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RESUMEN

La inflamacion en tejido cardiaco es mediadora importante del desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. En ella, participan los fibroblastos cardiacos (FCs) expresando proteinas de adhesion
como ICAM-1 y VCAM-1, secretando citoquinas como IL-6, MCP-1, TNF-a ¢ IL-10, aumentando la
adhesion de monocitos a los FCs y con ello la respuesta inflamatoria. La Angiotensina II (Ang II)
desencadena una respuesta que induce remodelamiento del tejido cardiaco, caracterizado por fibrosis y
es una de las principales causantes de hipertension arterial, a través de un mecanismo que implica un
proceso inflamatorio; sin embargo, sus efectos en FCs no estan caracterizados. Por otra parte, LPS es un
estimulo proinflamatorio asociado a patdgeno cuya respuesta en FCs aumenta la expresion de dichas
proteinas de adhesion y citoquinas, ademas de la adhesion de monocitos. Resolvina D1 (RvD1),
mediador lipidico que ha mostrado favorecer la resolucion de la inflamacion en diferentes modelos
experimentales, tanto in vivo como in vitro, no ha sido estudiada en cuanto a sus efectos sobre la
respuesta proinflamatoria gatillada por Angiotensina II y LPS en FCs. El objetivo de esta investigacion
fue determinar los efectos in vitro de RvD1 via ALX/FPR2 sobre la expresion de las moleculas de
adhesion ICAM-1y VCAM-1, de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a., y la adhesion de monocitos, en
FCs de rata tratados con LPS y/o Ang II. Para esto se utilizaron cultivos primarios de FCs de ratas adultas.
La presencia del receptor ALX/FPR2 se determin6 mediante Western Blot (WB), y su funcionalidad a
través de la medicion de los niveles de cAMP por inmunodeteccion y los niveles intracelulares relativos
de Ca™* con sonda fluorescente. Los niveles de las citoquinas MCP-1, IL-6, TNFa se cuantificaron por
inmunodeteccion. Los niveles de ICAM-1y VCAM-1 se determinaron por WB. Los niveles de expresion
(mRNA) de las proteinas de adhesion y citoquinas se determinaron mediante RTqPCR. Finalmente, se
realizaron ensayos de adhesion celular de células mononucleares de bazo a FCs. Los resultados mas
relevantes de esta investigacion son: 1) deteccion de receptores ALX/FPR2; ii) RvD1 inhibe el aumento
de Ca™ intracelular gatillado por Ang II. iii) RvD1 por si sola no modifico los niveles de mRNA y
secrecion de proteinas de adhesion y citoquinas; iv) Angiotensina II aument6 los niveles de mRNA de
IL-6, MCP-1 y TNF-q, la secrecion de IL-6 y MCP-1 y la adhesion celular, via AT1R; v) RvD1 previno
estos incrementos en todos los casos excepto para RNAm de TNF-a; vi) RvD1 previno el aumento en
los niveles de secrecion de IL-6, MCP-1, VCAM-1 y el aumento de la adhesion celular gatillado por
LPS. En conclusion, podemos sefialar que RvD1 mostrd ser capaz de contrarrestar algunos efectos
proinflamatorios de Ang Il y LPS en FCs, aportando evidencia sobre el rol activo de FCs en el proceso
inflamatorio, los que al responder a RvDI previenen el aumento de proteinas proinflamatorias.
Adicionalmente, se abre una posibilidad de evaluar el potencial terapéutico de RvD1 a nivel
cardiovascular, debido a su contribucion a la resolucion de la inflamacién e inicio de la reparacion del

tejido cardiaco dafiado.
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SUMMARY

Inflammation in cardiac tissue is an important mediator of the development of cardiovascular diseases.
Cardiac fibroblasts (CFs) participate in inflammation, expressing adhesion proteins such as ICAM-1 and
VCAM-1 and secreting cytokines such as IL-6, MCP-1, TNF-o, and IL-10. These actions allow monocyte
adhesion to CFs and concomitantly activation of the inflammatory response. On the other hand,
Angiotensin II (Ang II) triggers a response that induces remodeling of heart tissue, characterized by
fibrosis, which is one of the main causes of hypertension, through a mechanism involving an
inflammatory process. However, the inflammatory effects on CFs are not well characterized. Besides,
LPS, a pathogen-associated proinflammatory stimulus increases the expression of adhesion protein and
cytokines, and to monocyte adhesion to CFs. Moreover, Resolvin D1 (RvD1), a lipid mediator that has
been shown to promote resolution of inflammation in several experimental models, both in vivo and in
vitro, has not been studied in terms of the proinflammatory effects triggered by Angiotensin II and LPS
on CFs. The main goal of this research was to determine the in vitro effects of RvD1 via ALX/FPR2 on
adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 expression, the cytokines IL-6, MCP-1, TNF-a expression,
and the adhesion of monocytes, in rat CFs treated with LPS and/or Ang II. In order to do that, CFs
cultures of adult rats from primary cultures were used. The presence of the ALX / FPR2 receptor was
determined by Western Blot (WB) and its functionality both, by measuring cAMP levels through
immunodetection and relative intracellular levels of Ca™ with a fluorescent probe. The levels of MCP-
1, IL-6, TNF-a, IL-10 were quantified by immunodetection. ICAM-1 and VCAM-1 levels were
determined by WB. The expression levels (mRNA) of the adhesion proteins and cytokines were
determined by RT-qPCR. Finally, cell adhesion tests of spleen mononuclear cells to CFs were performed.
Most relevant results of this research are: i) detection of ALX / FPR2 receptors, ii) RvD1 inhibits the
intracellular Ca*? increase triggered by Ang II. iii) RvD1 by itself did not modify levels of mRNA, and
secretion of adhesion proteins and cytokines iv) Angiotensin II increases IL-6, MCP-1 and TNF-a
mRNA levels, as well as IL-6 and MCP-1 secretion and cell adhesion, via ATIR v) RvD1 prevented
these increases in all cases, except for TNF- oo mRNA vi) RvD1 prevented increased levels of 1L-6,
MCP-1, VCAM-1 secretion, and increased LPS-triggered cell adhesion. In conclusion, our results
suggest that RvD1 may be able to counteract some proinflammatory effects of Ang II and LPS in CFs,
providing evidence on the active role of CFs in the inflammatory process, which when responding to
RvD1, prevent the increase of proinflammatory proteins. Additionally, these results bring us the
possibility of evaluating the cardiovascular therapeutic potential of RvD1, due to its contribution to the

resolution of inflammation and the initiation of repairing of the damaged cardiac tissue.
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1. INTRODUCCION

1.1 Inflamacidn cardiaca

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de trastornos del corazon y de los vasos sanguineos
[1]. A nivel mundial, son la mayor causa de muerte y una de las principales causas de discapacidad. Un
30% de todas las muertes que se producen en el mundo cada afio son atribuibles a este tipo de
enfermedades [2].

Uno de los factores implicados en las enfermedades cardiovasculares es la inflamacion, la cual en el
tejido cardiaco es causada principalmente por: i) patdgenos externos (virus, bacterias, etc.), ii) estrés
endogeno como infarto al miocardio (IM) o hipertension arterial (HTA), iii) agentes quimicos, y iv)
enfermedades autoinmunes [3]. Aunque cada uno de estos estados patoldgicos tiene su propia etiologia
caracteristica, patogénesis y progresion de la enfermedad, comparten el componente inflamatorio y sus
mecanismos.

