinelas, esto debido a su
ubicacion, a la organizacién de una red de coldgeno y a su capacidad para responder a
una variedad de sefiales, incluidas las quimicas y mecanicas. Los fibroblastos estan
dispersos por todo el cuerpo y generalmente se definen como células de origen
mesenquimatico que expresan y secretan mdultiples componentes de la matriz

extracelular (MEC)!..
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El fibroblasto cardiaco (FC) es esencial para mantener la homeostasis del tejido
cardiaco, ademas desempefia papeles criticos en el desarrollo y la remodelacion
cardiaca. Estas células tienen numerosas funciones, que incluyen la sintesis y
degradacion de proteinas de la MEC, la comunicacién célula-célula (esencialmente con
cardiomiocitos), la sefalizacién célula-célula con otros fibroblastos, asi como con las
células endoteliales y la interaccion con células del sistema inmune. En homedéstasis,
esas comunicaciones son necesarias para promover un equilibrio saludable de la MEC,
vital para una funcion cardiaca adecuadal®. Ademas, los FC pueden secretar factores de
crecimiento (TGF-B, PDGF) y citoquinas (TNF-a, IL-1B, IL-6) y en circunstancias de dafio
pueden proliferar de forma excesiva y migrar a la zona de dafio, para finalmente poder
diferenciarse a un fenotipo especializado en reparacion de tejidos como es el
miofibroblasto.

Los fibroblastos, ademas de producir cantidades suficientes de proteinas de la MEC en
condiciones fisiolégicas, no poseen microfilamentos contractiles o fibras de estrés; sin
embargo, frente a un proceso de adaptacién por causa de una agresion al tejido
cardiaco, los fibroblastos se diferencian a miofibroblastos expresando la a-actina del
musculo liso (a-SMA), los cuales aceleran la sintesis de numerosas proteinas de la MEC,
tales como colageno, fibronectina y laminina, comenzando de esta manera el proceso
de reparacion del tejido dafiadol®.

Los FC participan en la respuesta inflamatoria, ya que estos son capaces de responder
a patrones asociados a dafio (DAMP), como el heparan sulfato, y a los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP), como el lipopolisacarido (LPS). En el FC,
algunos de los receptores que responden a PAMP son los receptores tipo Toll 4 (TLR-
4). La activacion de este receptor causa una respuesta inflamatoria a través de la
activacion del factor nuclear kB (NF-kB), proteina quinasa activada por mitbgeno (MAPK)

y p38. La activacidn de estas rutas cominmente conduce a la transcripcion de citoquinas
18



y quimioquinas proinflamatorias. Esto altera la funcién de las células cardiacas
residentes promoviendo la expresibn de moléculas de adhesion, entre otros
mecanismos, pero también la infiltracién de células inmunitarias en el foco inflamatorio

posterior al dafio tisular®19,

1.4 Inflamacién

El cuerpo humano esté constantemente expuesto a estimulos nocivos externos. Se han
desarrollado multiples mecanismos para detectarlos y responder a ellos con el fin de
reparar y mantener la homeostasis. Cuando hay alguna infeccién o trauma en el tejido,
la inflamacién es la respuesta adaptativa a esos estimulos™*?.

La respuesta inflamatoria aguda se puede dividir en dos fases: la fase de iniciacion y la
fase de resolucién. La fase de iniciacion se caracteriza por el edema tisular resultante
del aumento del flujo sanguineo y la permeabilidad vascular; procesos que estan
mediados, en parte, por mediadores lipidicos como leucotrienos, prostaglandinas,
tromboxanos, entre otros productos vasoactivos como la histamina y bradiquinina.
Posteriormente, los polimorfonucleares (PMN) migran al area dafiada, atraidos por
seflales quimicas exudadas que incluyen mediadores lipidicos proinflamatorios
(Leucotrieno B4 [LTB4]) y quimioquinas. Los PMN atraviesan la vasculatura mediante
interacciones precisas con receptores de adhesion endotelial, y posteriormente,
engloban y degradan patdégenos dentro de fagolisosomas(*?. Ademas, liberan proteinas
gquimioatractantes que promueven la migracion de monocitos. Cuando este paso se
completa, la inflamacion se resuelve mediante la muerte apoptética de los neutréfilos
gue son fagocitosis por macrofagos. Los macréfagos secretan citoquinas
antiinflamatorias tales como la interleuquina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento

transformante § (TGF-B) para inhibir la inflamacién. Los macréfagos también liberan
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mediadores pro-resolutivos especializados como las lipoxinas (LX), resolvinas (Rv),
protectinas (PD) y maresinas (MaR) necesarios para resolver la inflamacién e inducir la
cicatrizacion. Estos mediadores estimulan las células mesenquimales para iniciar la
cicatrizacion. En la etapa proliferativa, los fibroblastos y células vasculares migran al sitio
lesionado para cicatrizar el dafo. Los fibroblastos se transforman en miofibroblastos que
producen proteinas ECM y generan la cicatriz*%l,

Si bien, la respuesta inflamatoria aguda es protectora y permite la eliminacion de los
organismos invasores y la reparacion de los tejidos dafiados, esta debe ser autolimitada;
debido a que una respuesta excesiva y descontrolada es un componente unificador en
muchas enfermedades crénicas, incluidas las enfermedades vasculares, el sindrome
metabdlico, las enfermedades neuroldgicas y muchas otras, y por lo tanto un importante

problema de salud™,

1.5 Receptores de tipo Toll (TLR)

La respuesta a un dafio cardiaco es mediada principalmente por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), presentes en células del sistema inmune innato,
como las plaquetas y leucocitos. Dentro de la familia de PRR, estan los receptores tipo
Toll (TLR)&,

Los TLR reconocen PAMP y moléculas enddgenas derivadas por el dafo tisular o
DAMP!],

A la fecha, se han reconocido diez tipos de TLR en humanos. TLR 1, 2,4, 5, 6 y 10 se
localizan en la membrana celular y detectan principalmente PAMP bacterianos, mientras
que TLR 3, 7, 8 y 9 se localizan en endosomas o lisosomas, y principalmente detectan

PAMP virales!t],
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Se ha demostrado que los FC expresan el TLR-4, y que al ser activado secreta una
amplia variedad de citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesién(*",

Uno de los ligandos mas estudiado para el TLR-4 es el LPS, un componente de
membranas celulares bacterias Gram-negativas. LPS esta constituido por un glucolipido
denominado lipido A, responsable de las interacciones de la molécula con TLR4, el
oligosacarido central y el polisacérido O-antigeno. Los grupos fosfato y las cadenas de
acilo de LPS son importantes para las interacciones con TLR4, y las alteraciones en

estos pueden cambiar la molécula de ser un agonista a un antagonista®l.

Luego de la interaccion entre LPS y TLR-4, se desencadena la respuesta proinflamatoria
mediante diversas vias de sefializacion, de las cuales se regulan funciones celulares
como la sintesis de proteinas, crecimiento y supervivencia celular, entre otras.

Los ligandos de TLR-4 pueden activar la via de sefializacion de fosfatidilinositol-3-
guinasa (PI3K)/Akt. La activacion de esta via de supervivencia conduce a la activacion
de genes protectores y antiapoptoticos. PI3K al activarse fosforila PIP2, convirtiéndolo
en PIP3, lo que conduce a la activacion de Akt, permitiendo la inactivacion de factores
pro-apoptoticos, tales como Bad, procaspasa-9 y factores de transcripcion. Ademas, Akt
inactiva el gen supresor de tumores p53, mediante la activacion de MDM2, que se
transloca al nucleo para unirse a p53, impidiendo su actividad como factor de
transcripcion de genes pro-apoptéticos™ .

