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RESUMEN

Histoéricamente, los fibroblastos cardiacos han sido clasificados como células que
regulan la homeostasis de la matriz extracelular, y se ha prescindido de su participacion en
el proceso inflamatorio. Sin embargo, hoy en dia son consideradas células “centinela” del
corazdn, ya que contribuyen de gran manera al inicio, mantencién y resolucién de la

respuesta al dafio cardiaco.

La necrosis del tejido provoca la liberacion de diversos patrones moleculares
asociados a dafo (DAMP’s). Entre ellos, el heparan sulfato (HS), constituyente de la matriz
extracelular, es censado por el receptor TLR-4 presente en el fibroblasto cardiaco (FC),
gatillando la cascada inflamatoria y el reclutamiento de células inflamatorias al sitio de dafio.
Esta respuesta se sostiene gracias a la secrecion de citoquinas y quimioquinas pro-
inflamatorias, sobre-expresién de moléculas de adhesion y la diferenciacion de FC a un
fenotipo denominado miofibroblasto cardiaco (MFC), que al poseer propiedades secretoras
y migratorias aumentadas comienza la formacion de la cicatriz del tejido, dando inicio a la

fase fibroética.

El cese de la respuesta inflamatoria es un proceso activo y cuando las sefiales de
freno son insuficientes, la respuesta se perpetla dando origen a enfermedades como
arritmia e insuficiencia cardiaca. Dentro de las sefiales de freno, las resolvinas han
mostrado potentes efectos anti-inflamatorios reduciendo el reclutamiento de leucocitos y
promoviendo la eliminacion de restos celulares por parte de los macréfagos. A la fecha, no

hay estudios sobre los efectos de resolvinas cuando FC son tratados con HS.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la resolvina D1 (RvD1) en las
vias transduccionales ERK1/2 y NF-kB, los niveles de ICAM-1 y VCAM-1, ademas de la
adhesioén de células mononucleares de bazo FC sobre FC, bajo un estimulo endégeno. Se

demostr6 que la RvD1 disminuye la actividad de p65/NF-kB y el aumento de moléculas de
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adhesion inducido por HS. En consecuencia, RvD1 mostrd atenuar el aumento de adhesion
de SMC a FC, posicionandola como una alternativa de gran valor terapéutico en el curso

de patologias cardiovasculares.
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RESOLVIN D1 PREVENTS THE INCREASE OF ICAM-1 AND VCAM-1 INDUCED BY
HEPARAN SULFATE IN CARDIAC FIBROBLASTS

Historically, cardiac fibroblasts have been classified as cell regulating extracellular
matrix protein homeostasis, and their participation in the inflammatory process has been
overlooked. However, nowadays they are considered "sentinel" cells of the heart, since they
contribute greatly to the initiation, maintenance and resolution of the cardiac damage

response.

Tissue necrosis causes the release of various molecular patterns associated with
damage (DAMP's). Among them, heparan sulfate (HS), constituent of the extracellular
matrix, is counted by the TLR-4 receptor present in the FC, triggering the inflammatory
cascade and the recruitment of inflammatory cells to the damage site. This response is
sustained thanks to the secretion of pro-inflammatory cytokines and chemokines, over-
expression of adhesion molecules and the differentiation of FC to a phenotype called cardiac
myofibroblast (MFC), which owing to its increased secretory and migratory properties begins

the formation of scar tissue, starting the fibrotic phase.

The cessation of the inflammatory response is an active process and when the brake
signals are insufficient, the response is perpetuated giving rise to diseases such as
arrhythmia and heart failure. Within the brake signals, resolvins have shown potent anti-
inflammatory effects by reducing the recruitment of leukocytes and promoting the removal
of cellular debris by macrophages. To date, there are no studies on the effects of resolvins

when FC are treated with HS.

The objective of this work was to evaluate the effects of resolvin D1 (RvD1) in
transduction pathways ERK1/2 and NF-kB, ICAM-1 and VCAM-1 levels, as well as the
adhesion of spleen mononuclear cells over FC, under an endogenous stimulus. It was

shown that RvD1 decreases the activity of p65 / NF-kB and the increase in adhesion
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molecules induced by HS. Consequently, RvD1 showed attenuating the increase of
adhesion of SMC to FC, positioning it as an alternative of great therapeutic value in the

course of cardiovascular pathologies.

13



1. INTRODUCCION

1.1. Tejido cardiaco

En el corazén mamifero la funcion cardiaca se regula mediante una serie de eventos
coordinados entre los grupos celulares mayoritarios que residen en este érgano. Dentro del
grupo de células no-musculares, los fibroblastos cardiacos (FC) son las células encargadas
de regular la homeostasis de la matriz extracelular (ECM) y asi las sefiales mecanicas,
quimicas y eléctricas (Porter y Turner, 2009). Esta matriz esta compuesta principalmente
por colageno, formando una red tridimensional que cubre agrupaciones de miocitos
proporcionando soporte al stress mecanico. Dado esto es la importancia de una funcion
apropiada de los FC, que va mas alla de mantener la ECM (Porter y Turner, 2009). A pesar
de su gran presencia en el tejido cardiaco, los FC han sido histéricamente pasados por alto
a la hora de comprender los mecanismos que rigen el desarrollo cardiaco, fisiologia y

desarrollo de patologias.

Cuando el proceso inflamatorio se desregula en el tejido cardiaco, este va perdiendo
contractibilidad y la capacidad para bombear la sangre a los demas 6rganos (Lunde et al,
2016) . Es decir, pierde su funcion. La inflamacién en el corazén puede ser provocada por
factores exdgenos: virus, bacteria, hongos, etc. resultando en un proceso no-estéril.
También por IM, HTA, agentes quimicos o factores asociados a la respuesta inmune, como
desencadenantes de una respuesta inflamatoria estéril (Zheng et al. 2011) y enfermedades
autoinmunes (Fairweather et al., 2012). Aunque cada uno de estos estados patolégicos son
de distinta etiologia, patogénesis y evolucién tienen en comdn varios mecanismos

inflamatorios.

Recientemente, los FC han llamado la atencion de los investigadores por su funcion
secundaria en el proceso inflamatorio, importante en la patogénesis de enfermedades

cardiovasculares.
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Muchas de estas funciones de los FC son llevados a cabo mediante diferenciacion a
miofibroblastos (MFC), células que son capaces de expresar proteinas contractiles,
incluyendo la actina de musculo liso alfa (a-SMA), ademas de presentar propiedades
secretoras aumentadas (Lunde et al, 2016). El stress mecéanico y citoquinas, e.g., factor de
crecimiento transformador B (TGF-B), son las principales sefales responsables en la
diferenciacion (Dobaczweski et al., 2011). Los MFC responden a estos estimulos alterando
su actividad proliferativa y migratoria, modificando el recambio de la ECM a través de una
produccién alterada de metaloproteinasas (MMP) de matriz y colageno, y modulando la
secrecion de citoquinas bioactivas (TNFa, IL-1, IL-6, TGFB), péptidos vasoactivos (Ang I,
ET-1, ANP, BNP) y factores de crecimiento (e.g., VEGF) (Porter y Turner, 2011). Sin ir mas
lejos, las fibras de colageno producidas por los MFC luego de un infarto al miocardio
conforman la cicatriz del tejido. Ademas del proceso de cicatrizacién en la regién, ocurre
fibrosis y crecimiento de cardiomiocitos en las zonas no infartadas causando alteraciones
en la forma y tamafio del corazén, un proceso llamado remodelamiento cardiaco (Lunde et

al., 2016).

Respecto a esto, la capacidad que tienen los FC para responder de manera eficiente a
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS) o patrones moleculares asociados
a dafio (DAMPS) secretando una amplia gama de citoquinas y de quimioquinas, ha
replanteado el rol de estas células, catalogandolas como “centinelas” debido a sus

funciones en el proceso inflamatorio (Diaz-Araya et al., 2015).