La inflamacion a nivel cardiaco se activa para limitar el dafio tisular, eliminar los desechos y las células
muertas ¢ iniciar el proceso de cicatrizacion. La respuesta inflamatoria puede ser aguda, como respuesta
necesaria a la infeccion o IM, o cronica, como en patologias como HTA, aterosclerosis, secuelas remotas
de IM o enfermedades autoinmunes [4].

Inicialmente, se pensd que los procesos inflamatorios eran exclusivamente atribuibles a las células
inmunitarias, como los neutr6filos, monocitos y los macroéfagos. Sin embargo, las células residentes del
tejido en el sitio de la inflamacion, tales como fibroblastos cardiacos (FCs), ahora se reconocen como
participantes importantes en la inflamacion cardiaca [5]. Los FCs secretan citoquinas capaces de activar
la transcripcion de moléculas de adhesion celular, aumentando los niveles de éstas y perpetuando el

reclutamiento y transmigracion de células de la inmunidad [6].

1.2 Respuesta inflamatoria aguda

La inflamacion se define como la reaccion de defensa del organismo en respuesta al dafio en el tejido o
a una infeccion, y consiste en una serie de cambios celulares y moleculares que ocurren en el sitio de la
lesion [7]. Los tejidos y células de los organismos reconocen el dafio y se induce una respuesta inmune
innata y luego adaptativa. Las sefiales de dafio pueden ser de dos tipos: i) Patrones moleculares asociados

a patogenos (PAMPs) y ii) patrones moleculares asociadas al daiio (DAMPs).
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Los PAMPs se presentan en el contexto de una infeccion microbiana, es decir, estan presentes en diversos
organismos pero ausentes en el huésped y proporcionan sefiales exogenas que alertan al sistema
inmunitario de la presencia de patdogenos, promoviendo asi la inmunidad. Un ejemplo de PAMP es el
lipopolisacarido (LPS) que es una endotoxina de la que estd compuesta mayoritariamente la membrana
externa de las bacterias Gram negativas [8].

Los DAMPs por su parte, son liberados por las células como sefales de peligro endogeno que alertan al
sistema inmune innato de la muerte celular no programada y en respuesta al estrés. Se ha demostrado
que DAMPs liberados en la zona del dafio cardiaco aumentan los niveles de moléculas de adhesion
celular y actian de manera similar a citoquinas proinflamatorias [9]. Ejemplos de DAMPs son: el
adenosin trifosfato (ATP), componentes de la matriz extracelular (MEC), las mismas citoquinas, entre
otros [10].

La respuesta inflamatoria, segun su duracion, puede clasificarse en aguda o cronica. Cuando la respuesta
es autolimitada e idealmente permanece solo mientras se elimina el dafio y ocurre la reparacion, esto es
lo que se conoce como inflamacion aguda [11]. Sin embargo, si la reaccion es descontrolada podria llegar
a ser persistente y transformarse en inflamacion cronica, ocasionando disfuncion o fibrosis tisular [12].

La respuesta inflamatoria aguda se divide en dos fases llamadas iniciacion y resolucion (Ver figura 1),
las que se traslapan [11].

La fase de iniciacion se caracteriza por edema del tejido resultado del aumento en el flujo sanguineo y
del aumento en la permeabilidad de la vasculatura. En esta fase participan principalmente mediadores
lipidicos como los cisteinil-leucotrienos, prostaglandinas, histamina y bradicinina. En esta etapa se
liberan al medio gran cantidad de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), la proteina quimioatractante de monocitos 1 (MCP-1), la interleucina
1 (IL-1), entre otras. También participan moléculas de adhesion como ICAM-1 (molécula de adhesion
intercelular 1) y VCAM-1 (molécula de adhesion vascular 1) que permiten la adhesion de los leucocitos
al endotelio [13]. En esta fase, las células polimorfonucleares (PMN) migran al area del dafo para
generar la defensa contra la invasion microbiana o el agente dafiino. La migracion de los PMN es
conducida por la presencia del leucotrieno B4 (LTB4) y citoquinas presentes en el exudado. Los PMN
tienen la funcion de fagocitar y degradar patogenos [11].

La llegada de los PMN empieza la etapa de resolucion. Estas células llegan en nimero suficiente para
eliminar los patogenos y posteriormente iran desapareciendo por apoptosis. En la etapa de resolucion
también hay secrecion de citoquinas, como la interleucina 10 (IL-10) y otros factores, como por ejemplo
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-P) [14] y recientemente se ha descubierto que, en la
transicion de una etapa a otra se requiere de la sintesis de mediadores lipidicos especializados pro-

resolutivos (SPM) [15, 16]. Otras células que participan son los monocitos, los que se infiltran a la zona
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de la lesion y al llegar se diferencian en macrofagos. Los macrofagos responden a los PAMPs y DAMPs
y, por lo tanto, captan las células apoptdticas y con esto favorecen la disminucion de los mediadores
inflamatorios. Los macrofagos ademas de eliminar a los PMN, eliminan microbios y desechos celulares.
El aclaramiento activo de las células apoptdticas es un evento clave para la resolucion de la inflamacion

[15]. Un aclaramiento fallido puede llevar a necrosis celular y exacerbar la respuesta inflamatoria [11].

Iniciacion Resolucion

Cambio de clase de mediadores lipidicos

pro-inflamatorio pro-resolucion
o

QPmn g -
MO
@ % @ Eferocitosis @

apoptaticos
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v
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Figura 1. Eventos temporales coordinados de la inflamacién aguda autolimitada. La respuesta inflamatoria se puede dividir
en 2 fases generales: iniciacion y resolucion. El cambio temporal en los mediadores de lipidos que son biosintetizados por
leucocitos en el tejido es critico para avanzar desde el inicio hasta la resolucion, un proceso conocido como cambio de clase de
mediadores lipidicos [11].

1.3 Citoquinas

Las citoquinas son pquefas glicoproteinas producidas predominantemente por los leucocitos y su
funcién es regular una gran cantidad de funciones fisioldgicas y patologicas incluyendo la inmunidad
innata, la inmunidad adquirida y un sin numero de respuestas inflamatorias [17].

Las citoquinas constituyen una compleja red de interacciones que conecta distintos tipos celulares y en
la cual cada una acttia al inducir o suprimir su propia sintesis o la de otras citoquinas o sus receptores.
A la vez, las citoquinas favorecen de manera sinérgica la accion de otras citoquinas o bien
actian como verdaderos antagonistas de sus efectos biologicos y se caracterizan por su efecto
redundante, hecho que subraya la importancia de su funcién reguladora. Sus propiedades biologicas
sugieren un papel clave en la hematopoyesis, la inmunidad, las enfermedades infecciosas, la

tumorigénesis, la homeostasis, la reparacion de tejidos y el desarrollo y crecimiento celular.
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Generalmente actian como moléculas de sefializacion al unirse a sus propios receptores de glucoproteina
en las membranas celulares [18].