También la activacién de MAPK esta implicada en respuestas mediadas por TLR-4. Las
MAPK incluyen una gama de proteinas que incluyen la quinasa regulada por sefial
extracelular (ERK) 1y 2, la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) 1y 2; y la p38. ERK1/2, que
generalmente es una via de supervivencia, permite la activacion de genes protectores y
anti-apoptoticos, mediante un mecanismo que involucra Raf/MEK/ERK. Esta via fosforila
Bad, lo que resulta en su inactividad. Este proceso permite a BCL2 formar homodimeros

y procesar una respuesta antiapoptotical*e-19,
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Dentro de la cascada de reaccion, esté la via del Factor Nuclear kappa B (NF-kB). Esta
via es el principal regulador de la inmunidad innata y adaptativa; proliferacion y muerte
celular. Al fosforilar la quinasa activadora de IkB conduce a la degradacién de IkB. Esto
permite la liberacién de NF-kB, logrando translocarse al ndcleo y potenciar la expresion
de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6, entre otras), quimioquinas (MCP-1,

IL-8, IL-10) y moléculas de adhesion (E- selectina, ICAM-1 'y VCAM-1)[20-21],

1.6 Adhesion celular

En la inflamacién cardiaca, las células residentes y leucocitos infiltrados secretan
citoquinas, las cuales son las responsables de activar la transcripcion de las moléculas
de adhesion celular (CAM), los cuales median la adhesién y posterior extravasacion y
migracién de leucocitos a lo largo de la superficie endotelial. El bajo nivel constitutivo de
las CAM esta regulado positivamente tras la estimulacion de los receptores de
reconocimiento de patron endotelial, incluidos los TLR o los receptores de citoquinas
tales como el receptor 1 del factor de necrosis tumoral a (TNF-a )23,

Se han identificado cinco familias de CAM, que incluyen cadherinas, integrinas, la
superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF), selectinas y CD44. La molécula de adhesién
celular intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1),
son dos miembros de la IgSF y tienen implicaciones criticas en el reclutamiento y la
infiltracion de células inflamatorias en el sitio de la lesiébn. Ambas proteinas se expresan
en la superficie de varios tipos de células como en leucocitos, células endoteliales y
fibroblastos?¥.

La estructura del gen ICAM-1 y de VCAM-1 se rige principalmente por las vias de
sefializacion NF-kB y Janus quinasas (JAK) y sus factores de transcripciones

posteriores, denominadas STAT (transductores de sefial y activadores de la
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transcripcion). En especifico, la region promotora ICAM-1 también contiene muchos
sitios AP-1 para su expresion, a través de rutas MAPK, siendo ERK, JNK y la quinasa
p38 importantes para la expresion de ICAM-1 en células endoteliales?>28l,

ICAM-1 interactta con leucocitos a través de la porcidon 32 de las integrinas, como LFA-

1y MAC-1, mientras que los ligandos de VCAM-1 son las integrinas a4B1, a4p4 y a4p72>

27].

1.7 Resolucién de la inflamacion

Ahora se reconoce ampliamente que la resolucién de la inflamacion es un proceso
dinamico, programado y autolimitado cuya regulaciébn se logra mediante varios
mecanismos fisiol6gicos que actian tanto a nivel sistémico como local, proporcionando
control sobre las acciones reguladoras especificas de tejido necesarias para limitar la
lesién inflamatoria y restaurar la homeostasis?®l. Esto mediante mecanismos de accion
basados en agonistas enddgenos antiinflamatorios y/o pro-resolutivos, denominados
mediadores pro-resolutivos especializados (SPM).

Los SPM derivan de los acidos grasos poliinsaturados omega-3 (PUFA n-3), el acido
eicosapentanoico (EPA) y el acido docosahexanoico (DHA). El proceso por el cual los
PUFA n-3 impactan en el proceso inflamatoria comienza en la incorporacion de EPA y
DHA en las membranas celulares, donde se pueden convertir en una amplia variedad de
mediadores lipidicos bioactivos, los cuales aumentan la fagocitosis de células
apoptoticas, disminuyen la expresion de citoquinas proinflamatorias y aumentan la
produccién de citoquinas antiinflamatorias?2%, esto permite conducir al término de la
inflamacién. Los mediadores lipidicos estan compuestos por cuatro familias incluyendo

lipoxinas (LX), resolvinas (Rv), maresinas (MaR) y protectinas (PD), las cuales poseen
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potentes funciones antiinflamatorias, protectoras de tejidos y de estimulacion de la

resolucion.

1.8 Resolvinas D1y E1

Las Rv, como la D1y la E1, representan una familia de mediadores proresolutivos de la
inflamacién que se biosintetizan a partir del PUFA n-3, més especificamente del DHA y
EPA, después de varias transformaciones enziméticas secuenciales. Las Rv se aislaron
originalmente desde exudados formados en la fase de resolucion, en un modelo de
inflamacion aguda en roedores 1Y,

La RvD1 se sintetiza fisiologicamente por conversion enzimética de DHA por la 15-
lipoxigenasa (15-LOX) y 5-lipoxigenasa (5-LOX). Su produccion se ha observado
previamente en varios tipos de células y tejidos, incluyendo leucocitos PMN, células
epiteliales y endoteliales, neutrdfilos, células vasculares, sangre completa y en el
cerebro. Ademas, la produccion de RvD1 se ve reforzada por los tratamientos con
aspirina. De hecho, se ha informado que la aspirina genera 17R-HDHA a través de la
acetilacion de ciclooxigenasa-2 (COX-2), que después de la oxigenacién secuencial por
5-LOX, da como resultado la produccion de 17-epi-RvD1. Este Ultimo se conoce como
RvD1 desencadenado por aspirina (AT-RvD1)E2, Por otro lado, la biosintesis de RVE1
requiere varias enzimas, tales como COX-2 o el citocromo P450, y 5-LOX.
Particularmente, la aspirina inicia la ruta biosintética mediante la acetilacion de COX-2,
lo que puede explicar en parte los mecanismos subyacentes a los efectos beneficiosos
de la dosis baja de aspirina en las enfermedades cronicas asociadas a la inflamacion.
Es importante sefialar que el consumo de DHA y EPA no necesariamente conducira a la
metabolizacién automética de Rv en condiciones normales, esto es porque las enzimas

biosintéticas tienen bajos niveles de expresion en la mayoria de los tejidos en estados
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normales. Estas enzimas son fuertemente inducidas por la inflamacion aguda. Por
ejemplo, COX-2 y LOX-15 son inducidos en el sitio de la inflamacion periférical®.

Se han sido identificado dos receptores acoplados a proteina G (GPCR) para RvD1,
ALX/FPR2 y GPR32. El primero es el receptor de la lipoxina A4, mientras que GPR32
es un receptor huérfano, ambas identificadas en fagocitos humanos. La unién de RvD1
a estos receptores desencadena acciones dependientes de ALX/FPR2 y GPR32 como
el estimular la fagocitosis de macrdfagos y de leucocitos apoptéticost3. Ademas, en un
estudio donde se sobreexpresd ALX/FPR2 o GPR32 en macrdfagos humanos, se vio
gue la unién de RvD1 dio como resultado una mayor potenciacion de la eferocitosis,
mientras que la disminucién de ambos receptores determiné una baja en la respuesta
fagocitica estimulada por RvD134,

En literatura, se describe un efecto variado en como RvD1 interactlia con las vias de
sefalizacién. Existe evidencia en tejido hepatico, donde RvD1 no afectd a la activacion
de Akt, ERK y NF-kB®: mientras que en macréfagos de raton, RvD1 presenté una
tendencia a disminuir la actividad de NF-kB[®. Por ultimo, RvD1 activa ERK1/2 en
células conjuntivas caliciformes®’. Por lo tanto, es necesario estudiar los efectos que
presenta RvD1 sobre las vias Akt, ERK1/2 y NF-kB en FC.