1.2. Receptor TLR-4

Los TLR son una familia de receptores de transmembrana tipo | expresados en células
del sistema inmune innato, con funciones de primera linea en la defensa contra patégenos

(Uematsu y Akira, 2008). Los dominios citoplasmaticos de los TLRs son altamente
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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 (Ig), mientras que los TLR poseen repeticiones ricas en leucina (LRR).
Estas ultimas son las encargadas del reconocimiento de diversos patrones moleculares

(Akira et al., 2006).

Estos receptores reconocen y son activados por motivos estructurales altamente
conservados conocidos como PAMP’s, entre ellos el LPS, que son exclusivamente
expresados por bacterias o también pueden reaccionar frente a DAMP’s como HMGB1,
fibronectina ED-A, y heparan sulfato (HS) (Okamura et al., 2001; Tsung et al., 2005; Wong
etal., 2011) liberados al espacio extracelular luego de dafio al tejido (Chen y Frangogiannis,
2013). Recientemente, ha aumentado la evidencia de la actividad de los TLR en células no-
inmunes, como los fibroblastos. Por ejemplo, la activacion del TLR2 en fibroblastos
gingivales se encontré que promueve la secrecion de citoquinas (Into et al., 2010) y el TLR3
se caracteriz6 como un factor crucial en la diferenciacion de FC a MFC en fibroblastos
pulmonares (Sugiura et al., 2009). Ademas, TLR4 promueve la proliferacion, liberaciéon de
citoquinas, fibrosis y remodelamiento del ventriculo izquierdo (Zeuke et al., 2002; Timmers
et al., 2008; He et al., 2012). El receptor TLR-4 ha sido el mas estudiado debido a evidencia
gue lo relaciona con la iniciacién y resolucidn de respuestas inflamatorias (Sabroe et al.,

2008).

La estimulacion de TLR4 promueve la activacion de dos vias de sefalizacion: (a) la via
independiente de MyD-88, la cual activa IRF-3 y lleva a la produccién de interferén tipo | y
(b) la via dependiente de MyD-88, que implica la activacion temprana de NF-kB induciendo
la expresion de citoquinas pro-inflamatorias. Por medio de la segunda via, TLR recluta y

activa varias quinasas rio abajo como IRAK-1, IRAK-4 y otras que conlleva a la activacion
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y migracién nuclear de NF-kB (Diaz-Araya et al., 2015). TLR4 se encuentra ampliamente
expresado en el miocardio y sus niveles aumentan en varios modelos de infarto cardiaco
(Frantz et al., 2008). El knock-out de este receptor en ratas sometidas a infarto, muestran
menor hipertrofia y remodelado cardiaco asociado a una disminucién en el tamafio del
infarto y a una menor respuesta inflamatoria (Riad et al., 2008). Considerando que los FC
son capaces de expresar este receptor y la relacion que posee este tipo celular en las
patologias cardiacas, parece evidente que TLR-4 cumple un rol importante en la

modulacion de la fibrosis y remodelado en el corazén.

1.3. Heparéan sulfato

Heparan Sulfato es un glicosaminoglicano (GAG), particularmente, un polisacéarido
lineal compuesto de subunidades de &cido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina
alternadamente (Lunde et al, 2016). Este polisacarido lineal no ramificado se encuentra
unido en sitios especificos con residuos de serina a proteinas denominadas proteoglicanos
(Strand et al., 2015). Los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) estan presentes en la
superficie celular y MEC de varios tejidos. Entre todos los tipos de HSPG, s6lo algunos
poseen siempre 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 XVIII (Gotte,

2003).

La importancia de HS y su interaccion electrostatica con ligandos ha sido claramente
demostrada en el desarrollo, homeostasis y patologias en todas las células de mamiferos
y sus sistemas (Bishop et al., 2007). Debido a su ubicacion, los HSPG estan involucrados

directamente en procesos inflamatorios. Se ha descrito que participan en adhesion celular,
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como receptores de quimioquinas, reservorio de citoquinas, en migracion de leucocitos,
modulacion de la actividad angiogénica y sefalizacion celular (Parish, 2001; An et al.,
2010). Ademas de estas interacciones, una parte importante de la funcién de estos
proteoglicanos es la liberacion enzimatica del dominio extracelular sustituido por el GAG
hacia la ECM y los fluidos del cuerpo. Se ha visto que la actividad degradativa de
heparanasas, metaloproteinasas, especies reactivas de oxigeno (ERO) y leucocitos gatilla
la escision y liberacion de HS, que actia como DAMP y ligando del TLR4 (Fridman et al.,
1987; Raats et al., 1997; Johnson et al.,, 2002), con consecuencias en el proceso
inflamatorio como activacion de leucocitos y secrecion de citoquinas (Akbarshahi et al.,
2011; Brennan et al., 2012; Goodall et al., 2014). Incluso, FC y CM muestran niveles
elevados de moléculas de adhesion celular, e.g., ICAM-1 y VCAM-1 acompafiados de una
activacion de la via NF-kB al tratarlos con fragmentos escindidos de sindecano-4, un HSPG
(Strand et al., 2015). Esta evidencia sugiere que la porcion sustituida con HS induce
cascadas de sefalizacion pro-inflamatorias, incluyendo vias que promueven la infiltracion

de células inmunes.

1.4. Moléculas de adhesién celular

Las moléculas de adhesién celular son proteinas de superficie involucradas en modular
la comunicacion 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 otorga estabilidad y afinidad por
diversos contrareceptores (Springer, 1990). La molécula de adhesion intercelular (ICAM-1

0 CD54) y la molécula de adhesién vascular (VCAM-1 o CD106) son dos miembros de la
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IgSF que tienen implicancia critica en el reclutamiento e infiltracién de células inflamatorias
al sitio de injuria. VCAM-1 une linfocitos y monocitos en circulacion que expresan las
integrinas a4p4 y a4p7, mientras que ICAM-1 es el contrareceptor para integrinas 32, como

LFA-1y Mac-1 (Bevilacqua et al., 1994).

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 estd temporalmente asociado con el secuestro e infiltracion de
leucocitos en el tejido del miocardio. En la inflamacion cardiaca, las células residentes y
leucocitos infiltrados secretan citoquinas capaces de activar la transcripciéon de CAMs,
aumentando los niveles basales y perpetuando el reclutamiento y transmigracion
(Bevilacqua et al., 2003). Ademas, se ha demostrado que DAMPs liberados en la zona del
dafio cardiaco aumentan niveles de CAMs y actdan de manera similar a citoquinas (Chen

y Nufiez, 2010).

1.5. Resolvinas

Las resolvinas son mediadores lipidicos especializados (SPM) end6genos, derivados
de la sintesis transcelular entre células endoteliales y leucocitos (esto significa que se
requieren dos tipos celulares para su sintesis). Los SPM se identificaron en exudados
inflamatorios y hasta la fecha se han identificado cuatro familias distintas: Lipoxinas (Lx),
Resolvinas (Rv), Protectinas (PD) y Maresinas (MaR). Hasta la fecha, todos los SPM
parecen estar involucrados en la resolucion de la inflamacién aguda, actuando como
potentes agonistas que pueden controlar la duraciéon y magnitud de la inflamacién. De entre
las nuevas clases de SPM, las Rv corresponden a pequefias moléculas estereoespecificas
identificadas por primera vez por andlisis basado en sistemas lipidomicos de exudados

murinos asociados a la resolucion espontanea de la inflamacion aguda. El &acido
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eicosapentaenoico (EPA) da origen a la serie E de las resolvinas (RvE1), mientras que el
acido decosahexaenoico (DHA) origina la serie D de las resolvinas (RvD1). Sus receptores
son ChemR23 y ALX/FPR2 (ambos asociados a proteina G Gi/Go), respectivamente, y se

encuentran distribuidos en una gran variedad de tejidos (Serhan et al., 2011).