Las citoquinas pueden clasificarse en grupos segin sus funciones comunes. De esta forma tenemos
citoquinas de las siguientes familias: interferones, factor de necrosis, interleucinas, factores de
crecimiento, quimioquinas y moléculas de adhesion [18].

Dada la gran cantidad y diversidad de citoquinas que existen, se hara una breve referencia a aquellas
cuyas funciones estan ligadas de forma directa al proceso inflamatorio y que estan incluidas en la

presente investigacion:

e TNF-a: Es una glicoproteina de 185 aminoacidos, la cual es producida principalmente por
macrofagos y también puede ser producida por células endoteliales tras dafio tisular, células T,
c€lulas asesinas naturales (NK) activadas y fibroblastos. Posee dos receptores TNF-R1 y TNF-
R2, ambos involucrados en procesos inflamatorios; TNF-R1 posee un dominio intracelular de
muerte mientras que TNF-R2 no lo posee. La activacion de dichos receptores por TNF-a induce
dos vias de sefializacion intracelulares, una de ellas conduce a apoptosis, mientras que la otra
lleva a la transcripcion génica, siendo el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-kB) uno de los principales factores de transcripcion activados, lo
que induce la expresion de moléculas de adhesion, interleucina 1 beta (IL-1pB), IL-6, la enzima

ciclooxigenasa 2 (COX-2) y el mismo TNF-a [19-21].

e IL-1PB: Es una citoquina pro-inflamatoria potente que es crucial para las respuestas de defensa
del huésped a la infeccion y la lesion. Pesa 17 KDa y es producida y secretada por varios tipos
de células, como los monocitos, macréfagos, células dendriticas y fibroblastos. Se produce como
un precursor inactivo denominado pro-IL-1f de 31 KDa en respuesta a PAMPs o DAMPs [22].
Este precursor es clivado por la caspasa-1 para producir la forma madura y activa de la citoquina
[23]. La union de la IL-1p al receptor de interleucina I de tipo I (IL-1R1), desencadena una
compleja secuencia de fosforilaciones y ubiquitinaciones rio abajo, resultando en la activacion
de la sefializacion de NF-xB, y las vias de sefalizacion de la quinasa c-Jun n-terminal (JNK) y
p38 de la proteina kinasa activada por mitdégenos (MAPK), las cuales, cooperativamente,

inducen la expresion de otras citoquinas: interleucina 8 (IL-8), IL-6, MCP-1, e IL-1p [24, 25].

e [L-6: es una citoquina pleiotropica de 20 KDa, conocida por sus efectos proinflamatorios en
células del sistema inmune como macrofagos o monocitos y por sus efectos duales pro y

antiinflamatorios en la musculatura esquelética [26]. Esta citoquina se destaca por inducir la
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produccién de proteinas de fase aguda, y su participacion es crucial en inflamacion cronica al
ejercer efectos en linfocitos T y B [27]. Esta citoquina se une al receptor IL-6R, lo que genera la
activacion de variadas cascadas de sefalizacion como gpl130/JAK/STAT y fosfatidilinositol 3-
kinasa (PI3K) [28]. La actividad de STAT conduce al aumento en la transcripcion de variados

genes, como los que codifican para las enzimas 6xido nitrico sintasa (iNOS) y la COX-2 [29].

e MCP-1: Es una citoquina de 13 KDa, que esta implicada en la quimiotaxis y en la activacion de
los distintos tipos celulares que participan en la inflamacion. Es clave en la regulacion de la
migracion e infiltracion de monocitos, proceso requerido para las respuestas inflamatorias. El
receptor de MCP-1, CCR2, es un receptor acoplado a proteina G (GPCR), y su activacion induce

movilizacion de Ca™ y la inhibicion de la Adenilato Ciclasa, regulando asi la quimiotaxis [30].

e [L-10: Es una citoquina de 37 KDa, inmunoreguladora y antiinflamatoria que protege al
hospedero de la inmunopatologia asociada a infecciones, alergia y reacciones autoinmunes.
Puede ser expresada por células del sistema inmune como células dendriticas, macrofagos,
neutrofilos y células NK, asi como por otros tipos celulares como fibroblastos [31]. El receptor
de IL-10 (IL-10R), es un complejo tetramérico consistente en dos subunidades idénticas para
union del ligando, IL-10R1, y dos subunidades sefializadoras idénticas, IL-10R2 [32]. La
activacion del receptor gatilla la actividad de las tirosina kinasa JAK1 y TYKZ2, lo que rio abajo
activa factores de transcripcion como STAT3, STAT1 y STATS [32]. Otra via de sefializacion
modulada por IL-10 es la activacion de NF-xB, la cual es inhibida por esta citoquina,

disminuyendo la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6 y TNF-a [32].

e TGF-B: Es una proteina de 25 KDa que regula diferentes funciones celulares como proliferacion,
apoptosis, diferenciacion, migracion, sintesis de MEC y tiene un papel clave en el desarrollo del
organismo. La activacion del receptor del TGF-[3 propicia su fosforilacién en residuos de

serina/treonina y dispara la fosforilacion de proteinas efectoras intracelulares (smad), que una
vez activas, se translocan al nicleo para regular la transcripcion de genes y llevar a cabo sus

funciones bioldgicas [33].

1.4 Proteinas de adhesion

En los tejidos animales la adhesion se realiza por medio de las denominadas proteinas de adhesion, las

cuales se encuentran ancladas a la membrana plasmatica. La adhesion sirve para anclar y situar a las
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c€lulas para formar andamiajes tridimensionales, como una forma de comunicacion celular y para que
las células se puedan mover por el tejido o entre tejidos. Es decir, el grado de adhesion y a quién se
adhieren las células es un tipo de informacion util para la célula. Hay que tener en cuenta que las células
no se desplazan nadando sino reptando. Por tanto, para moverse las células necesitan primero perder la
adhesion que las mantiene fija y posteriormente exponer otras moléculas que permitan crear puntos de
anclaje y arrastrar el citoplasma en la direccion del movimiento [34, 35] .

Las proteinas de adhesion se disponen en la superficie celular, pudiendo difundir lateralmente por la
membrana. Cuando se unen a una molécula extracelular, quedan ancladas. Individualmente, la fuerza
con la que se adhieren no es muy grande pero al ser muchas moléculas generan una fuerte adhesion
actuando a modo de velcro. Algunas de las moléculas de adhesion pueden interactuar lateralmente entre
si y con otras proteinas, para formar grupos que aumentan la fuerza de adhesion en puntos determinados
de la superficie celular formando uniones focales y complejos de union. Pueden variar el tipo y la
cantidad de moléculas de adhesion que exponen en su membrana plasmatica mediante el control de su
sintesis y degradacion, o secuestrandolas temporalmente en compartimentos internos mediante
endocitosis y exocitosis. Otro mecanismo es mediante la activacion o inactivacion temporal de las
moléculas que estan en la membrana [34, 35] .

Hay dos tipos de moléculas de adhesion, aquellas que unen la célula con la MEC y aquellas que
establecen uniones directas entre dos células contiguas. Dentro de estos dos tipos, las moléculas de
adhesion se subdividen en 4 tipos: cadherinas, inmunoglobulinas, selectinas y algunos tipos de integrinas
[36].