La RVEL interactia especificamente con ChemR23, un GPCR. La interaccion RvE1-
ChemR23 también estimula la fagocitosis en los macréfagos, esto mediante la
fosforilacion de vias de sefializacion, incluida la proteina ribosémica S6, un objetivo
posterior de la via de sefializacién PI3K/Akt y la via Raf/ERKF . Por otra parte, la RVE1
interactua directamente con el receptor de leucotrieno B4 (BLT1), bloqueando la union
de leucotrieno B4. Al unirse RVE1 a este receptor inhibe la movilizacion de calcio, permite
la activacion de NF-kB in vitro y la infiltracién de PMN in vivo. Ademas, promueve la

apoptosis de PMN para, posteriormente, ser eliminados por macréfagos!®3-38,
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Sin embargo, en osteoclastos se ha visto que RvE1 disminuye la translocacion de NF-
KB y atenda significativamente la fosforilacion de Akt Por otro lado, RVE1 indujo la
activacion de ERK1/2 y Akt en fibroblastos de rifion/“%. Debido a esto, se debe investigar
en como interactda RVEL sobre las vias de sefializacion Akt, ERK1/2 y NF-kB en FC.
Las Rv actian como agonistas en varias células blanco, actdan tanto en PMN como en
macrofagos; y con ello, pueden estimular la resolucion, mostrando variadas acciones en
diferentes modelos de enfermedades inflamatorias.

En un modelo animal de peritonitis, se observd que RvD1 inhibe el reclutamiento de
neutrofilos y reduce LTB4, PGD2, PGF2 y TXA2 en exudados peritoneales®. Ademas,
RvD1 reduce la infiltracién de leucocitos y reduce los niveles de citoquinas en un modelo
de lesion pulmonar aguda inducida por humo de cigarrillo en las vias respiratorias de los
ratones. También promueve la diferenciacion hacia macréfagos tipo M2 y la eferocitosis
in vivo. En la uveitis en ratas, la inyeccion de RvD1 redujo de forma significativa el
trastorno ocular inducido por LPS y los PMN, los linfocitos T, asi como las citoquinas
dentro del ojol344,

Por otro lado, la RvVE1 reduce significativamente el tamafio de las lesiones de la cérnea
y la angiogénesis, asi como la infiltracibn de células T y PMN en un modelo de
inflamacioén inducida por virus del herpes simple. En pacientes con periodontitis agresiva,
los macréfagos muestran una fagocitosis reducida, la cual mejora con el tratamiento de
RVE1l. En modelos murinos de colitis, el tratamiento sistémico de RvE1 reduce la
infiltracion de PMN, asi como la disminucién de citoquinas proinflamatoriast®3-4],
Ademas, RVEL1 disminuye la infiltracién de neutréfilos pulmonares y reduce las citoquinas
proinflamatorias después de una lesién pulmonar inducida por acido e infeccién por
Escherichia coli. Un andlogo de RvVE1 mejor6 significativamente los signos y sintomas
en un ensayo clinico de fase 2 en pacientes con sindrome de ojo seco. Esta es la primera

demostracion de eficacia clinica para una nueva linea de tratamiento en base a RvI®-34,
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Estas investigaciones muestran a las Rv como posibles lineas terapéuticas para
enfermedades inflamatorias, ademas de la versatilidad de estas al extenderse a diversos
tejidos y/o patologias. Hasta la fecha se desconoce si las Rv son capaces de disminuir
las moléculas de adhesién expresadas en una respuesta inflamatoria, ICAM-1 y VCAM-
1; ademas se desconoce las vias de sefializacion que son activadas rio abajo por las Rv

en FC.

Los antecedentes anteriormente expuestos indican que: a) los FC participan en la
respuesta inflamatoria, b) la inflamacion es necesaria para el proceso reparativo después
de un dafio tisular, y c¢) las Rv disminuyen la respuesta inflamatoria. Sin embargo, hasta
la fecha, desconocemos si las Rv pueden modular la respuesta inflamatoria en los FC.

Estos antecedentes nos llevan a proponer la siguiente hipétesis:
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2. HIPOTESIS

En fibroblastos cardiacos, la Resolvina D1 y la Resolvina E1 inhiben las vias de
sefalizacién AKT, ERK1/2 y NF-kB activadas por LPS y, consecuentemente, reducen la

expresion de ICAM-1y VCAM-1.

3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que las RvD1 y RvVEL inhiben las vias de sefalizacion activadas por LPS'y, en

consecuencia, reducir la expresion de ICAM-1y VCAM-1.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+«» Demostrar que LPS activa las vias de sefializacion AKT, ERK1/2 y NF-kB.

+« Demostrar si las RvD1 y RvE1 activan las vias transduccionales AKT, ERK1/2 y

NF-kB.

% Demostrar si las RvD1 y RVEL inhiben las vias de sefializacién activadas por LPS

(AKT, ERK1/2 y NF-KB).

+«»» Demostrar que las RvD1 y RvVE1 disminuyen la expresion de ICAM-1 y VCAM-1

inducida por LPS.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Suero fetal bovino (FBS), tripsina/EDTA, medio de cultivo DMEM/F12 y compuestos
orgéanicos e inorganicos fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Germany). Estandar de
peso molecular fueron adquiridos en MaestroGen (Hsinchu City, Taiwan). Reactivos para
quimioluminiscencia mejorada (ECL) fueron comprados en PerkinElmer Life Sciences
(Boston, MA). Material de plastico estéril fue obtenido en Corning Inc. (New York, NY).
Anticuerpos primario anti ICAM-1 y anticuerpo secundario donkey Anti-goat IgG-HRP
fueron adquirido en Santa Cruz Biotechnology Inc. (Texas, EE.UU.). Anticuerpo primario
anti VCAM-1 fue comprado en Abcam (Cambridge, MA). Anticuerpo primero anti p-Akt,
anti p-P44/42 MAPK (ERK1/2), anti p-NF-kB, anti P44/42 MAPK (ERK1/2), anti NF-kB,
anti GAPDH y anticuerpo secundario anti-rabbit IgG fueron obtenidos en Cell Signaling
Technology Inc. (MA, EE.UU.). Bradford Reagent fue adquirido en Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). LPS-EB Ultrapure (E. coli O111:B4), fue comprado en InvivoGen (San Diego,
CA). RvD1 y RVE1 (CAS 872993-05- 0) fue comprado a Cayman Chemical Company
(MI, EE.UU.). Colagenasa tipo Il (CAS 9001-12-1) y Trypan Blue (CAS 15250-061)

fueron comprados a Life Tecnologies Corporation (CA, EE.UU.).

5.2 Modelo animal
Ratas Sprague-Dawley macho adultas provenientes del bioterio de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, en cumplimiento de todas las
normas éticas referidas a la utilizacion de animales. 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).
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5.3 Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiacos adultos
Se utilizé el procedimiento descrito por procedimientos ya establecidos en el laboratorio.
Brevemente, las ratas se les inyecté 1ulL/g peso corporal de solucién ketamina:xilacina
(2:1) intraperitonealmente y dejadas en lugar cerrado hasta que pierdan movilidad. Una
vez la rata perdi6 los reflejos y estuvo bajo los efectos de la anestesia, se procedi6 con
la intervencién quirdrgica. Una vez removido el corazén se coloc6 en placa de 100 mm
que contiene medio Gerard: NaCl (128 mM), KCI (4 mM), NaH2PO4 (0,19 mM),
Na2HPO4 (1,01 mM), MgS0O4 (1,39 mM), HEPES (10 mM), glucosa (5,5 mM) y piruvato
de sodio (2 mM); pH 7.4). Posteriormente, el corazén se sometié a digestion enzimatica
con colagenasa Il. La solucion obtenida fue centrifugada a 500 rpm por 1 minuto, el
sobrenadante, que contiene principalmente fibroblastos, fue centrifugado a 1000 rpm
durante 10 minutos; luego, el pellet obtenido fue re-suspendido en medio DMEM F12
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y fue sembrado en placa de cultivos
de 100 mm, dejando proliferar a los FC hasta confluencia en condiciones convencionales

de cultivo (5% de CO2y 37°C).