Entre las funciones mas importantes de las Rv se encuentran el bloqueo de la
produccion de mediadores pro-inflamatorios y la disminucién del trafico de leucocitos. En
este sentido, se ha observado in vivo que las Rv detienen la infiltracién y transmigracién de
PMN, ademas de reducir la expresion de citoquinas (Serhan et al., 2011). Investigaciones
recientes, demuestran que las Rv no solo son mas potentes que los tratamientos actuales
con antiinflamatorios, sino que ademas, su utilidad se extiende a diversos tejidos y/o
patologias incluyendo: vascular, respiratorio, dérmico, renal, ocular, cancer, fibrosis y

cicatrizacion, pero poco se sabe de su utilidad a nivel cardiaco (Chiang y Serhan, 2017).

1.5.1. ResolvinaD1

Las resolvinas de la serie D son una nueva familia de mediadores lipidicos derivados
del &cido docosahexaenoico (DHA) que acttan en la fase de resolucion de la inflamacion,
un proceso bioquimicamente activo (Serhan et al., 2000). EI DHA es convertido a través de
una serie de oxigenaciones enzimaticas. La resolvina D1 es producida en exudados
resolutivos in-vivo y es un producto de biosintesis trans-celular entre leucocitos y células
endoteliales. RVD1 también se ha identificado en sangre y cerebro de ratas, como también
en pescados. Su sintesis implica la accion de las enzimas 15-lipooxigenasa y 5-
lipoxigenasa (15-LOX, 5-LOX) (Kain et al., 2015). Otra via para la biosintesis de resolvina
D1 es activada por aspirina que acetila a la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) que convierte

DHA a 17R-HDHA. Luego, esta molécula es convertida por la 5-LOX para dar como
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producto AT-RVD1. La rapida conversibn de RVD1 por la enzima eicosanoide
oxidoreductasa a 8-oxo y 17-ox0-RVD1 disminuye en gran medida su bioactividad (Serhan,

2014).

En el corazén, la administracion de RVD1 ha demostrado ser una molécula pro-
resolutiva en la inflamacion provocada por IM reduciendo la expresién de proteinas de la
ECM y depdésitos de coldgeno limitando la progresion hacia disfuncion del ventriculo
izquierdo. Ademas, disminuyo el tréfico de leucocitos hacia la zona de dafio modulando la
salida de células inflamatorias desde el bazo, aument6 la expresion de su receptor
ALX/FPR2 y de la enzima 5-LOX, enzima que participa en su biosintesis (Kain et al., 2015).
Resultados de nuestro laboratorio han demostrado la presencia del receptor ALX/FPR2 en
fibroblastos cardiacos de rata, por lo que resulta llamativo ver los efectos en estas células

cuando se les somete a un estimulo pro-resolutivo en un ambiente pro-inflamatorio.

1.6. Inflamacion del tejido cardiaco

La inflamacién cardiaca se inicia para reparar el tejido dafiado, remover restos celulares
e iniciar el proceso de cicatrizacion. Este proceso agudo es necesario en caso de infarto o
infeccion, pero se vuelve cronico en patologias como hipertension, ateroesclerosis o fibrosis
(Marchant et al., 2012). Es decir, cuando se somete al corazén a un permanente estado
inflamatorio, ocurre el remodelado cardiaco. Dado esto, es que se han estudiado
alternativas terapéuticas que actien en la cascada inflamatoria para prevenir el
remodelamiento cardiaco, con resultados promisorios (Kempf et al, 2012). En este sentido,
el fibroblasto juega un rol crucial en este proceso. Antes se creia que las acciones
antiinflamatorias eran exclusivas de células del sistema inmune, tales como neutréfilos y
monocitos, sin embargo, las células residentes del tejido cardiaco, como los fibroblastos,

ademas de mantener la homeostasis de la arquitectura celular, también pueden actuar en
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el proceso inflamatorio secretando quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesion que

favorecen la inflitracion leucocitaria.

La mayoria de las células inmunes que son reclutadas al sitio del dafio durante la
ocurrencia de un infarto cardiaco son capaces de expresar el receptor de TLR4 (Akira y
Takeda, 2004). Sumado a esto, algunos resultados de nuestro laboratorio han confirmado
la presencia y activacion de este receptor tras el estimulo con LPS en FC y MFC (Ayala,
2014) lo que también se ha observado en modelos de fibrosis pulmonar, donde TLR4
también ha sido detectado en células estructurales residentes del tejido como fibroblastos
pulmonares y células epiteliales (Hubbard y Rothlein, 2000). En células endoteliales, LPS
activa el TLR4 e induce la activacién de las vias de sefalizacion NF-kB, P38 y ERK 1/2, a
través de las cuales se induce la expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1y
E-selectina), conjuntamente con la produccion de citoquinas inflamatorias, y quimioguinas

(entre ellas IL-8, IFNa, IFNB, IL-1B, MCP-1 y TNFa) (Edfeldt et al, 2002).

Asimismo, resultados de nuestro laboratorio han mostrado que HS induce un aumento
en la expresion de las proteinas de adhesion celular ICAM-1 y VCAM-1 (Landaeta, 2014) y
que los FC son capaces de adherir polimorfonucleares (PMN) y monocitos (Olivares, 2016).
Con respecto a esto y pese a la extensa literatura que hay acerca de las citoquinas pro
inflamatorias y pro fibréticas liberadas por los FC y MFC, tras un infarto cardiaco; no se
conoce con exactitud como contribuye el receptor TLR4 a la secrecion de estas proteinas,
ni cdmo es que esta activacion regula la transicién desde una fase inflamatoria a una
fibrotica. Ademas, a la fecha no hay estudios que evallen la actividad pro-resolutiva de las
resolvinas en fibroblastos cardiacos luego de estimulacion con heparan sulfato, simulando
una causa enddgena que propicie la inflamacion. Con el objetivo de dar respuesta a estas

interrogantes, se plantea la siguiente hipotesis.
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2. HIPOTESIS

“En el fibroblasto cardiaco, la Resolvina D1 disminuye los niveles de ICAM-1 y VCAM-

1y consecuentemente la adhesién de monocitos inducidos por heparan sulfato ”

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad moduladora de Resolvina D1 en la expresién de ICAM-1/VCAM-1,

y adhesién de monocitos a fibroblastos cardiacos inducida por Heparan Sulfato

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar vias de sefializacion (ERK1/2 y NF-kB), activadas por HS y RVD1 en fibroblastos

cardiacos

Demostrar que heparan sulfato induce un aumento en la expresion de CAM'’s via TLRA4.

Demostrar que la Resolvina D1 disminuye la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en FC

estimulados con HS.

Demostrar que la Resolvina D1 disminuyen la adhesion de SMC en un cultivo en

monocapa de FC.

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
guimioluminiscencia (ECL) fueron comprados en PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA).
Material de plastico estéril fue obtenido en Corning Inc. (New York, NY). Anticuerpo primario
P-p44/p42 MAPK (T202/Y204) rabbit mAb, P-NF-kappaB p65 (s536)(93H1) rabbit mAb,

GAPDH (14C10) rabbit mAb, anticuerpo secundario Anti-rabbit IgG HRP-linked antibody fue
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comprado a Cell Signaling Technology (CST)(MI, EEUU). Anticuerpo primario anti ICAM-1
y anticuerpo secundario donkey anti-goat fue adquirido en Santa Cruz Biotechnology Inc.
(Texas, EEUU). Anticuerpo primario anti VCAM-1 fue comprado en Abcam (Cambridge,
MA). Heparan sulfato de rifion bovino, Bradford Reagent y Ficoll-Histopaque® 1077 fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Colagenasa tipo Il (CAS 9001-12-1) y Trypan
Blue Stain (CAS 15250-061) fueron comprados a Life Tecnologies Corporation (CA, EEUU).