Dentro de las inmunoglobulinas (IgSF) se encuentran ICAM-1 y VCAM-1, moléculas que tienen
implicancia critica en el reclutamiento e infiltracion de células del sistema inmune al sitio de dafio a nivel

cardiovascular.

e ICAM-1: Es una glucoproteina transmembrana de 532 aminoacidos, que tiene una masa
molecular que oscila entre 75 y 115 KDa. También es llamada CD54. Es el contrarreceptor para
integrinas f2, como LFA-1 y Mac-1 [37]. Se expresa en varias células tanto hematopoyéticas
como no hematopoyéticas, incluidas las células endoteliales, leucocitos que no sean
granulocitos, basofilos, células T, células B, fibroblastos y células cancerosas. ICAM-1 se une a
dos integrinas que pertenecen a la subfamilia beta2 CD11a / CD18 (LFA-1) y CD11b/ CD18
(Mac-1) en la superficie de los leucocitos. Es una molécula clave en procesos inflamatorios e
inmunomediados y funciona como una sefial co-estimuladora que es importante para la
migracion transendotelial de los leucocitos y la activacion de las células T. ICAM-1 puede ser

inducida en condiciones inflamatorias por TNF-a en un proceso que involucra a IKK-beta.
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ICAM-1 participa en la transduccion de sefiales transmembrana en el proceso regulador de la
proliferacion celular a través de la ruta de la proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK) vy,

finalmente, la ruta AP-1 [36].

e VCAM-1: También llamada CD106, es una glicoproteina de 90 KDa que se expresa
predominantemente en células endoteliales donde es inducible por las citoquinas. Facilita la
adhesion de los leucocitos al endotelio vascular a través de su interaccion con su contrarreceptor
de integrina (VLA-4), importante en la mediacion de la adhesion selectiva de leucocitos
mononucleares. También se expresa en la superficie de otras células, incluyendo macréfagos de
tejidos, células dendriticas, fibroblastos de médula 6sea, mioblastos, ovocitos, células de
Kupffer, células de Sertoli y células cancerosas. La regulacion de VCAM-1 en las células
endoteliales por las citoquinas se produce como resultado de una mayor transcripcion génica,
por ejemplo en respuesta al TNF-o e IL-1. La region promotora del gen VCAM-1 contiene sitios

funcionales para NF-kB en tandem [38].

1.5 Mediadores lipidicos especializados pro-resolutivos (SPM)

Hoy en dia, se reconoce que la resolucidon de la inflamacidon es un proceso dindmico, programado y
autolimitado, cuya regulacion se logra mediante varios mecanismos fisioldgicos que actian tanto a nivel
sistémico como local, proporcionando control sobre las acciones reguladoras especificas de tejido
necesarias para limitar la lesion inflamatoria y restaurar la homeostasis [39]. Esto mediante mecanismos
de accion basados en agonistas endogenos antiinflamatorios y/o pro-resolutivos, denominados SPM [39].
Los SPM son moléculas de sefializacion que fueron identificados en exudados inflamatorios ¢ incluyen
cuatro diferentes familias: lipoxinas (LX), resolvinas (Rv), protectinas (PD) y maresinas (MaR). Estas
moléculas se generan de forma rapida de manera transcelular, actian y se inactivan localmente, e inhiben
las acciones del factor de transcripcion NF-kB, el cual regula la expresion de genes de moléculas
proinflamatorias, y contrarregulan la infiltracion de leucocitos PMN [39].

El descubrimiento de los SPM ofrece nuevas posibilidades para tratar los desordenes inflamatorios, ya
que hasta ahora los esfuerzos se han orientado hacia eliminar o contrarrestar a los causantes de la
inflamacion y poco se ha estudiado sobre los efectos de favorecer o potenciar la resolucion del proceso
inflamatorio. Todos los SPM identificados hasta la fecha parecen estar involucrados en la resolucion de
la inflamacion aguda, actuando como potentes agonistas que pueden controlar la duracion y la magnitud
de la inflamacion [2]. Particularmente, las Rv han mostrado ser una novedosa herramienta farmacologica

pues han mostrado resultados favorables en diferentes modelos de inflamacion [15].
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1.6 Resolvinas

1.6.1 Generalidades

Las Rv son moléculas pequeias, estereoespecificas, que fueron identificadas por analisis basados en
sistemas lipidomicos de exudados murinos generados tras inflamacion aguda. Se producen a través de
una interaccion célula-célula entre células endoteliales/leucocitos y células endoteliales/neutrofilos
durante la inflamacion aguda y se han categorizado en series D y E, debido a que derivan de los acidos
docosahexaenoico (DHA) y el eicosapentaenoico (EPA) respectivamente [15, 40] (Ver Figura 2). DHA
y EPA a su vez son derivados del acido graso esencial ®3 y son importantes componentes estructurales
de los fosfolipidos, a los que se les atribuyen efectos antiinflamatorios y citoprotectores [41].

El nombre Rv es debido a su rol en la fase de resolucion de la inflamacion, la cual favorecen sin causar
inmunosupresion al actuar como potentes agonistas que pueden controlar la duracion y magnitud de la
inflamacion. Existe una gran cantidad de evidencia que indica que las Rv poseen poderosas acciones
antiinflamatorias e inmuno-reguladoras que incluyen el bloqueo de la produccién de mediadores
proinflamatorios y la regulacion del trafico de leucocitos. En este sentido, se ha observado in vivo que
las Rv detienen la infiltracion y transmigracion de PMN, ademas de reducir la expresion de citoquinas
[41]. 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 cicatrizaciéon [42]. Sin

embargo, poco se ha estudiado sobre sus efectos a nivel del tejido cardiaco.
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Figura 2. Biosintesis y estructuras de los SPM. Se ilustran las vias biosintéticas que conducen a (A) lipoxinas, (B) resolvinas de la serie E, (C) SPM derivadas del DPA, (D) resolvinas,
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DPA, 4cido docosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico; LO, lipoxigenasa; COX-2, ciclooxigenasa 2. MCTR, conjugado de maresina en la regeneracion de tejidos; RCTR.
conjugado de resolvina en la regeneracion de tejidos; PCTR, conjugado de 27roteina en la regeneracion de tejidos [15].
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1.6.2 Resolvina D1

1.6.2.1 Caracteristicas Generales

La RvDI1 es un derivado del acido docosahexaenoico (DHA) y es considerada un producto de biosintesis
trans-celular entre leucocitos y células endoteliales. Su presencia se ha detectado in vivo en exudados
resolutivos. La sintesis de la RvD1 implica la accién de las enzimas 15-lipooxigenasa (15-LOX) y 5-
lipoxigenasa (5-LOX) [43]. Otra via para la biosintesis de RvD1 es activada por aspirina que acetila a la
enzima COX-2 que convierte DHA a 17R-HDHA. Luego, esta molécula es convertida por la 5-LOX
para dar como producto AT-RvD1 (RvD1 derivada de la inhibicion de la COX-2 por aspirina). En cuanto
a su degradacion, la rapida conversion de RvD1 por la enzima eicosanoide oxidoreductasa a 8-oxo y 17-
0x0-RvD1 disminuye en gran medida su bioactividad [44].