5.4 Pasaje celular
Para la realizacién de los experimentos, las células se mantuvieron en pasaje 0, en
medio DMEM-F12 suplementado con 10% FBS hasta confluencia. Posteriormente, los
FC fueron soltados con tripsina 1%, previo lavado con PBS 1x estéril para eliminar todo
FBS, y se contaron por el método de exclusién de Tripan Blue en camara de Neubauer.
Se sembraron FC en placas plasticas de cultivo celular de 60 mm a una concentraciéon

de 400.000 células/cm® en medio DMEM-F12 enriquecido con 10% FBS (pasaje 1).
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Una vez adheridas las células a las placas de plastico, se lavaron con PBS 1x estéril y

se mantuvieron en medio DMEM-F12 hasta la realizacién de cada experimento.

5.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida
La separacion de los extractos proteicos (obtenidos mediante el lisado celular y
cuantificados a través del método de Bradford), de acuerdo con su masa molecular, se
realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida segun Laemmli, 1970. Para la
deteccién de p-Akt, p-ERK1/2, p-NF-kB, VCAM-1 e ICAM-1 se cargaron 30 ug de
extracto proteico. Los geles concentrador (3,78 mL de upper buffer 4x [Tris base 30 g,
HCI pH 6.8; 20 mL SDS 10%, 500 mL agua destilada] + 1,98 mL A/BA [145 g Acrilamida
+ 5 g bis - Acrilamida, 500 mL agua destilada] + 150 yL APS 10% + 30 yL TEMED + 9,24
mL de agua destilada para dos geles) y separador (5 mL de lower buffer 4x [Tris base
90 g, HCI pH 8.8, 20 mL SDS 10% + 500 mL de agua destilada) + 6 mL A/BA [145 ¢
Acrilamida + 5 g bis - Acrilamida, 500 mL agua destilada] + 150 yL APS 10% + 30 pL
TEMED + 9 mL de agua destilada para 2 geles) fueron al 5% y 10% respectivamente.
La electroforesis se realizd a un voltaje constante de 100 Volt en tampén de
electroforesis 1x (Tris base 30,25 g, Glicina 144 g, SDS 10 g, agua 1000 mL para tampon

de electroforesis) durante aproximadamente 100 minutos.

5.6 Electrotransferencia de proteinas
Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana
de nitrocelulosa (BioRad) de 0,2 um a 350mA, durante 90 min en tampdén de
transferencia 1x (700 mL de agua destilada + 200 mL de metanol + 100 mL de buffer de
transferencia 10x [Tris base 302,5 g, Glicina 1440 g, 10 L agua destilada]), sumergida

en hielo.
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5.7 Inmunowestern Blot (IWB)
Una vez transferidas, las membranas se bloquearon con tampén de bloqueo (TBS;
Tween-20 0,1% (TBS-T) + leche sin grasa 5% p/v), durante 1 hora a temperatura
ambiente, y se realizaron 3 lavados suaves de 5 minutos con TBS-T al 0,1%.
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios en tampon de incubacion
(TBS-T 0,1%) a una dilucién 1:5000 para VCAM-1, 1:5000 para ICAM-1, 1:1000 para
anti p-NF-kB, 1:1000 para anti p-ERK1/2, 1:1000 para anti p-Akt, 1:5000 para anti
GAPDH durante toda la noche a 4°C con agitacion suave. Posterior a la incubacion, las
membranas se lavaron 3 veces por 5 min en TBS-T al 0,1%, y se incubaron durante 2
horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente; anti-IgG

Rabbit (1:3000) o anti-lgG Goat (1:5000) en TBS-T al 0,1%.

Posterior a la incubacién con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron
3 veces por 5 min en TBS-T al 0,1%, luego se incubaron con el sustrato
quimioluminiscente EZ-ECL para detectar las proteinas en C-DiGit ® Blot Scanner(LI-
COR Biosciences). Las imagenes obtenidas fueron sometidas a densitometria con

ayuda del programa computacional ImageJ.

5.8 Expresidén de resultados y andlisis estadistico

Los resultados se obtendran mediante el promedio + SEM, de al menos tres
experimentos independientes (n = 3). Los datos obtenidos seran analizados por ANOVA
Test de Tukey, lo que permitira determinar la significancia estadistica de los resultados,

considerandose significativa la diferencia entre dos grupos cuando su valor de p<0.05.
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5.9. DISENO EXPERIMENTAL

5.9.1 Objetivo 1
Para determinar la activacion de las vias de sefializacion p-Akt, p-ERK1/2 y p-NF-kB
estimuladas por LPS, los fibroblastos cardiacos en pasaje 1 se mantuvieron en medio
DMEM-F12 por 24 horas y se estimularon con LPS 1pg/mL durante 10, 20, 30, 60y 120

minutos. Posteriormente, se lisaron con tampén de lisis.

5.9.2 Objetivo 2
Para determinar si RvD1 o RVEL activan las vias de sefializacion p-Akt, p-ERK1/2 y p-
NF-kB, los fibroblastos cardiacos en pasaje 1 se mantuvieron en medio DMEM-F12 por
24 horas y se estimularon con RvD1 o RvE1l 100 nM durante 10, 20, 30, 60 y 120

minutos. Posteriormente, se lisaron con tampon de lisis.

5.9.3 Objetivo 3
Para determinar si RvD1 y RvE1 inhiben las vias de sefalizacion p-Akt, p-ERK1/2 y p-
NF-kB estimuladas por LPS, los fibroblastos cardiacos en pasaje 1 se mantuvieron en
medio DMEM-F12 por 24 horas fueron pre-incubados con RvD1/RvE1 100 nM durante
30 minutos, para luego ser estimulados por LPS 1pg/ml por otros 30 minutos.

Posteriormente, se lisaron con tampén de lisis.

5.9.4 Objetivo 4
Para determinar si RvD1/RVEL1 disminuyen la expresién de ICAM-1 y VCAM-1 inducidas
por LPS, los fibroblastos cardiacos en pasaje 1 se mantuvieron en medio DMEM-F12 por
24 horas fueron pre-incubados con RvD1/RvE1 100 nM durante 30 minutos, para luego
ser estimulados por LPS 1ug/ml por 24 horas. Posteriormente, se lisaron con tampon de

lisis.
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6. RESULTADOS

6.1 Activacion de las vias Akt, ERK1/2 y NF-kB por LPS en

fibroblastos cardiacos.

Por resultados anteriores de laboratorio, sabemos que el receptor para LPS, TLR4, esta
presente en FC. Sin embargo, se debe determinar las vias de sefializacién activadas por
LPS en FC. En la Figura 1, se puede observar que LPS 1ug/mL induce el aumento de
la fosforilacién, respecto al tiempo de la proteina Akt (Figura 1 A), teniendo un maximo
a los 30 min, fosforilacién que se conserva significativamente aumentada a los 60y 120
min respecto del control. De la misma forma, ERK1/2 es fosforilada de manera
significativa respecto al control a los 30 min, condicion que se mantiene hasta, por lo
menos, los 120 min (Figura 1 B); mientras que NF-kB alcanza un peak a los 30 min y se
sostiene hasta los 120 min (Figura 1 C), también de una manera significativa respecto

al control.
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Figura 1. LPS activa las vias de sefializacion Akt, ERK1/2, y NF-kB en FC. Los FC fueron estimulados por LPS 1ug/ml
por 10, 20, 30, 60 y 120 minutos. Imagen representativa de la densitometria de p-Akt (A), p-ERK 1/2 (B) y p-NF-kB (C). Como
control de carga se utiliz6 GAPDH. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 vs control. Los resultados se expresan como promedio +

SEM. (n=3)
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6.2 Evaluacion del efecto de RvD1 sobre la activacion de Akt, ERK1/2

y NF-kB en fibroblastos cardiacos.