RvD1 (CAS 872993-05- 0) fue comprado a Cayman Chemical Company (Ml, EEUU).

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.

5.3. Aislamiento de fibroblastos cardiacos

FC fueron aislados de ratas macho Sprague-Dawley (6-8 semanas de edad), usando
digestién enzimatica. 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,
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penicilina 100 Ul/ml, amfotericina B 0,25 pg/ml) y cultivados en una atmésfera con

5%C02/95%0, y 37°C hasta confluencia (10-13 dias).

5.4. Aislamiento de células polimorfonucleares de bazo

Para la obtencién de SMC (células mononucleares de bazo, principalmente linfocitos y
monaocitos), se disectaron bazos de rata Sprague-Dawley desde la cavidad abdominal, los
cuales fueron recibidos en una placa con 4 mL de PBS 1X estéril para luego ser triturado y
filtrados a través de un tamiz de disociacion celular (tamafio de poro: 380 um) hasta la
obtencion de una suspension homogénea. Para depletar granulocitos y eritrocitos, se utiliza
Ficoll-Histopaque® 1077, el cual se utiliza en relacion 1:1 con lo obtenido en la suspension
celular, para luego ser centrifugada en centrifuga swinging bucket con rotor en 180° a
temperatura ambiente por 30 minutos y 400G. Se producira una interface rica en SMC, la
cual fue recibida y lavada dos veces con PBS 1X, pH 7,4. Finalmente, los SMC purificados

fueron centrifugados y re-suspendidos en PBS + 3% FBS para experimentos posteriores.

5.5. Pasaje celular

Para la realizacion de todos los experimentos, las células se mantuvieron en pasaje 0
en medio DMEM/F12 suplementado con SFB al 10% hasta alcanzar confluencia de un 90%.
Posteriormente, se lavaron las placas con PBS 1X y las células se soltaron con
tripsina/EDTA 0,05% en PBS 1X estéril, las cuales fueron contadas por el método de
exclusion de Azul de Tripan. Luego, se sembraron 400.000 cel/cm? en placas de cultivo de
60 mm para la determinacion de proteinas fosforiladas y moléculas de adhesion. Ademas,
se sembraron 60.000 cel/cm? en placas de 35 mm para los ensayos de adhesion.
Transcurridas 4 horas, los fibroblastos se encuentran adheridos a la placa. Son lavados y

se privan de suero con medio DMEM/F12 por 24 para ensayos posteriores.
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5.6. Western blot (WB)

Cantidades equivalentes de proteina fueron separadas mediante SDS-PAGE. Las
muestras se recolectaron de placas de cultivo de 60 mm previamente lavadas con PBS frio
no estéril (1 mL x 2). Luego, se agregaron 60 uL de amortigllador de lisis y se procedio a la
recoleccién de la muestra raspando gentilmente la placa de cultivo. Posteriormente, se
recolecté en tubos Eppendorf de 1,5 mL para someterlas a centrifugacién por 10 min a
15.000 rpm. Se descarto el pellet y 5 pL fueron utilizados para cuantificar la proteina total
de la muestra empleando el método de Bradford (Bradford, 1976). Por otro lado, a los 55
uL de muestra remanente se le agregé buffer de carga 3X y se calentaron a 100° C para
completar la desnaturalizacion. 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 1:3000, VCAM-1 1:10.000, p-NF-kB
1:1000, p-ERK 44/42 1:2000, GAPDH 1:1000) durante la noche a 4°C. Se incubé el
anticuerpo secundario (1:3000) por 1 h a temperatura ambiente. Se utiliz6 ECL para la
inmunodeteccion. Los niveles de proteina fueron determinados mediante densitometria

utilizando ImageJ (Bethesda, MD) y normalizados con el nivel correspondiente de GAPDH.

5.7. Ensayos de adhesién in vitro y tincidn con cristal violeta

Se sembraron 60 mil células en DMEM-F12 + FBS 10% en placas de 35 mm para
estimulo correspondiente. Transcurrido el tiempo de estimulo, se retiré el medio y se lavo
una vez con PBS 1X estéril, para luego agregar DMEM-F12. Teniendo este nuevo medio
de cultivo, se agregaron células leucocitarias en relacion 1:5 (FC:SMC) y se incubaron
durante dos horas. Luego, se retiré el medio y se lavé suavemente la placa dos veces con

PBS 1X estéril. Se agreg6é 1 ml de cristal violeta (5 mg/ml, MeOH 20%) y se dejé actuar
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durante 20 minutos. A continuacioén, se lavaron las placas con agua destilada y se dejé

secar a temperatura ambiente para finalmente analizarlas mediante microscopia éptica.

5.8. Andélisis 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 continu6 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 utilizé el software GraphPad Prism 6.0 (La Jolla, CA) para

los analisis estadisticos.
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6. RESULTADOS

6.1. Evaluacion de la activacion de vias transduccionales ERK1/2 y NF-kB por
HS en FC

Resultados de nuestro laboratorio han relacionado la activacion de estas vias mediante
el receptor TLR-4 con los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 en fibroblastos cardiacos adultos
(Olivares, 2016), por lo que se evalud su fosforilacion inducida por un mediador estéril en
este tipo celular. Las células se estimularon con HS (10 ug/mL) a tiempos de 15, 30, 60 y
120 min. Transcurrido el tiempo fueron lisadas con tampén de lisis y se identificd la

fosforilacion de la proteina mediante western blot.

En primer lugar, en la figura 1A los resultados muestran que a los 15 minutos de
estimulo, HS induce la activacion de la via ERK1/2 alcanzando la méxima fosforilacion a
las 2 horas post-estimulo. Por otra parte, la figura 1B muestra la fosforilaciéon de la via
p65/NF-kB inducida por HS y se observa que a los 30 min ya existe activacion de esta via
de sefializacion (1,4 veces sobre el control), alcanzando un maximo a las 2 horas (1.6 veces

sobre el control).
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Figura 1. Efecto de HS en los niveles de p-ERK1/2 y p65 en FC. FC se trataron con HS (10 pug/mL) durante
120 min. A) niveles de expresion de p-ERK1/2. B) niveles de expresion de p-65-NF-kB. Los niveles proteicos se
determinaron mediante western blot. En la parte superior se muestra un blot representativo y en la parte interior
el analisis grafico. Como control de carga se utilizo GAPDH. Los resultados se expresan como promedio (+ DS)
de al menos 3 experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01 vs control).
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6.2. Evaluacion del efecto de RVD1 sobre vias transduccionales ERK1/2 y NF-
KB en FC

A continuacién, se evalué el efecto de RvD1 sobre las vias transduccionales que son
activadas por HS al interaccionar con el receptor TLR4. Para esto, los fibroblastos cardiacos
adultos se estimularon con RVD1 (100 nM) a tiempos de 15, 30, 60 y 120 min. Transcurrido
el estimulo, se procedi6 a lisar las células y se cuantificé la proteina fosforilada mediante

western blot.

Los resultados graficados en la figura 2A, muestran que a partir de los 15 minutos se
obtiene una respuesta celular, manifestando un maximo de fosforilacion en la via
transduccional ERK1/2, aumentando en la actividad dos veces sobre el control, con un
decaimiento en los niveles de expresién de pERK1/2, conforme transcurre el tiempo de

estimulo.