La RvD1 se une a dos GPCR: GPR32 (presente solo en humanos) y ALX/FPR2 (presente en humanos y
roedores como rata y raton) [45]. En neutréfilos humanos y células hl-60 humanas, los receptores
ALX/FPR2 estan asociados a la proteina G de tipo Gi/o y tienen como efector la inhibicion de las enzimas
Adenilato ciclasa, Fosfolipasas C, A, y D [46] [47]. Como mecanismo de transduccion secundario en
neutrofilos se han asociado a la activacion de proteina G¢/Gi: llevando de igual forma a la estimulacion
de Fosfolipasa C, A, y D [48]. Esto lleva a inhibir la fosforilacion de ERK1/2 y a inhibir al factor NF-
kB [49].

Los receptores para RvD1 pueden selectivamente mediar las acciones de esta resolvina bajo diferentes
condiciones. Las acciones pro-resolutivas se atribuyen principalmente a la activacion de los receptores
ALX/FPR2. En humanos este receptor esta altamente expresado en células inmunes, fibroblastos

sinoviales, células mesangiales, células endoteliales y células epiteliales [42].

1.6.2.2 Evidencia de los efectos de RvD1 en la respuesta inflamatoria

Sobre los efectos de RvD1 sobre la respuesta inflamatoria existe gran cantidad de evidencia publicada
tanto en modelos experimentales en animales como en modelos humanos. Algunos de los efectos que se
han encontrado y que se atribuyen a la accion de RvD1 son los siguientes: detener el reclutamiento de
neutréfilos, regular la produccion de citoquinas, promover la remocién linfocitica de fagocitos, regular
la migracion de células T, inhibir la induccion de NF-xB y COX-2, ejercer efecto protector en isquemia

reperfusion, fibrosis y neovascularizacion [39].
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Dentro de los posibles ejemplos de lo anterior, en ensayos in vivo se ha encontrado que RvD1 limité la
infiltracion de PMN de una manera dependiente de la dosis en un modelo de peritonitis en ratones [50].
La administracion de RvD1 antes o después de isquemia-reperfusion inducida resulté en una reduccion
de la lesion renal funcional y morfoldgica. Ademas, RvD1 redujo los niveles séricos de interferén gamma
(IFN-y), TNF-a e IL-6 en ratones con isquemia reperfusion inducida y dafio agudo al rifion [51].

A nivel renal, RvD1 inhibi6 la proliferacion de fibroblastos en ensayos in vivo e in vitro realizados en
ratones [52].

En ensayos in vitro se encontrd que: RvD1 en tejido pulmonar humano inhibe la fosforilacion de TAK1
una proteina efectora que regula tanto las vias MAP-quinasa como NF-kB, inhibiendo asi la fosforilacion
de ERK1/2 y la translocacion de p65- NF-xB, lo que lleva a una disminucion de la expresion de las
citoquinas IL-6 ¢ IL-8 [53]. Por otro lado, en fibroblastos pulmonares humanos y cepas de células
epiteliales tratadas con IL-1pB o poli (I: C), la RvD1 bloquea la fosforilacion de ERK1/2 y también la
translocacion de NF-kB p65 [53], también en este mismo tipo celular RvD1 inhibio el peak de expresion
de la COX-2, disminuyendo los niveles de prostaglandina E, (PGE,) estimulados por LPS. Los autores
sefialan que dicho efecto esta mediado parcialmente por las vias de sefializacion PI3K/Akt y ERK2 [54].
Ademas, RvD1 demostro ser un potente regulador de PMN humanos y murinos y detuvo la migracion
transendotelial de neutrofilos [55]. Ademas, se ha evidenciado el efecto de la RvD1 en fibroblastos
gingivales humanos en cultivo, en el contexto de periodontitis. Los resultados mostraron que el
tratamiento de los fibroblastos gingivales con RvD1 disminuye significativamente los niveles de IL-6 y
MCP-1 [56]. En FCs de raton se encontré que RvD1 disminuye la expresion de la enzima COX-2 y
aumenta los niveles de la enzima 5-LOX que es la encargada de mediar en la sintesis de las resolvinas
[57].

Con relacion a la temdtica de la presente investigacion, cabe mencionar que, acerca de las acciones de
RvD1 sobre la expresion de proteinas de adhesion y sobre la expresion/secrecion de citoquinas en FCs
no hay informacion publicada hasta el momento. Interesantemente, a pesar de que RvD1 ha demostrado
efectos antiinflamatorios en diferentes modelos de inflamacion [15], hasta la fecha, comparativamente
se ha publicado poco sobre los efectos de la RvD1 a nivel de inflamacion cardiaca y como ya menciono,
menos aun especificamente en FCs. Los fibroblastos poseen identidad posicional, es decir, su morfologia
y funcién se relaciona con el 6rgano del cual provienen y la ubicacion en la que se encuentran en ese
organo en particular, debido a requerimientos biofisicos diversos que hace que sean diferentes en
términos de proliferacidn, sintesis de coladgeno, expresion de metaloproteinasas (enzimas que pueden
descomponer colageno), contractilidad y funcién inmunomoduladora [58, 59]. Por lo tanto, lo que ocurre

en otros fibroblastos no necesariamente ocurrira en los FC y esto hace necesario responder a la pregunta
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de si a nivel cardiaco y particularmente en células como los FCs se expresan los receptores para las Rv

y si éstas podrian ejercer algun efecto para favorecer la resolucion de la inflamacion.

1.7 Fibroblastos cardiacos

Los FCs son células estromales, que constituyen el tejido de sostén del corazon desde su desarrollo
embrionario, y aunque no son las células mas numerosas, su rol es clave en la mantencion de la
homeostasis no solo de la estructura tisular, sino que también en la homeostasis de la respuesta
inflamatoria. Morfoloégicamente, se caracterizan por su forma de huso plana. Los FCs son reconocidos
por su rol estructural en la sintesis de MEC la cual esta compuesta principalmente por diferentes tipos
de colageno, formando una red tridimensional que cubre agrupaciones de miocitos proporcionando
soporte al estrés mecanico [60]. Se cree que la comunicacion intercelular entre FCs y cardiomiocitos
contribuyen en el mantenimiento del funcionamiento eléctrico y mecanico del corazon [5].

Los FCs poseen diferentes clases de receptores, los que dan cuenta de la respuesta de estas células frente
a los estimulos proinflamatorios. Entre los mas importantes en la regulacion de sus funciones celulares
estan: a) los receptores de cininas B1 y B2, su estimulacion mediante los respectivos agonistas activan
vias de sefializacion comunes que disminuyen la sintesis y secrecion de colageno a través de 6xido nitrico
y secrecion de prostaciclina I; b) el receptor B, adrenérgico (B.-AR) cuya estimulacion activa a la
proteina kinasa A (PKA) y proteinas de intercambio activadas directamente por cAMP (EPAC),
promoviendo efectos diferenciales asociados a disminucion de la secrecion de colageno, proliferacion y
autofagia; ¢) los receptores de angiotensina II (AT1R y AT2R); y su activacion aumenta la sintesis de
colageno y estimula la proliferacion celular; mientras que su sobreexpresion activa apoptosis; d)
receptores asociados a células inmunes como Toll like receptor 4 (TLR4), NLRP3 y el receptor de
interferdn, cuya activacion le permite a los FCs participar en la respuesta inflamatoria de la reparacion
cardiaca a través de la modulacion de las funciones celulares descritas y la liberacion de citoquinas [5].
En condiciones de dafio cardiaco, los FCs desempefian un rol relevante en el proceso de cicatrizacion y
remodelamiento del tejido cardiaco, y han sido denominados células centinelas de la inflamacion por su
capacidad de responder de forma eficiente a los PAMPS, y alos DAMPS [5, 61]; a través de la secrecion
de citoquinas (IL-6, IL-10, TNF-a, IL-1B, MCP-1, IL-8), factores de crecimiento (TGF-B1),
metaloproteasas y moléculas de adhesion celular (ICAM-1, VCAM-1). Asi, de esta forma, pueden
interactuar y modificar la funcion no so6lo de las células cardiacas residentes como los cardiomiocitos,
células del musculo liso vascular y células endoteliales, sino que también, la de las células circundantes