En base a literatura, sabemos que la RvD1, en diferentes modelos celulares, posee
efectos antiinflamatorias y pro-resolutivos. Sin embargo, no existe ninguna evidencia del
efecto que tendria en FC, y menos aun el efecto de este mediador lipidico sobre la via

de sefalizacién activada por LPS: Akt, ERK1/2 y NF-kB

Los resultados fueron analizados por WB, e indicaron que la RvD (100nM) tiene una
clara tendencia a disminuir la fosforilacion basal de Akt (Figura 2 A), siendo esta
estadisticamente significativa a tiempos tempranos, 10 y 20 min, para posteriormente
aumentar de manera progresiva hasta alcanzar los niveles basales de la proteina
respecto de la condicion control. La fosforilacion de ERK1/2 se ve disminuida (Figura 2
B), presentando la mayor inhibicién a los 20 y 30 min de una manera estadisticamente
significativa respecto de la condicion control, y de la misma forma que la proteina
anterior, esta recupera sus niveles normales a los 120 min de estimulacion. Por otro lado,
NF-kB no presenta diferencias estadisticamente significativas respecto de la condicion

control (Figura 2 C).
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Figura 2. Efecto de RvD1 sobre Akt, ERK1/2, y NF-kB en FC. Los FC fueron estimulados por RvD1 100 nM por 10, 20, 30,
60 y 120 minutos. Imagen representativa de la densitometria de p-Akt (A), p-ERK 1/2 (B) y p-NF-kB (C). Se cuantificé la
relacién, pAkt/GAPDH, pERK/ERK total y pNF-kB/NF-kB total normalizado como veces sobre el control. ***p<0,001; **p<0,01;
*p<0,05 vs control. Los resultados se expresan como promedio + SEM. (n=3)
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6.3 Evaluacion del efecto de RvE1l sobre la activacion de Akt, ERK1/2

y NF-kB en fibroblastos cardiacos.

Bajo la misma légica, se debe determinar si la RVEL, por si sola, es capaz de modular
las vias de sefializaciébn Akt, ERK1/2 y NF-kB en FC, ya que, a pesar de ser
molecularmente similares, presentan receptores distintos, por lo cual, el efecto sobre la

via activada por LPS puede variar.

En la Figura 3 podemos observar que RVE1 tiene una marcada tendencia a disminuir la
fosforilacion de Akt (Figura 3 A), presentando una mayor inhibicion a tiempos
tempranos, la cual vuelve a los valores del control gradualmente con el tiempo. Para
ERK1/2 (Figura 3 B), RvE1l disminuyd significativamente la fosforilacion de esta,
alcanzando una maxima inhibicién a los 30 min, posteriormente alcanza los niveles
basales a los 120 min. Por ultimo, RVE1 gatilla la inhibicién de la fosforilacion de NF-kB
(Figura 3 C), existiendo una tendencia a mantenerla por debajo de los niveles del control

hasta los 120 min de estimulo.
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Figura 3. Efecto de RvE1 sobre Akt, ERK1/2, y NF-kB en FC. Los FC fueron estimulados por RvE1 100 nM por 10, 20, 30,
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6.4 Evaluacion del efecto de RvD1 sobre la activacion de Akt, ERK1/2,

y NF-kB gatillada por LPS en fibroblastos cardiacos.

Como se observo en la Figura 1, LPS activa las vias de sefializaciéon ya mencionadas a
los 30 min de manera significativa respecto al control, por lo que se utilizé este tiempo
para evaluar el bloqueo de esta activacion con RvD1. Ademas, sabemos por la Figura
2 gue, esta Rv tiende a disminuir por si sola la activacién de Akt, ERK1/2, y NF-kB, pero
no se sabe si es capaz de inhibir la fosforilacién frente a un estimulo proinflamatorio
como es el LPS. Ademas, para asegurar la uniformidad y consecuencia de los

resultados, es que se tomaran tiempos de 30 y 60 min de estimulacién con RvD1.

Como se puede observar en la Figura 4, LPS aumenta de manera estadisticamente
significativa la fosforilacion de Akt (Figura 4 A); se muestra que RvD1 es capaz de
disminuir significativamente los niveles de Akt activados por LPS; mientras que RvD1 a
30 y 60 min presentaron una menor activacion de la proteina. Para ERK1/2 (Figura 4
B), LPS activa una fosforilacion significativa respecto al control, pero cuando se pretrata
con RvD1 media hora antes, esta fosforilacion es prevenida de manera significativa
respecto a la respuesta de LPS. Por ultimo, se observa que los FC al ser estimulados
con LPS aumentan significativamente la activacion de NF-kB (Figura 4 C), pero al ser
pretratadas con RvD1 este aumento es impedido, siendo esta disminucion significativa

respecto a LPS. RvD1 a 30 y 60 min no presenta diferencia respecto al control.
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Figura 4. RvD1 previene la activacion de Akt, ERK1/2, y NF-kB gatillada por LPS en FC. Los FC fueron estimulados por
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posteriormente agregar LPS por 30 minutos. Imagen representativa de la densitometria de p-Akt (A), p-ERK 1/2 (B) y p-NF-
kKB (C). Se cuantificé la relacion, pAkt/GAPDH, pERK/ERK total y pNF-kB/NF-kB total normalizado como veces sobre el
control. #p<0,05; ##p<0,01 vs RvD1/LPS; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs control. Los resultados se expresan como
promedio + SEM. (n=3)

41



6.5 Evaluacion del efecto de RvVE1 sobre la activacion de Akt, ERK1/2

y NF-kB gatillada por LPS en fibroblastos cardiacos.

Al igual que en el punto anterior, se debe evaluar el efecto que tiene RvVE1 sobre un
estimulo inflamatorio, como LPS. Los resultados muestran que LPS tiene una marcada
respuesta sobre la activacion de Akt (Figura 5 A), mientras que RvE1 a 30 y 60 min
tiende a tener una menor fosforilacién. No obstante, RvE1 previno el aumento de la

fosforilacion de Akt inducida por LPS, observandose una disminucion significativa.

En el caso de ERK1/2 (Figura 5 B), se puede apreciar que LPS induce un aumento
significativo en la fosforilacién de ERK1/2; para los FC pretratados con RvVEL1 y luego con
LPS, se observa una tendencia a la disminucion de la fosforilacion de ERK1/2. De la
misma forma se ve que NF-kB (Figura 5 C), es activada de manera significativa con

LPS, pero en el caso del pretratamiento con RVE1 se ve una tendencia a disminuirla.
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Figura 5. RVEL previene la activacion Akt, ERK1/2, y NF-kB gatillada por LPS en FC. Los FC fueron estimulados por
RVE1 100 nM por 30 y 60 minutos, LPS 1ug/ml por 60 minutos y un pretratamiento de RvE1 100 nM durante 30 min, para
posteriormente agregar LPS por 30 minutos. Imagen representativa de la densitometria de p-Akt (A), p-ERK 1/2 (B) y p-NF-
kB (C). Se cuantificé la relacion, pAkt/GAPDH, pERK/ERK total y pNF-kB/NF-kB total normalizado como veces sobre el
control. #p<0,05 RVE1/LPS; *p<0,05; **p<0,01 vs control. Los resultados se expresan como promedio + SEM. (n=3)
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6.6 Evaluacion del efecto de RvD1 sobre los niveles de expresion de

ICAM-1y VCAM-1 inducidos por LPS en FC.

Por resultados de laboratorio, sabemos que RvD1 por si sola no es capaz de alterar los
niveles de expresion de ICAM-1y VCAM-1. Ademés, LPS aumenta los niveles de ambas
proteinas de adhesion con un efecto maximo a las 24 horas, por lo que se utiliz6 este

tiempo para evaluar el efecto antiinflamatorio de RvD1.

En la Figura 6 A, se puede observar que LPS aumenta significativamente los niveles de
ICAM-1, mientras que RvD1, por si sola, no muestra efecto sobre la expresion de esta
proteina. No obstante, RvD1 tiende a prevenir el aumento de expresion de ICAM-1

inducida por LPS.