Por otra parte, los resultados del efecto de RvD1 sobre la via NF-kB muestran que hay
una disminucién en la fosforilacion de p65-NF-kB, llegando a la mitad respecto al control a
los 30 min de estimulo, como muestra la figura 2B, aunque los resultados no mostraron

significancia.
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Figura 2. Efecto de RvD1 sobre los niveles de p-ERK1/2 y p65 en FC. FC se trataron con RvD1 (100 nM).
Los niveles proteicos se determinaron mediante western blot. A) niveles de expresion de p-ERK1/2. B) niveles
de expresion de p-65-NF-kB. En la parte superior se muestra un blot representativo, y en la parte inferior el
analisis grafico. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. Los resultados se expresan como promedio (+ DS)
de al menos 3 experimentos independientes (*p<0,05 vs control).
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6.3. Efecto preventivo de RVDL1 sobre las vias transduccionales ERK1/2 y NF-
KB en fibroblastos estimulados con HS

Para determinar si la RvD1 muestra algun efecto sobre la activacion de estas vias
previo a un estimulo pro-inflamatorio (HS), se pre-trataron fibroblastos cardiacos adultos
con RVD1 (100 nm) y 30 min después se estimularon con HS (10 pg/mL). Los niveles de

proteinas fosforiladas fueron cuantificadas mediante western blot.

La figura 3A muestra los resultados del efecto sobre la via ERK1/2. Estos sefialan que
al pre-tratar los FC con RvD1 se observa una mayor fosforilacion con respecto a HS (1,25
veces sobre el control) y que RvD1 por si sola (1,5 veces sobre el control), obteniéndose
una activacion de 1,7 veces sobre el control con ambos estimulos presentes presumiendo

una respuesta aditiva.

Por otra parte, la figura 3B muestra el efecto de resolvina sobre la activacion de la via
NF-kB inducida por HS. Los resultados sefialan que el grupo con pre-tratamiento de RvD1
muestra una menor fosforilacion de p65 que el grupo estimulado solo con HS (1,5 veces

sobre el control), llegando a niveles cercanos mostrados por el grupo control.
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Figura 3. Efecto de RvD1 sobre niveles de p-ERK1/2 y p65 inducidos por HS. FC se trataron con HS (10
png/mL) y/o RVD1 (100 nm). A) niveles de expresion de p-ERK1/2. B) niveles de expresion de p-65-NF-kB.
Para ver el efecto preventivo se pre-incub6 30 min antes con RVD1 y luego con HS. En la parte superior se
muestra un blot representativo. Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al menos 3
experimentos independientes (*p<0,05 vs control y #p<0,05 vs HS).
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6.4. Efecto de RVD1 sobre el aumento de ICAM-1 y VCAM-1 inducido por HS
en FC.

Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que HS induce un aumento en los
niveles de las proteinas ICAM-1 y VCAM-1 en FC, proteinas que son cruciales en la
interaccion con células inflamatorias (Olivares, 2016). Dado esto, es que se evaluo el efecto
de RVD1 sobre estas moléculas de adhesion en un contexto pro-inflamatorio. Para ello, se
pre-trataron FC con RVD1 durante 30 min y posteriormente las células se estimularon con
HS durante 24 horas. Finalizado el estimulo, se procedié a la lisis de las células y a la

cuantificacién de los niveles de proteina mediante western blot.

La figura 4A, muestra que HS induce un aumento en los niveles de VCAM-1,
alcanzando un valor de tres veces sobre el valor control y que la RvD1 es capaz de prevenir
este aumento reduciendo los niveles de esta molécula de adhesion hasta 1,7 veces sobre

el control.

Por otro lado, la figura 4B muestra que HS induce un aumento en los niveles de ICAM-
1 alcanzando un valor de 1,5 veces sobre el valor control y que la RvD1 previene este
aumento reduciendo los niveles de esta CAM alcanzando niveles semejantes al control, sin

significancia estadistica.
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Figura 4. Efecto de RvD1 en los niveles de VCAM-1 y VCAM-1 inducidos por HS. FC se trataron con HS
(20 pg/mL) y/o RVD1 (100 nm). Pare ver el efecto preventivo se pre-incubo 30 min antes con RVD1 y luego con
HS. A) niveles de expresion de VCAM-1. B) niveles de expresion de ICAM-1. En la parte superior se muestra
un blot representativo. Como control de carga se utilizd GAPDH. Los resultados se expresan como promedio (+
DS) de al menos 3 experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01 vs control y #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001
vs HS).
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6.5. Estudio de efecto de RVD1 sobre la adhesion de SMC a un cultivo de FC
tratados con HS.

Las moléculas de adhesién VCAM-1 e ICAM-1 participan en la respuesta inflamatoria,
especificamente permitiendo la adhesién de células inflamatorias al sitio de dafio, por lo
que se evalud el efecto de RvD1 sobre la adhesion de SMC sobre un cultivo de FC. Para
esto previamente se estimularon FC con RvD1 (100 nM) por 30 min y luego un segundo
estimulo de HS (10 pg/mL) o LPS (1 pg/mL) durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, el
medio de cultivo fue retirado completamente y reemplazado por medio fresco. Luego, se

realizo el ensayo de adhesion segun la metodologia descrita.

Los resultados ilustrados en la figura 5A indican que tanto LPS como HS generan un
aumento significativo en la adhesion de SMC a FC (1,6 veces sobre el control en el caso
de LPS; 1,7 veces con HS). Ademas, los resultados obtenidos demuestran que el pre-
tratamiento de FC con RvD1 disminuy6 la adhesion de SMC inducida o por HS y LPS
alcanzando ambas condiciones valores cercanos al control. Por ultimo, en la figura 5B se
muestran imagenes representativas que ilustran la adhesién celular en cada una de las

condiciones del ensayo.
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Figura 5. Efecto de RvD1 sobre la adhesién inducida por HS y LPS. (A) Se sembraron 60.000 FC/pocillo y
estimularon con RVD1 (10 uM), LPS (1 pg/ml) y/o HS (10 pg/ml). Transcurrido el tiempo, se retir6 completamente el
medio condicionado y se co-incubaron con PMN segun protocolo. El andlisis grafico indica que la RVD1 disminuye la
adhesién de SMC inducida por HS y LPS. Los resultados se expresan como promedio (+ DS) de al menos 3
experimentos independientes (*p<0,05, **p<0,01; **p<0,001 vs control, ##p<0,001 vs HS y ¥¥¥p<0,001 vs LPS). (B)
Imagenes representativas de la adhesion de SMC a FC obtenidas por tincion con cristal violeta.



7. DISCUSION

Los mecanismos que se desencadenan en la respuesta al dafio cardiaco tienen un
inicio que se caracteriza por una amplia secrecién de citoquinas y quimioquinas que
favorecen el reclutamiento de leucocitos a la zona de dafio (Prabhu y Frangogiannis, 2016).
Posterior a esto, ocurre la resolucion o fin del proceso inflamatorio, donde los actores
principales son los mediadores especializados pro-resolutivos, que contribuyen al retorno
de la homeostasis. Los FC expresan el receptor TLR-4 que le permite responder a diversos
patrones de dafio. Ademas, estos son cruciales en la formacién de la cicatriz en el tejido,
ya que son las células encargadas de secrecién de colageno que la conforman las proteinas

de la MEC (Lunde et al, 2016).

Hasta la fecha no existe evidencia sobre los efectos pro-resolutivos de la RvD1 en FC,
asi como también, en las vias que se activan en este tipo celular y efectos en el proceso de
adhesion de células del sistema inmune. Dado esto, se investigaron los efectos de HS en
FC de manera tiempo-dependiente sobre las vias transduccionales p-ERK1/2 y NF-kB.
Ademas, se evaluaron los efectos de RvD1 en FC y su actividad frente a las vias de
transduccion ERK1/2 y NF-kB. También, se determinaron los efectos moduladores de RvD1
frente a un estimulo con HS sobre las vias transduccionales anteriormente mencionadas.
Por ultimo, se evaluo los efectos de la RvD1 sobre la adhesién de SMC a FC en un cultivo

de monocapa de FC inducida por HS.