como las células inmunes (linfocitos, monocitos, macrofagos) [5, 62, 63] y de esta forma modular la
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proliferacion celular, muerte celular, autofagia, adhesion, migracion, expresion de citoquinas,
quimioquinas, factores de crecimiento y diferenciacion a miofibroblastos cardiacos (MFCs) [5].

En FCs, la liberacion de MCP-1, proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) -1 y RANTES, permite el
reclutamiento de leucocitos [64]. También se ha demostrado que los FCs al expresar ICAM-1 y VCAM-
1 permiten la adhesion de leucocitos a los mismos FCs [65]. Los neutrofilos y los linfocitos B también
se adhieren a los FCs [66]. Estos descubrimientos respaldan la idea de los FCs actiian como reclutadores
no especializados de células inmunes, una funcidén que anteriormente se pensaba que era exclusiva de las
células endoteliales. Una vez reclutados, los leucocitos infiltrados estdn en contacto directo con las
c€lulas cardiacas en el sitio de la lesion. Es ampliamente conocido que los leucocitos pueden modular el
comportamiento fenotipico de los FCs a través de la liberacion de diferentes citoquinas inflamatorias /
antiinflamatorias, como el TGF-B1 de los neutrofilos o el TNF-a de los monocitos [67]. Asi, se sabe
entonces que los FCs, participan activamente en el proceso de adhesion y migracion de células de la
inmunidad a los mismos FCs, procesos que en conjunto se conocen como reclutamiento celular [65].
La respuesta inflamatoria de los FCs se ha empezado a conocer y caracterizar por su respuesta frente a
estimulos proinflamatorios como el LPS y Ang II entre otros, por lo que a continuacion se hara referencia

a esta respuesta.

1.8 Estimulos proinflamatorios y su efecto en FCs

1.8.1 LPS

El LPS, es uno de los componentes principales de la membrana de las bacterias Gram-negativas, consta
de tres secciones: Lipido A, un nucleo de oligosacaridos y una cadena O-lateral, siendo el Lipido A, el
principal PAMP del LPS [68, 69].

El LPS es un ligando capaz de activar especificamente el receptor tipo Toll 4 (TLR4), lo que conduce a
la produccioén de citoquinas /quimioquinas pleiotropicas que a su vez regulan las respuestas inmunitarias
inflamatorias innata y adaptativa [70]. E1 TLR4 es uno de los receptores mas estudiados, y la evidencia
encontrada describe su activacion como un elemento clave en la iniciacion y resolucion de respuestas
inflamatorias. Con relacion a la inflamacion cardiaca, el TLR4 puede ser activado por ligandos
endogenos liberados tras una lesion cardiaca por proteinas de shock térmico (HSP), hialuronato,
fibronectina y heparan sulfato, los cuales promueven una potente respuesta proinflamatoria mediante la
activacion de vias de sefializacion intracelular, las cuales conducen a la secrecion de citoquinas y
expresion de moléculas de adhesion celular [5].

El TLR4 es expresado en los FCs y su estimulacion conduce a la activacion de 2 vias sefializadoras: 1) la

via independiente de MYDS8S, la cual activa IRF3 y guia a la produccion del Interferén de tipo I (IFN
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R); i1) la via dependiente de MYDS8S, que a su vez activa ERK1/2, PI3K/Akt, y al factor de transcripcion
NF-«B induciendo la expresion de citoquinas proinflamatorias [5, 71, 72] como pro-IL-1 [23], TNF-a,
IL-6 y MCP-1, IL-10 [65], y moléculas de adhesién celular como ICAM-1 y VCAM-1 [73].
Considerando lo anteriormente dicho, resulta evidente el rol del TLR4 en la inflamacion, fibrosis y

remodelado cardiaco.

1.8.2 Angiotensina II

La angiotensina II (Ang II), es un péptido bioactivo considerado el producto principal del sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS) [74]. E1 RAAS es un sistema hormonal que regula la presion
sanguinea, el volumen extracelular corporal y el balance de sodio y potasio [75].

La elevacion cronica de Ang II estimula varios mecanismos fisiopatologicos incluyendo la generacion
de estrés oxidativo, estimulacion del sistema nervioso, alteraciones en la hemodinamica renal y
activacion del sistema inmune. En particular, se ha demostrado que un sistema inmunitario activado
contribuye al desarrollo de hipertension, la cual es considerada un importante factor de riesgo de
mortalidad y morbilidad cardiovascular [76]. Asi, la Ang II es uno de los principales factores implicados
en el dafio tisular causantes de la hipertension. Este péptido regula el proceso inflamatorio, actuando
como agente pro-inflamatorio, y promueve efectos pro-fibroticos [77]. Ademas, activa las células
circulantes y participa en su adhesion al endotelio activado y la posterior transmigracion a través del
aumento en la sintesis de moléculas de adhesion y citoquinas. Ademas, Ang II promueve la infiltracion
de células inmunes hacia el miocardio y causa desbalance de la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias
versus anti-inflamatorias y activacion de cascadas transduccionales pro-inflamatorias [78]. También,
Ang Il conduce a la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno y a la hipertrofia, proliferacion,
migracion, senescencia, apoptosis de las células vasculares y deposicion de la MEC [79].

Para realizar sus efectos fisiologicos, Ang II se une a dos tipos de receptores transmembrana acoplados
a proteina G, denominados ATIR y AT2R. Estos receptores poseen un 30% de homologia en su
secuencia y funcionalmente son distintos [80]. La mayoria de los efectos de la Ang II, como la
vasoconstriccion, proliferacion celular, deposicion de la MEC y migracion son mediados por la
activacion del receptor AT1.

La unién especifica de Ang Il al AT1R activa varias vias de sefializacion intracelular, donde la via de la
proteina Gq/1; activa a la fosfolipasa C (PLC) [81], y por cascada de sefializacion a la proteina kinasa C
(PKC), ademas de aumentar el Ca* intracelular citosolico [5]. El AT1R promueve la activacion de la via
de sefializacion MAPK, que induce la proliferacion de FCs y la expresion de factores profibroticos.

También, Ang II a través de AT1R incrementa la sintesis y secrecion de TGF-B1, lo que se ha asociado
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a fibrosis cardiaca y efectos antiinflamatorios. Esto ultimo, a pesar de que el ATIR promueve la
inflamacién en tejido cardiaco a través de sintesis y secrecion de TNF-a [5, 82]. Entre las sefiales
intracelulares involucradas en la inflamacion inducida por Ang II tras la activacion del receptor ATIR
estan la produccion de especies reactivas de oxigeno y la activacion del factor NF-xB como las mas
conocidas [83].