En el caso de VCAM-1 (Figura 6 B), se aprecia un aumento significativo en la expresion
de VCAM-1 al estimular los FC con LPS, mientras que RvD1 practicamente no altera los
niveles de la proteina. Sin embargo, los FC al ser pretratados una hora antes con RvD1
100 nM, previno el aumento de expresion de VCAM-1 inducida por LPS, observandose

una disminucién significativa respecto a LPS.
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Figura 6. RvD1 disminuye los niveles de expresion de ICAM-1 y VCAM-1 inducidos por LPS en FC. Los FC fueron
estimulados por RvD1 100 nM durante 24 horas; LPS 1ug/ml por 24 horas y un pretratamiento de RvD1 100 nM durante 1
hora, para posteriormente agregar LPS por 24 horas. Imagen representativa de la densitometria de ICAM-1 (A) y VCAM-1
(B). Se cuantificé la relacion, ICAM-1/GAPDH y VCAM-1/GAPDH normalizado como veces sobre el control. #p<0,05 vs
RvD1/LPS; *p<0,05; **p<0,01 vs control. Los resultados se expresan como promedio + SEM. (n=3)
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6.7 Evaluacién del efecto de RvVEL sobre los niveles de expresion de

ICAM-1y VCAM-1 inducidos por LPS en FC.

De la misma forma, se debe evaluar el efecto que tiene RvVE1 sobre las proteinas de
adhesion ICAM-1 y VCAM-1 frente a un estimulo proinflamatorio como el LPS. Se debe
tomar en cuenta que, por resultados de laboratorio, RVE1l no altera los niveles de
expresion de ICAM-1y VCAM-1 a diferentes tiempos. Ademas, que LPS posee un efecto

maximo sobre ambas proteinas de adhesion a las 24 horas.

Como se puede observar en la Figura 7, LPS tiene un marcado aumento sobre los
niveles de expresion de ICAM-1 (Figura 7 A) y VCAM-1 (Figura 7 B); mientras que RvE1l
no altera la los niveles de ambas proteinas adhesién en FC. Sin embargo, se puede
apreciar que RvE1 disminuye la expresion de ICAM-1 inducidos por LPS, la cual es
significativa respecto a LPS. En el caso de VCAM-1, los resultados muestran que RvVE1l

tiende a disminuir los niveles de expresion de VCAM-1 gatillados por LPS.
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Figura 7. RVE1 disminuye los niveles de expresién de ICAM-1 y VCAM-1 inducidos por LPS en FC. Los FC fueron
estimulados por RVE1 100 nM durante 24 horas; LPS 1ug/ml por 24 horas y un pretratamiento de RvE1 100 nM durante 1
hora, para posteriormente agregar LPS por 24 horas. Imagen representativa de la densitometria de ICAM-1 (A) y VCAM-1
(B). Se cuantificé la relacion, ICAM-1/GAPDH y VCAM-1/GAPDH normalizado como veces sobre el control. #p<0,05 vs
RVE1/LPS; *p<0,05; **p<0,01 vs control. Los resultados se expresan como promedio = SEM. (n=3)
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7. DISCUSION

En la actualidad, el tema de la inflamacién involucra grandes estudios, y es conocido
como un punto unificador para muchas enfermedades crénicas, entre ellas las ECV. Por
lo cual, se hace muy importante el descubrimiento de las Rv, un término relativamente
nuevo que no ha sido estudiado en FC; sin embargo, en modelos celulares como
oculares, de pulmdn, higado, peritonitis, periodontitis, entre otros44; se ha demostrado
que las Rv tienen propiedades antinflamatorias y pro-resolutivas de la inflamacion, lo que
nos lleva a pensar en una Gt herramienta farmacolégica y posible terapia
antiinflamatoria en un modelo cardiovascular. Hasta la fecha, hay muy poca informacién
sobre el efecto que tendria sobre el tejido cardiaco, y mas especificamente, no existe

evidencia sobre el efecto que tendrian las Rv sobre los FC.

En el presente trabajo, se investigd sobre el efecto que tiene un PAMP, como es el LPS
sobre los FC. De esta manera, se emularia la actividad inflamatoria en las células.
Ademas, documentar el efecto que tienen las RvD1 y RVEL sobre los fibroblastos. Por
ultimo, se decidi6é evaluar la actividad antinflamatoria y pro-resolutiva de ambas Rv,
induciendo condiciones proinflamatorias mediante LPS; incluyendo la expresion de las

proteinas de adhesién ICAM-1 y VCAM-1, presentes en un proceso inflamatorio.

Los principales resultados indican que, RvD1 es capaz de disminuir la activacién de la
via de sefalizacion Akt, ERK1/2 y NF-kB inducida por LPS, y bajo la misma linea,
conducir a una disminucion en la expresién de ICAM-1 y VCAM-1. Por otro lado, RVE1
tiende a disminuir la activacion de la via de sefializacién inducida por LPS, mostrando

una tendencia a disminuir los de las proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1.
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7.1 Efecto de LPS sobre la activacion de Akt, ERK1/2 y NF-kB en

fibroblastos cardiacos.

Para desarrollar una respuesta inflamatoria se utiliz6 LPS a una concentracion
comunmente utilizada en el laboratorio. Este es uno de los componentes
inmunoestimulantes mejor estudiados y capaz de inducir inflamacion sistémical?.
Resultados previos de nuestro laboratorio, han demostrado que los FC expresan el
receptor TLR4, por lo cual es idéneo inducir una respuesta inflamatoria con este
componente estructural de bacterias Gram (-). Nuestros resultados mostraron que la
estimulacion con LPS induce la activacion de Akt, NF-kB y ERK1/2 a partir de los 30 min,
y que se mantiene por lo menos hasta los 120 min. Estos resultados son similares a los
descritos en monocitos y macréfagos estimulados con LPS, en los cuales se ha
demostrado que LPS activa la ruta de sefalizacion PI3K/Akt, NF-kB y ERK1/2 e induce
la expresion de genes de respuesta inflamatoria como las citoquinas IL-1, IL-6 e IL-81243],
Estos resultados son concordantes con otros estudios en macrofagos murinos donde
LPS activa de manera tardia a Akt y NF-kB“*4. En otro trabajo, se demostré que ERK1/2
es activado por LPS después de los 30 min en la linea celular RAW264.711, En
macrofagos de ratones, se observé un aumento en la fosforilacion de NF-kB inducido
por LPS a los 30 minl“®l. Por (ltimo, en una investigacién hecha en cultivos neuronales
de hipocampo, se mostr6 una activacion significativa de Akt con LPS a partir de los 30
min®’l. Si bien es cierto, se activan las mismas vias de sefializacién, las diferencias se
presentan en la temporalidad de activacion de esas vias, siendo nuestros resultados de
una cinética mas lenta de lo que se esperaria. A este respecto, otros estudios
demuestran que la activacion del receptor TLR4 gatilla este tipo de vias mediante la
activacion de otras proteinas rio arriba de las quinasas lo que podria explicar la

activacion mas tardia de Akt, NF-kB y ERK1/2441,
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Con estos resultados, se muestra que en FC LPS es capaz de activar la via de
sefializacién Akt, ERK1/2 y NF-kB. Colectivamente, con estos y otros resultados de
nuestro laboratorio, podemos concluir que LPS activa vias de sefializacion, las que

inducen un aumento de la expresion de citoquinas proinflamatorias.

7.2 Efecto de RvD1 y RVEL1 sobre la activacion de Akt, ERK1/2 y NF-

KB en fibroblastos cardiacos.

Durante la inflamacion, el DHA y EPA de PUFA n-3 estdn disponibles para la
transformacion enzimatica de varios mediadores antiinflamatorias y pro-resolutivos,
incluyendo la RvD1 y RVE1. Estas Rv, en lugar de bloquear la inflamacion en una etapa
temprana, promueven la resolucion oportuna de la inflamacién, mediante el cese de la
infiltracion de leucocitos, la disminucién de la secreciéon de factores proinflamatorios, la
estimulacién de la fagocitosis de los macréfagos, etc. Estas caracteristicas, los hacen
interesantes de estudiar en modelos de enfermedades relacionadas con la inflamacion,
caracteristicas que se han demostrados en modelos como el asma, la retinopatia y las
enfermedades periodontales*®49, Sin embargo, no existe evidencia del efecto resolutivo
que puedan tener las RvD1 y RvE1 en FC, por lo cual lo primero que se debe hacer es

evaluar el efecto que, por si sola, tienen estas Rv sobre este tipo celular.