Los principales resultados sefialan que la HS induce un aumento en la fosforilacion de
las vias ERK1/2 y p65. También se obtuvo un aumento de la fosforilacion de ERK1/2 cuando
los FC son estimulados con RvD1, sin embargo la via NF-kB sufrié una disminucion en su
fosforilacion bajo este estimulo. Ademas, la RvD1 mostrd disminuir la actividad de la via

NF-kB cuando es inducida por HS. Previos resultados de nuestro laboratorio ligan el
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aumento en la actividad de esta via con los niveles de CAMS, por lo que se evalulo su efecto
sobre los niveles de VCAM-1 e ICAM-1 inducidos por HS, obteniendo un efecto preventivo
disminuyendo ambos niveles de proteina. Por ultimo, se obtuvo que este descenso en los
niveles de proteinas de anclaje se relaciona con un descenso en la adhesién de SMC a FC,
cuando se estimulan posteriormente con un ligando estéril y no-estéril. Todo Ilo
anteriormente expuesto vislumbra el efecto pro-resolutivo de RvD1 sobre los FC en un

contexto pro-inflamatorio.

7.1. Heparan sulfato activa las vias ERK1/2 y NF-kB en FC

El FC puede reaccionar a estimulos pro-inflamatorios de distinto caracter, por lo que su
rol es crucial en el desarrollo del proceso inflamatorio (Diaz-Araya et al., 2015). Gran parte
de estas respuestas celulares son mediadas por la activacién del receptor TLR4 y sus vias
de transduccién que promueven la sefial rio abajo. En el corazén, se ha demostrado que la
degradacion cronica de MEC lleva a una generacién continua de HSPG, 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 et al., 2015).

Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que LPS y HS puede actuar como
ligando de TLR4, activando cascadas de sefializacion rio abajo como ERK1/2, Akt y NF-kB
(Boza et al., 2016). La evidencia expuesta por esta investigacion en la figura 1A se alinea
con los resultados anteriores, ya que HS mostré activar la via ERK1/2 de manera tiempo-
dependiente, alcanzando una fosforilacion dos veces sobre los niveles control a las dos
horas de estimulo. Las ERK quinasas MEK1 y MEK2 juegan un rol en la via de las MAPK,
que controlan el crecimiento celular y diferenciacion. Son activadas por una amplia variedad
de factores de crecimiento, citoquinas y por la despolarizacién de membrana, mediante

influjo de calcio (Crews et al., 1992). En el corazon, la activacién de esta via se ha
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relacionado con una respuesta compensatoria/adaptativa y que en un contexto de
sobrecarga de presion, esta activacion conlleva a una reduccion de fibrosis y a una funcion
contractil preservada del tejido cardiaco (Mutlak et al, 2018). Ademas, la regulacion de estas
quinasas se ha relacionado con los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales
(Jiang et al., 2013) y células de cancer mamario (Park et al.,, 2015), presumiendo la

participacion de esta via en la extravasacion de células inflamatorias al sitio de dafio.

Por otra parte, HS también provocd un aumento en la fosforilacion de p65/NF-kB de
manera tiempo-dependiente, aumentando en 1,4 veces sobre los niveles control a los 30
min, como se muestra en la figura 1B. Estos resultados se alinean con evidencia
anteriormente expuesta por nuestro laboratorio, que muestran una actividad similar, pero
utilizando LPS como ligando del TLR-4 (Boza et al.,, 2016). NF-kB es un factor de
transduccién dimérico existente de forma inactiva en el citoplasma, unido a IkB. Controla la
transcripcion de ADN, produccion de citoquinas y sobrevida celular (Lawrence, 2009).
Exposicion de la célula a LPS, ésteres de forbol o citoquinas inflamatorias gatilla la
activacion de NF-kB y su posterior translocacion al nacleo. Incluso, se ha relacionado la
activacion de esta via mediante HS con los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 en fibroblasto

cardiaco y su participacion en procesos de adhesién celular (Olivares, 2016).

Con lo anteriormente expuesto, resulta atractivo el enfoque hacia la modulacion de
estas vias implicadas en la respuesta del FC a un estimulo inflamatorio, para ver sus efectos
en los niveles de moléculas de adhesién y su consecuente incidencia sobre el trafico de

leucocitos a la zona de dafo.

7.2 Efecto de RvD1 sobre vias ERK1/2 y NF-kB en FC.

Los mecanismos que regulan la resolucién o cese de la inflamacién en el tejido cardiaco
no estan totalmente esclarecidos y resulta atractivo impulsar este proceso activo en los
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tipos celulares que participan en la respuesta adaptativa, ya que otros enfoques han dado
resultados promisorios en animales; sin embargo, su aplicacion en el &mbito clinico no ha
dado los resultados esperados (Frangogiannis, 2014). Evidencia previa de nuestro
laboratorio demuestran que el FC expresa el receptor ALX/FPR2, en el cual la RvD1 actta
como potente agonista, por lo que se vislumbra un rol importante de los FC en la
restauracion del balance entre mediadores inflamatorios y resolutivos. También se ha
identificado en otros tipos celulares, como en fibroblastos sinoviales (Sodin-Semrl et al,
2000) y en células epiteliales de intestino (Gronert et al., 1998).

En la presente investigacion, la RvD1 mostr6 aumentar la activacion de la via ERK1/2
en FC hasta en dos veces sobre el control a los 15 min, lo que se mantiene hasta las 2
horas de estimulo, como se aprecia en la figura 2A. Esto se contrapone a reportes que
indican que RvD1 no es capaz de activar esta via en fibroblastos de pulmén (Wu et al.,
2013). En caso contrario, LXA-4 ha mostrado activar estas vias actuando como agonista
del receptor ALX/FPR2 en células renales (McMahon et al. 2000). Cabe destacar que
dichos estudios se realizaron en otros tipos celulares y que no existe evidencia sobre los
efectos de RvD1 sobre la activacion de p44 y p42 en FC. Esto afirma la idea de la
heterogeneidad que existe en la respuesta segun el tipo celular y estéreo-especificidad que
posee el receptor (Maddox et al., 1997; Serhan et al., 2017).

Por otro lado, la RvD1 por si sola logro aminorar la activaciéon de la via NF-kB de
manera tiempo dependiente, reduciendo a la mitad la actividad a los 30 min de estimulo,
con respecto al control. Esto afirma la idea de que los acidos grasos w-3 y sus metabolitos
pueden regular secundariamente la actividad de NF-kB, y asi varios genes pro-inflamatorios
implicados en la inflamacion aguda y crénica.

El eje NF-kB es un sistema prominente que responde a una gran variedad de sefiales
de dafio celular, tanto externas como internas. Este complejo proteico se retiene en un

estado inactivo en el citoplasma unido a IkBa e IKBf, que en su conjunto se conocen como
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IKB. Si existe un estimulo dafino, la proteina IkB quinasa (IKK) es activada y a su vez
fosforila las proteinas IkB lo que las hace susceptible a degradacion por ubiquitinacion.
Consecuentemente, el complejo sufre una translocacion nuclear, puede unirse a varias
areas promotoras e inducir la transcripcién de genes que estan implicados en modular la
respuesta inflamatoria (Kaarniranta y Salminen, 2009).

Fisiolégicamente, las resolvinas actian cuando se censa un dafio de caracter estéril o
no-estéril para mermar la respuesta inflamatoria y la mayoria de los estudios que se
encuentran en la literatura dan cuenta de los efectos de RvD1 bajo algin estimulo
pernicioso para el organismo, por lo que los resultados bajo este contexto se discuten a

continuacion.