Para inhibir los efectos provocados por la activacion del receptor AT1, se utilizan los antagonistas del
receptor de Ang II (ARA II), entre los cuales se encuentra Losartan. Este farmaco posee 10.000 veces
mas selectividad por el ATIR que por el AT2R,y se caracteriza por ser el ARA II con mas antigiiedad
en el mercado para el tratamiento de la hipertension [84].

Por otra parte, la union de Ang II a los AT2R ejerce, generalmente, acciones opuestas a las de ATIR a
través de la produccion de 6xido nitrico y la activacion de fosfatasas que inhiben las funciones de la via
MAPK y provoca fundamentalmente vasodilatacion, apoptosis y actividad antiproliferativa [85].
Ademas, se ha reportado que su activacion resulta beneficioso en ratas hipertensas, disminuyendo la
fibrosis y disfuncion cardiaca [5, 82]. Para antagonizar al AT2R se utiliza, entre otros, el farmaco
PD123319, el cual es ademas considerado un agente vasoconstrictor [86].

Con relacion a la presencia de los receptores de Ang I en FCs, se sabe que tanto el ATIR como el AT2R
estan presentes en el tejido cardiaco y eso incluye especificamente a MFCs y FCs [5, 87]. La hipertension
o infarto cardiaco promueve la expresion de ATIR en FCs asociado a fibrosis. La activacion del ATIR
induce proliferacion celular e incrementa la sintesis de proteinas de la MEC.

Ademas, los nucleos de los FCs poseen sitios de union ATIR y AT2R que estan acoplados a la
movilizacion de Ca™ intranuclear, lo cual produce incremento en la transcripcion, y la liberacion de

oxido nitrico, respectivamente [88].

1.8.2.1 Angiotensina Il y Ca*

La Ang II via receptor ATIR estimula la liberacion de Ca™, llevando a un aumento de este ion a nivel
intracelular. Esto hasta ahora se ha explicado por la activacion de diferentes mecanismos: i) A través de
la participacion de las proteinas ORAI 1 y STIMI. Tras la activacion de la fosfolipasa C, se forma IP3
que lleva a la liberacion de Ca™ del reticulo endoplasmico. La disminucion de la concentracion de este
i6n en el reticulo endoplasmico es detectada por la proteina STIM1. STIM1 entonces se reubica cerca de
la membrana plasmatica y activa a ORAI 1 a través de la interaccion proteina-proteina y favorece la
entrada de Ca™ a la célula. ii) Induccion de los canales de Ca™ denominados TPRC y LTCC, que al

activarse incrementan la entrada del i6n calcio a la célula. iii) Induccion de la proteina transmembrana
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ANOI y de los canales de Ca™ voltaje dependientes VDCC, los cuales se activan con el aumento de Ca*™

y llevan a un aumento atin mayor de la entrada de este i6n [81].

En resumen, a partir de los antecedentes presentados, las enfermedades cardiovasculares representan una
de las principales causas de muerte y discapacidad a nivel mundial. Un factor fisiopatoldgico comtn en
muchas de estas enfermedades es la inflamacion aguda, la cual si no se resuelve adecuadamente se
transforma en inflamacion cronica llevando a desarrollar fibrosis en el tejido cardiaco. En la respuesta
inflamatoria cardiaca participan de forma activa los FCs, secretando citoquinas, expresando proteinas de
adhesion y aumentando asi la interaccion con las células de la inmunidad. En la regulacion de la respuesta
inflamatoria aguda participan diferentes mediadores, y recientemente se ha reconocido la participacion
de los SPM, entre los cuales estan las resolvinas, las que hasta ahora mostrado favorecer la resolucion
en diferentes modelos de inflamacion tanto in vivo como in vitro, y poco se ha estudiado sobre su posible
efecto en la resolucion de la inflamacion a nivel cardiaco, menos aun se conoce su efecto sobre la
respuesta inflamatoria de los FCs. Siendo que la participacion de los FCs se ha empezado a caracterizar
por su respuesta frente a estimulos como el LPS y Ang I, estos estimulos se han elegido para en la
presente investigacion.

Hasta la fecha no hay publicaciones que evidencien el efecto de las Rv sobre la respuesta inflamatoria
en FCs. Particularmente no hay informacion sobre los efectos de la RvD1 sobre estas células en cuanto
a los efectos sobre la expresion de proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, la secrecion/expresion de
IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesion de monocitos a los FCs.

Dado lo anterior, este investigacion busca determinar los efectos sobre la respuesta anti-inflamatoria de
la RvD1 en cuanto a la expresion de proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, la expresion/secrecion
de citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesion de monocitos a los FCs, inducidas ya sea por Ang II o
LPS.
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2. HIPOTESIS

RvDl1, via receptor ALX/FPR2, disminuye la expresion de ICAM-1, VCAM-1, de las citoquinas IL-6,
MCP-1,TNF-a y la adhesion de monocitos, en los procesos pro-inflamatorios gatillados por Ang Il y/o

LPS en FCs de rata.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos in vitro de RvD1 via ALX/FPR2 sobre la expresion de las moleculas de adhesion
ICAM-1 y VCAM-1, de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a, y la adhesion de monocitos, en FCs de
rata tratados con LPS y/o Ang II.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar en FCs de rata los efectos de RvD1 sobre los segundos mensajeros cAMP y Ca'™

asociados a la activacion de los receptores ALX/FPR2.

2. Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresion de proteinas de adhesion ICAM-1, VCAM-1,
la expresion/secrecion de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesion de monocitos

inducidos por Ang II en FCs de rata.

3. Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresion de proteinas de adhesion ICAM-1, VCAM-1
y la expresion/secrecion de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la adhesion de monocitos

inducidos por LPS en FCs de rata.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

El DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium); No 12500062), el suero bovino fetal (FBS; N°
04-001-1%), la tripsina (EDTA; 0.5%), EDTA 0.2% (Solucion 10X (No 03-051-5B), la soluciéon de
penicilina-estreptomicina-anfotericina B (N° 03- 033-1B) y la solucion de azul de trypan (0,5%) (N° 03-
102-1B) se obtuvieron de Biological Industries (Cromwell, CT, EE. UU.) La colagenasa, tipo II, polvo
(N° 17101015), el inhibidor de fosfatasa y la sonda FLUO4-AM (F14201) se obtuvo de Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, EEUU.). Todas las sales inorganicas, metanol (N° 106035) y el inhibidor de
proteasa se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El estandar de peso molecular de proteinas
(10245 kDa; N° Ab116028) y el anticuerpo primario para ICAM-1 se adquirié de Abcam (Cambridge,
MA). Los anticuerpos primarios para ALX/FPR2, B-tubulina y el buffer Tris Acetate-EDTA (TAE) 50x
se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EE. UU.), los anticuerpos primarios para
VCAM-1 y GAPDH vy los anticuerpos secundarios para IgG anti-conejo (N° 7074) e IgG anti-raton (N°
7076) conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) se adquirieron de Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, EE. UU.). Todo el material plastico se obtuvo de Corning Incorporated (Corning, NY,
EE. UU.). Reactivos para quimioluminiscencia (ECL) fueron comprados en PerkinElmer Life Sciences
(Boston, MA). Angiotensina II humana, Isoproterenol clorhidrato (ISO) (I-5627), Bradford Reagent,
Losartan potasico, agua calidad PCR y Ficoll Histopaque-1083 fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
(Missouri, USA). LPS-EB Ultrapure (E. Coli O111:B4), fue comprado en InvivoGen (San Diego, CA).
Se adquiri6 membrana de nitrocelulosa de 0,45 mm tamafio de poro en Bio-Rad (CA, EE. UU.). El kit
multiplex (RECYTMAG-65 K / MILLIPLEX MAP Rat Cytokine / Chemokine Magnetic Bead Panel)
se adquiri6 de Merck-Millipore (Temecula, CA). RvD1 (CAS 872993-05-0) y el kit ELISA para
cuantificar cAMP fue adquirido a Cayman Chemical Company (MI, USA).