Los resultados obtenidos dan cuenta que, RvD1 disminuyé la activacion de Akt y
ERK1/2; mientras que para NF-kB no hubo una diferencia significativa respecto al
control. Estos resultados se contraponen a un trabajo hecho en células conjuntivas
caliciformes, en las que se vio que al estimular con RvD1 promueve a la activacion de
ERK1/2 con un maximo de 20 min, la cual vuelve a niveles basales a los 30 mini®*., En

tejido hepaticos, el tratamiento de RvD1l no causa alglin cambio sustancial en la
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activacion de Akt, ERK1/2 y NF-kB®. Por otro lado, RvD1 presenta una tendencia a

disminuir la actividad de NF-kB en macrdfagos de raton®el,

En literatura se describe al factor de transcripcion NF-kB como un mediador positivo,
tanto de la inflamacién y proliferacion celular; asi como también de la inhibicion de la
apoptosis™-5l Ademads, Akt y ERK1/2 estan implicadas en la supervivencia celular®,
crecimiento celular, apoptosis®*®4, entre otras®™. Esto es relevante porque en
resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio, se demuestra que RvD1 100
nM no inhibi6é ni indujo la proliferacién en fibroblastos cardiacos neonatos (FCN). Esto
indicaria que la disminucién de estas vias no esta asociado a sobrevida, pero si a otros
efectos como, por ejemplo, la expresion de las proteinas de adhesion o la secrecion de

citoquinas.

Para RVE1 se observo que, Akt tiende a disminuir su activacion, volviendo a niveles del
control a los 120 min; ERK1/2 disminuy® significativamente su fosforilacion, mientras que
para NF-kB existe una tendencia a la inhibicién de su activacion. Estos resultados se
contradicen con lo encontrado en la literatura; en fibroblastos de rifién, RvE1 indujo la
activacion rapida de ERK1/2 y Akt, pero esta respuesta no fue sostenidal®®. En células
de ovario de hamster tranfectadas con ChemR23 humano, RVE1 activé la fosforilacién
de Akt en tiempo y dosis dependiente, de igual manera se activd ERKP®®, Mientras que
en células epiteliales corneales humanas, se observo la activacion tiempo dependiente
de la via PI3K/Akt con RvE1 0,1 uME7. Por otro lado, RVE1 disminuye la translocacion

de NF-kB y atenua significativamente la fosforilacion de Akt en osteoclastos.

Sin embargo, como se describié anteriormente, estudios in vitro han establecido que la
supervivencia celular requiere de la activacion de ERK1/2 y AKT®8: mientras que NF-kB

ha demostrado regular la proliferacién en varios tipos celulares®. Tomando estas
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consideraciones es logico observar que RVEL no active las vias Akt, ERK1/2 y NF-kB,
porque en resultados anteriores a laboratorio se demostr6 que RvE1l disminuy6 la

proliferacion en FCN.

En resumen, se observé que las RvD1 y RVEL no activan las vias Akt, ERK1/2 y NF-kB,
vias relacionadas con la proliferacion y supervivencia celular. Esto tendria respaldo con
lo investigado en FCN, en donde se mostré que las RvD1 y RvE1l no inducen la
proliferacidn ni protegen frente a Isquemia/Reperfusion. Por otro lado, la diferencia con
los resultados encontrados en literatura podria deberse a que la respuesta depende del

tipo celular o por el modelo animal utilizado.

7.3 Efecto de RvD1 y RvEL sobre la activacion de Akt, ERK1/2 y NF-

kB inducidas por LPS en fibroblastos cardiacos.

La inflamacién aguda es proceso esencialmente de defensa contra alguna infecciéon o
dafno, esta respuesta desencadena la activacion de varias vias, como PI3K/Akt,
MAPK/ERK1/2 y NF-kB, que conducen a la translocacion nuclear de AP-1 y NF-kB, las
cuales controlan la expresion de citoquinas proinflamatorias tales como IL-13 e 1L-6/6%.
La inflamacion puede ser detenida activamente por mediadores proresolutores, como la
RvD1 y la RvVEL. Investigaciones previas indican que RvD1 y RvE1 exhiben variados
efectos farmacoldgicos tales como acciones antiinflamatorias y neuroprotectoras,
supresion de la resistencia a la insulina, entre otras®Y. Sin embargo, no hay estudios que
evalten algun efecto en FC; en vista de tal situacion, se utiliz6 LPS como inductor de la
inflamacion con el fin de evaluar e investigar las acciones proresolutivas de la RvD1 Yy la

RVE1.
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Los resultados muestran que los niveles de Akt, ERK1/2 y NF-kB presentan una
tendencia a la disminucién al ser estimuladas con RvD1 por 30 y 60 min. Ademas, se
observa una marcada activacion de estas vias por parte de LPS. Sin embargo, al haber
un pretratamiento con RvD1, disminuy6 significativamente de la activacion de Akt,
ERK1/2 y NF-kB. Esto podria indicar que RvD1 estaria participando en la disminucién
de la expresion de citoquinas proinflamatorias y del cese de la respuesta inflamatoria.
Estos resultados se sustentan con otras investigaciones, por ejemplo, RvD1 inhibi6 la
respuesta inflamatoria en ratas con retinopatia inducida por estreptozocina mediante la
inhibiciéon de la fosforilacion de NF-kB y el bloqueo de la degradacion de IkBa®?, En la
linea celular PC12, se utilizé el ion 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) para emular un modelo
de Parkinson in vitro, donde se obtuvo que RvD1 disminuy6 la activacién de ERK1/2 y
NF-kB inducidos por MPP+[3, En fibroblastos de pulmén, se observé que LPS induce la
fosforilacion de Akt y ERK1/2, también se demostré que RvD1 inhibié significativamente
la fosforilacién de PI3K/AKT y ERK2; sin embargo, no hubo tal disminucién con ERK1©4,
Por dltimo, en tejido pulmonar de ratones se obtuvo que, LPS indujo la degradacion de
IkBa y aumenté los niveles de la subunidad NF-kB p65 en el nucleo; RvD1 inhibié ambos
efectos de LPS de una manera dosis dependiente. Ademas, en la misma investigacion,
LPS conduce a una alta actividad de la unién a ADN de NF-kB, pero al pretratar con 600

ng de RvD1 se observo una actividad significativamente menor(©s,

Por otro lado, RvVE1 presenta una tendencia a la disminucién de las vias Akt, ERK1/2 y
NF-kB; ademéds, los resultados dan cuenta que LPS aumentd significativamente la
activacion de Akt, ERK1/2 y NF-kB respecto al control, pero al haber un pretratamiento
con RvEL1 disminuyen significativamente la fosforilacion de Akt y presenta una tendencia
la disminucion de ERK1/2 y NF-kB. Esto indicaria una accién resolutoria de la

inflamacién, lo que estaria respaldado en varios modelos experimentales, entre ellos; en
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neutréfilos estimulados con Porphyromonas gingivalis, se hallé que activaban las vias
Akt y MAPK, pero al preincubarse con RVE1 se observo una disminucion significativa en
la fosforilacion de Akt, de la misma manera disminuyo la fosforilacién de ERK tanto en
p42 como en p44l%¢l. En células epiteliales corneales humanas y macrofagos, RVE1
inhibié la inflamacion corneal disminuyendo significativamente la produccion de
citoquinas como IL-1B y TNF-a inducidas por LPS, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus®”l. En un modelo donde se utilizé concanavalina A para inducir
hepatitis, se determiné que RvE1 suprimié significativamente la activaciéon de NF-kB;
ademas, RVE1l puede prevenir la activacion de JNK, ERK1/2 y p38, los principales
mediadores implicados en la via AP-1, conduciendo a la disminucién de los niveles de
ARN mensajero de TNF-a, IFN-y e IL-6Y, Por Gltimo, macréfagos pulmonares tratados
con IL-33 incrementaron notablemente la tincién nuclear de NF-kB p65, la cual disminuyé
de manera significativa al ser tratada con RvE1, suprimiendo la produccién de citoquinas