7.3. Efecto preventivo de RvD1 sobre las vias ERK1/2 y NF-kB al ser inducidas
por HS.

La RvD1 participa activamente en la resolucion de la inflamacion y ha mostrado ejercer
sus efectos sobre los FC, por lo que el proximo objetivo fue establecer sila RvD1 previene
la activacion de las vias ERK1/2 y NF-kB cuando los FC se enfrentan a un estimulo
inflamatorio de caracter endégeno, como HS.

En primer lugar, la via ERK1/2 mostré una actividad aditiva cuando se somete a los FC
a ambos estimulos, como muestra la figura 3A, alcanzando un valor de 1,7 veces sobre el
control. Esto se opone a estudios efectuados en fibroblastos de pulmén, donde la RvD1
logré atenuar la activacién de ERK-2 cuando se estimula con LPS (Wu et al., 2013), en
células PC-12 donde la RvD1 logré disminuir la activacion de ERK1/2 inducida por MPP*
(Xu et al., 2017). Incluso, lipoxinas que también interactian con el receptor ALX/FPR2
también han mostrado lograr esta disminucién en la activacion de ERK, como en células
renales (McMahon et al., 2000) y en células inflamatorias humanas (Ariel et al., 2003).

Referente a la evidencia disponible, los escenarios donde se ha evaluado el efecto
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preventivo de RvD1l son diversos. Ademds, los estimulos dafiinos a los cuales son
sometidos en los distintos estudios varian en potencia y mecanismo celular por el cual son
censados. Por ejemplo, la respuesta inflamatoria a un patégeno e.g. LPS es mas marcada
desde el punto de vista de la inflamaciéon aguda; mientras que frente a sefiales de dafio
celular e.g. HS, que son sostenidas en el tiempo y tienen un caracter mas crénico sera
menos intensa, aungue ello dependera del grado de dafio tisular (Akbarshahi et al., 2011).
Con respecto a un estimulo dafino en el tejido cardiaco, la participacion de la via de
sefalizacibn ERK1/2 en la respuesta adaptativa es motivo de controversias, ya que
recientemente su activacion se ha relacionado con reduccion de fibrosis y con una funcion
contractil preservada del corazén en un contexto de sobrecarga de presion (Mutlak et al.,

2018).

ERK1/2 son proteinas quinasas multifuncionales que controlan varios procesos
fisioldégicos fundamentales y los blancos de ERK que median los efectos protectores en el
corazon aun no se conocen del todo. Un estudio reciente identifico 155 sustratos de ERK1/2
gue estarian involucrados en diversos procesos celulares, y muchos de estos procesos
podrian contribuir al efecto adaptativo/protector (Courcelles et al., 2013). Cabe destacar
que no hay estudios a la fecha sobre la modulacion de RvD1 sobre la via ERK1/2 cuando
es activada por HS en fibroblastos cardiacos. Por tanto, extrapolando nuestros resultados
a un contexto in vivo, y considerando que evaluamos los efectos de RvD1 en un contexto
inflamatorio crénico de caracter estéril, proponemos que esta activacion de la via ERK tiene
como fin llevar la direccion de la respuesta adaptativa/compensatoria del 6rgano en
respuesta a injuria y en consecuencia promover una resolucion de la inflamacion que

conserve la funcién del fibroblasto cardiaco.
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En segundo lugar, la RvD1 mostr6 atenuar la activacion de la via p65/NF-kB inducida
por HS alcanzando niveles semejantes a la condicion control, como detalla la figura 3B.

Estos resultados son congruentes con estudios en un modelo de sepsis por ligacion
cecal, donde la RvD1 mostro reducir la fosforilacion de p65 de manera dosis-dependiente
(Chen et al., 2014), en un modelo de retinopatia inducido por estreptozocina (Yin et al.,
2017); y en un modelo de injuria cardiaca, donde la RvD1 logra suprimir la degradacion de
IkBa y la translocacién de NF-kB al nucleo (Liao et al., 2012). Incluso, en células renales la
AT-RvD1 logré inhibir el aumento de NF-kB inducido por LPS (Chen et al., 2014) y en
células epiteliales bronquiales estimuladas con IL-4, donde AT-RvD1 logr6 modular la
expresion de NF-kB (de Oliveira et al., 2015).

NF-kB constituye un efector central en las sefializaciones de dafio celular. La activacion
de este factor, acompafiado por su translocacion al nucleo posterior a un infarto al miocardio
catapulta la transcripcion de una amplia gama de genes incluyendo citoquinas pro-
inflamatorias, quimioquinas y moléculas de adhesiéon (Barnes y Karin, 1997). La expresion
espacio temporal de estos mediadores en células residentes, como FC y en células
inflamatorias regulan los eventos que amplifican la respuesta (citoquinas) y el reclutamiento
de sub-poblaciones de leucocitos al sitio del dafio (quimioquinas y CAM'’s) (Prabhu y
Frangogiannis, 2016). El bloqueo de esta via mejora la funcién cardiaca y sobrevida en
cardiomiopatia inducida por TNF-a. Inversamente, la activaciéon de esta via mediante sobre-
expresion de IkKB en ratones transgénicos fue suficiente para provocar cardiomiopatia e
insuficiencia cardiaca (Remels et al., 2018).

En suma, nuestros resultados aportan nueva evidencia sobre los efectos de RvD1 y
como los FC responden a estas sefales “resolutivas” o “de freno”. Por un lado, existe una
activacion de ERK1/2, pero por otro hay una inhibicion de NF-kB, en un mismo intervalo de
tiempo. Al superponer ambos efectos, se puede conjeturar que existe una respuesta al dafo

celular, a la cual se le suprime el eje maestro implicado en la inflamacion y la consecuente
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secrecidén de quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1
por parte de los FC, lo que supondria una mejor resolucion en la fase adaptativa, sin pérdida
de funcién. De todos modos, para concluir esto de manera acabada es preciso evaluar otros
efectos sobre esta via de sefializacion como fosforilacion de IkBa/f, translocacion de p65
al ndcleo y unién del factor de transcripcion al ADN, que podrian ser objeto de

investigaciones posteriores.

7.4. Efectos de RvD1 sobre los niveles de VCAM-1 e ICAM-1 inducidos por HS
en FC

En FC, ICAM-1y VCAM-1 estan expresadas constitutivamente, pero durante un evento
inflamatorio cardiaco se ha visto un aumento en la expresién de CAMs, que se ha asociado
a la infiltracién y activacién de leucocitos al sitio del dafio. Tal incremento se ha reportado
al estimular células cardiacas con LPS, IL-1, TGF-p, ésteres de forbol, entre otros (Olivares,
2016).

En primer lugar, los resultados obtenidos muestran que HS induce un aumento en los
niveles de ambas CAM'’s, alcanzando un valor de 3 veces sobre el control para VCAM-1 y
1,5 para el caso de ICAM-1, efecto graficado en la figura 4. Esto se alinea con resultados
previos de nuestro laboratorio que muestran que LPS y HS son capaces de provocar un
aumento en ambas CAM’s via TLR-4/p65/NF-kB en FC, obteniendo un nivel maximo a las
24 horas de estimulo (Olivares, 2016; Mufioz, 2017; Ramirez, 2017). Incluso, se evaluo el
aumento de ICAM-1 inducido por ANGII, que seria sefalizado via ERK1/2 (Ruz, 2018). Este
incremento en las CAMs se ha reportado ademas en cardiomiocitos y FC estimulados con
HS escindido de sindecanos (Strand et al., 2015). Es de interés estudiar los efectos de HS,
puesto que es un ligando enddégeno para TLR4, y representaria de mejor manera lo que
ocurre en eventos de inflamacién estéril; mientras que LPS es un ligando exdgeno para

TLR4 y esta mas relacionado con miocarditis bacteriana (Turner, 2016).
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En segundo lugar, al someter los FC a RvD1 como uUnico estimulo no se aprecian
cambios en los niveles de CAM’s o incluso hay una tendencia hacia reducirlos. Esto se
podria explicar en parte por la inhibiciéon de la actividad de p65 sobre los niveles controles.
Ademas, esto es congruente con resultados previos del laboratorio que muestran que tanto
RvE1 como RvD1 no son capaces de inducir un cambio en los niveles proteicos de CAM’s
por si solas (Ramirez, 2018; Mufioz, 2018).