como IL-1B y IL-667,

Con el conjunto de estos resultados, se demuestra que, a pesar de gran variedad de
tipos celulares y modelos experimentales, el efecto de RvD1 y RVE1 es el mismo, esto
se podria deber a que poseen un mecanismo de accién similar, mas no igual. Ademas,
poseen un marcado efecto antiinflamatorio al inhibir las vias Akt, ERK1/2 y NF-kB, y se
estaria disminuyendo la activacion de factores de transcripcion como AP-1 y la
translocacion nuclear de NF- kB, factores que regulan mediadores proinflamatorios como
las citoquinas IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a y quimioquinas involucradas en varios procesos
inflamatorios®®%%, frenando asi la respuesta inflamatoria. Sin embargo, a pesar de que
RvE1l no disminuy6 significativamente la activacion de las vias ERK1/2 y NF-kB
activadas por LPS, no se puede descartar su accién antiinflamatoria, por lo cual, el paso

siguiente es evaluar si aquellas disminuciones equivalen al cese significativo de la
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secrecion de citoquinas proinflamatorias, estudio que se debera evaluar en alguna

investigacion futura.

7.4 Efecto de RvD1 y RVE1 sobre los niveles de expresion de ICAM-1

y VCAM-1 inducidos por LPS en fibroblastos cardiacos.

Extensas investigaciones que estudian el riesgo cardiovascular, se han centrado en
marcadores inflamatorios como las proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1. Estas
median la adhesion y migracion de leucocitos a células endoteliales activadas y dafiadas.
La expresion de estas moléculas se puede inducir mediante la estimulaciéon de citoquinas

proinflamatorias como IL-1B y TNF-a y endotoxinas bacterias, como LPS[?2.,

Sabiendo que RvD1 y RvEL1 tienen propiedades antiinflamatorias y actian sobre las vias
Akt, ERK1/2 y NF-kB que regulan la expresion de citoquinas, es que se evalud el efecto

de ambas Ryv frente a la expresién de ICAM-1 y VCAM-1 inducidas por LPS.

Los resultados muestran que RvD1 no modifica los niveles basales de ICAM-1y VCAM-
1, esto indicaria que RvD1 no afecta la funcionalidad en cuanto a la capacidad adhesiva
en los FC. Sin embargo, existe un marcado aumento de los niveles de ambas proteinas
de adhesién cuando los FC se estimulan con LPS, pero cuando se pretrata con RvD1
existe una disminucion significativa en los niveles de expresion de VCAM-1 y una
tendencia a la disminucion de ICAM-1. Esto indica que RvD1 participaria en la
disminucion de la expresion de las proteinas de adhesion, lo que estaria respaldado en
otras investigaciones como, por ejemplo, en tejido de rifién en la cual se demostr6é que
el tratamiento con AT-RvD1 inhibié significativamente el aumento inducido por LPS de

la expresion de ICAM-1 y VCAM-1[. En un modelo de colitis inducida por dextrano de
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sodio, se hallé que AT-RvD1 redujo significativamente la expresion de ARNm de ICAM-
1y VCAM-1 en comparacion con el grupo tratado solo con dextrano de sodio™. En la
linea celular epitelial alveolar humana A549, se observé una disminucion significativa en
la expresién de ICAM-1 inducida por IL-1B al ser pretratada con AT-RvD1["?, En células
endoteliales de vena umbilical humana estimuladas con TNF-a, se demostré que RvD1
redujo drasticamente las interaccion de las células endoteliales con los PMN de manera
dependiente a concentracion, atenuando el reclutamiento de PMN[3. En células del
endotelio coroideo de la retina (CREC) tratadas con RvD1 y luego estimuladas con IL-
18, se observé una disminucion en la expresion de VCAM-1; ademas, RvD1 inhibi6 la

transmigracioén de PMN estimulada por IL-1B a través de monocapas de CRECI™,

Por otro lado, RVE1 no alter6 los niveles basales de las proteinas ICAM-1 y VCAM-1,
pero al estimular los FC con LPS se demostré un aumento significativo de los niveles de
expresion de ICAM-1 y VCAM-1. No obstante, RVE1 previno de manera significativa la
expresion de ICAM-1 y presentd una tendencia en disminuir los niveles de VCAM-1
inducidos por LPS. De la misma manera que RvD1, estos resultados indican que RvE1l
tiene la capacidad de disminuir las proteinas de adhesion y la infiltracion de leucocitos.
Esto estaria respaldado con otras investigaciones como por ejemplo, en un modelo de
peritonitis inducida por el &cido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico, RvVE1 redujo la infiltracion
de leucocitos y la expresion de mediadores proinflamatorios como TNF-al”®. En PMN
humanos que se expusieron a RvEL, presentaron una disminucién en la migracion
transepitelial de una manera concentracién dependientel’®. En CREC se observo una
disminucién en la expresion de VCAM-1 inducida por IL-1B al ser pretratada con RvE1;
ademas, RvE1 inhibié la transmigracion de PMN estimulada por IL-1B a través de

monocapas de CRECI4, También, se informé que al inyectar RVE1 en la cavidad
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peritoneal en un ratén en un modelo de peritonitis, provocd la reduccién en el nimero de

neutrofilos’”.

En resumen, los resultados muestran que RvD1 disminuy6é de manera significativa los
niveles de expresion de VCAM-1, pero no asi de ICAM-1; y que RVE1l disminuyé de
manera significativa los niveles de expresion de ICAM-1, pero no asi de VCAM-1. A este
respecto, los resultados muestran una tendencia a la disminucién en la expresion de las
CAM; sin embargo, la proteina funcional es la que se expresa a nivel de la superficie
celular, por lo cual, para tener un resultado mas acertado se podria realizar una
citometria de flujo para evaluar solo la proteina expresada en la superficie. De todas
maneras, estos resultados sirven como antecedente para posteriores investigaciones.
Ademads, resultados anteriores de laboratorio han mostrado que en la adhesion celular
actuan proteinas como ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, entre otras. Pero este proceso
depende netamente de la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en forma simultanea, y que
basta con que una sola sea disminuida para bloquear por completo la adhesion celular.
Con estos datos y otros resultados en su conjunto, se demuestra que las RvD1 y RvE1
ejercen efectos preventivos en un contexto inflamatorio, disminuyendo la expresion de
las proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, y consecuentemente, el reclutamiento e

infiltracion de PMN al tejido dafiado.

Finalmente, en conjunto de los resultados obtenidos en esta tesis permiten demostrar
que tanto RvD1 como RVEL son participes de la resolucion de la inflamacion, mediante
la disminucién de las vias activadas por LPS y, en consecuencia, logran reducir la
expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1. Estos resultados permiten
sugerir que RvD1 y RvE1 son una potencial herramienta terapéutica en enfermedades

relacionas con la inflamacion.
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8. CONCLUSIONES

1. LPS activé las vias de sefializacion Akt, ERK1/2 y NF-kB.

2. RvD1, por si misma, disminuye la activacion de Akt y ERK1/2 y no altera la

activacion de NF-kB.

3. RVEL, por si misma, disminuye la activacion de ERK1/2 y no altera la activacion

de Akty NF-kB.

4. RvD1 inhibe las vias de sefalizacién Akt, ERK1/2 y NF-kB activadas por LPS.

5. RvE1l inhibe la actividad de Akt pero no las vias de sefalizacion ERK1/2 y NF-kB

activadas por LPS.

6. RvD1 disminuye la expresion de VCAM-1 pero no disminuy6 significativamente

la expresion de ICAM-1 inducida por LPS.

7. RvEL disminuye la expresion de ICAM-1 pero no disminuyé significativamente la

expresion de VCAM-1 inducida por LPS.
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