Por ultimo, los resultados senalan que la RvD1 previene el aumento de ambas CAM’s
originado por el estimulo con HS. Dicho efecto también se ha demostrado con resultados
de nuestro laboratorio, donde RvD1 mostro prevenir el aumento de VCAM-1 provocado por
LPS (Mufoz, 2017). Asimismo, RvD1 inhibié el aumento de VCAM-1 originado por estimulo
con IL-1B en células epiteliales (Tian et al., 2009) y atenud el aumento de ambas CAM’s en
un modelo de dafio pulmonar agudo provocado por LPS (Wang et al., 2011). De igual
manera, AT-RvD1 inhibié el aumento de ambas CAM’s inducido por LPS en células renales
(Chen et al., 2014) y el aumento en los niveles de mRNA en un modelo de colitis (Bento et
al., 2011). Por otra parte, resultados de nuestro laboratorio demostraron, mediante
silenciamiento de ambas moléculas de adhesion en FC, que la disminucién de ICAM-1 o
VCAM-1 por si sola es una condicion suficiente para que la adhesion celular de leucocitos
sobre los FC caiga a niveles semejantes al control (Humeres et al., 2016).

En definitiva, los resultados presentados en esta memoria robustece el cuerpo de
evidencia creciente, resaltando las propiedades anti-inflamatorias de las resolvinas. Cabe
destacar que no existen estudios previos que den cuenta de los efectos preventivos de
RvD1 sobre los niveles de moléculas de adhesion en FC, por lo que el presente trabajo
otorga las bases para entender el mecanismo por el cual es posible modular el

reclutamiento de leucocitos hacia el tejido cardiaco.
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7.5. Efectos de RvD1 sobre la adhesiéon de SMC a un cultivo de FC.

Los FC pueden modificar la cantidad, calidad y duracién del infiltrado inflamatorio y
tienen un rol clave en el cambio de una inflamacién aguda resuelta a una de caracter crénico
mediante variados mecanismos. Estas células tienen un rol reconocido en el reclutamiento
de leucocitos circulantes y en la activacion de células endoteliales del tejido, ya que son
fuente de quimioquinas como MCP-1, MIP-1, RANTES e IP-10 y de citoquinas como TNF-
a, IL-1B, IL-6 y TGF-B (Porter y Turner, 2009). Asi, tienen la habilidad de participar en la
mantencion de la respuesta inflamatoria (Van Linthout et al., 2014). Ademas, se ha
reportado que fibroblastos de tejido pulmonar y hepatico pueden interactuar directamente
con leucocitos mediante el antigeno de superficie CD40, que es expresado en estas células,
mientras que su ligando CD40L es expresado en células del sistema inmune. En cambio,
este no parece ser el caso, ya que los FC no muestran niveles significantes de CD40 (Diaz-
Araya et al., 2015). Sin embargo, existen otras interacciones ya que los FC pueden expresar
moléculas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-1) en respuesta a un estimulo pro-inflamatorio,

gue sugiere una posible adhesién de células inmune atraidas al sitio de dafio.

En primer lugar, nuestros resultados descritos en la figura 5 muestran que tanto HS como
LPS son capaces de inducir un aumento en la adhesién de SMC, obteniendo como valor
1,7 y 1,6 veces sobre el control, respectivamente. Esto es consecuente con antecedentes
del laboratorio que evidencian un aumento en la adhesion de PMN y SMC a FC inducida
por HS y LPS mediada por las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1 (Olivares, 2016;

Mufioz, 2017; Ramirez, 2017). También la participacion de ambas CAM’s en la adhesion
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de monocitos a fibroblastos dérmicos y gingivales ha sido previamente reportada (Cabanas
y Hogg, 1991; Murakami et al., 1997).

En segundo lugar, el pre-tratamiento con RvD1 inhibi6 la adhesion celular entre SMC y
FC inducida tanto por HS como por LPS a niveles semejantes al control. Esta evidencia
complementa resultados previos de nuestro laboratorio, donde RvD1 logré disminuir la
adhesion de SMC a FC originada por estimulo con LPS (Mufioz, 2018). Ademas, se han
observado efectos similares de RvD1 en otros estudios, donde ha mostrado reducir la
adhesion de PMN a células endoteliales estimuladas con TNF-a (Norling et al., 2012) y
disminuir el reclutamiento de neutréfilos hacia el ventriculo izquierdo de ratas infartadas.
Incluso, mostré modular el trafico de monocitos y el clearence de macréfagos (Kain et al,
2015). Por otro lado, hay pruebas sobre los efectos de AT-RvD1, que ha mostrado disminuir
la infiltracién de leucocitos en un modelo de falla pulmonar aguda provocada por LPS,
ademas de atenuar los niveles de moléculas de adhesién (Chen et al., 2014).

En su conjunto estos resultados refuerzan la idea de los FC como células especializadas
en el reclutamiento de células inmunes, una funciéon que solo era atribuida a células
endoteliales. En ese sentido, la disminucién en la adhesién provocada por RvD1, que se
sustenta en el descenso de los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 ofrece nuevas perspectivas
sobre la modulacién del reclutamiento de células inflamatorias en respuesta al dafio, y por
lo tanto, posiciona a este mediador lipidico como un importante agente terapéutico por sus
efectos pro-resolutivos en injuria cardiaca. Por Ultimo, a continuacién se muestra la figura 6
gue resume los mecanismos propuestos por los cuales la RvD1 ejerceria sus efectos

resolutivos en la adhesion de SMC sobre FC inducida por HS.

48



\

o

000008 -0000000000806( ¢ ‘ N 00000000088
OOOOOOBEOOOOOOOCOOON PROOOOOOOOOON)
TLR4 C)//‘_':"? / ALX/FPR2

VCAM-1 ICAM-1

™

Degradacion
Proteosoma

Figura 6. Mecanismo propuesto por el cual la RvD1 disminuiria la adhesiéon de leucocitos a FC. Cuando
ocurre dafio al miocardio, heparan sulfato es reconocido como DAMP por el TLR-4. Esto produce la fosforilacion
rio debajo de ERK1/2 y p65-NF-kB, vias que estan implicadas en la expresion de moléculas de adhesién. Por
su parte, la RvD1 actiia como agonista del receptor ALX/FPR2 ejerciendo sus efectos resolutivos disminuyendo
la actividad de la via dependiente de p65 y aumentando la activacion de ERK1/2.
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8. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se logré demostrar que la RvD1 por si sola es capaz de
activar la via ERK1/2 y por otro lado, disminuir los niveles p65/NF-kB. Ademas, RvD1 logro
prevenir el aumento en la actividad de NF-kB inducido por HS, no asi en ERK1/2 donde se
observo un efecto aditivo. Asi, la RvD1 atenu6 el aumento en la expresion de ICAM-1y
VCAM-1 en FC y el consecuente aumento en la adhesién SMC-FC provocado por HS, con

lo que se confirma la hip6tesis planteada.

De manera colectiva, nuestros resultados dan cuenta del potente efecto anti-
inflamatorio de la RvD1 y la posicionan como un agente terapéutico atractivo en la

resolucion de la inflamacion sostenida, especialmente en injuria cardiaca.
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