De Omega-Biotek (Norcross, GA, USA) se obtuvo Total RNA Kit I, E.Z.N.A. De Applied Biological
Materials (Richmond, BC, Canada) se obtuvo 5X All-in-one RT Master Mix. De Eurogentec (Seraing,
Bélgica) se obtuvo Takyon Rox SYBR Master Mix dTTP blue y los partidores de los genes en estudio.
De New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) se obtuvo DNAse I. De Fermelo Biotec (Santiago, Chile)
fue adquirida agarosa Lafken grado analitico. De Biotium Inc (Hayward, CA, USA) se obtuvo:
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10.000 x en DMSO. USA).
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5.2 Animales

Se obtuvieron ratas macho adultas Sprague-Dawley (SD) de 250-350g (de 6-8 semanas de edad) de las
instalaciones del bioterio de animales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile, Santiago, Chile. Todos los estudios siguieron la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio [89] y los Principios Rectores Internacionales para la Investigacion Biomédica
de Animales, segtin lo publicado por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de Ciencias
Médicas [90]. Los protocolos experimentales (CBE2017-08 CYQ-UCH y CBE2017-13 CYQ-UCH)
fueron aprobados por el Comité de Bioética para la Investigacion Animal de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile (Ver Anexo 1).

5.3 Aislamiento de fibroblastos cardiacos

Se realizaron los protocolos de aislamiento y cultivo de FCs de rata adulta, implementados y
estandarizados previamente en el laboratorio [23].

De manera breve, ratas macho adultas Sprague-Dawley fueron anestesiadas con una inyeccion
intraperitoneal de ketamina/xilaxina (66/10 mg/Kg peso), se espero el tiempo suficiente hasta alcanzar
sedacion profunda, y luego se extrajeron sus corazones bajo condiciones de asepsia. Los corazones (por
separado) se cortaron en pequefios trozos (1-2 mm) para posteriormente pasar el tejido a digestion en
solucion de colagenasa II por 1 hora y 15 minutos bajo condiciones de incubacion a 37°C y agitacion a
125 rpm.

El producto de la digestion fue centrifugado a 500 rpm por 2 min, tras lo cual el sobrenadante se separd
y se centrifugd a 1000 rpm por 10 min. El pellet resultante se resuspendié en 4 mL de medio DMEM-
F12 + 10% FBS/ antibidticos (estreptomicina 100 pg/mL y penicilina 100 unidades/mL). Este volumen
de 4 mL se repartio en 2 placas de cultivo que se incubaron durante 24 h (37°C, 5% CO», 95% O-). Luego
de este tiempo, las células adheridas a la placa (FCs) se lavaron 2 veces con 5 mL de PBS para eliminar
debris y células no adheridas (cardiomiocitos).

Los fibroblastos adheridos a las placas de cultivo, se dejaron proliferar hasta confluencia (5 dias) en
medio de cultivo DMEM-F12 + 10% FBS. Una vez alcanzada la confluencia se realizd el pasaje
mediante tripsinizacion (1 pasaje como maximo) y las células fueron sembradas en DMEM-F12 + 10%
FBS. La cantidad de FCs sembrados dependié de la densidad de células que se requirid en cada

experimento.
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Pasadas 24 horas de haberse realizado el pasaje de las células, los FCs fueron privados de suero por 18-
24 h y cultivados con medio de mantencion DMEM-F12, antes de ser utilizados en las distintas
condiciones experimentales.

La pureza de la poblacion de FCs fue confirmada mediante el uso de diversos marcadores celulares. Los
FC mostraron marcaje positivo para vimentina (Santa Cruz Biotechnology, California, EEUU) y

negativos contra actina sarcomérica y desmina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU).

5.4 Western Blot

FCs se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 3,5 x10° células/placa y permanecieron en
incubacion por 24 h. Pasado este tiempo se les privo de suero, quedando en medio DMEMF12 por 24
horas. Transcurrido este tiempo se les cambid el medio y se les colocé medio DMEMF12 fresco 1 hora
antes de los estimulo estudiados: LPS, Ang II, TGF-B, RvD1, losartan, PD1233319, Losartan + Ag II (1
hora después), PD123319 + Ang II (1 hora después), RvD1+ Ang II (1 hora después), Ang Il + RvD1 (1
hora después). Los estimulos fueron por 24 h para los ensayos para determinacion de la proteina
ALX/FPR2 y por 24 y 48 horas h para la determinacion de los niveles de ICAM-1 y VCAM-1.

Una vez finalizado el tiempo de estimulo, las células se lavaron con PBS frio y luego para obtener los
extractos de proteinas totales, los FCs se lisaron con tampon de lisis RIPA (Tris-HC1 10 mM pH 7,2;
EDTA 5mM; NaCl 150 mM; Tritén X-100 1%(v/v); SDS 0,1% (v/v); deoxicolato 1%; aprotinina 20
mg/mL; leupeptina 1 mg/mL; PMSF 1 mM y Na3VO4 1 mM) junto con inhibidores de fosfatasa y
proteasa. El lisado se sonicd por 5 min y luego se centrifugoé a 10 000 rpm durante 15 min a 4°C. El
extracto de proteinas (sobrenadante) se recuperd en un tubo Eppendorf nuevo, se determino la
concentracion de proteinas por el método de Bradford y se combino en una razén de 3: 1 con tampon de
carga Laemli (glicerol 20%, B-mercaptoetanol 20%, SDS 5%, 125 mM Tris y 0,01% azul de bromofenol,
pH 6,8), para ser almacenado (el extracto) a —20°C.

La separacion y resolucion de las proteinas de acuerdo a su masa se realizo mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida preparados a partir de una solucion 29:1 de acrilamida: bisacrilamida. Los geles
concentradores (stacking) y separadores (running) se prepararon respectivamente al 5% y 12% para las
determinaciones de los niveles de ALX/FPR2 y al 5% y 10% para las determinaciones de ICAM-1 y
VCAM-1. Los geles se cargaron con 25 ug de extracto proteico de cada una de las condiciones
experimentales. La electroforesis se realizé a voltaje constante de 70V por 30 minutos y luego se paso a
100V durante 60 minutos. Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel
de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um de poro durante 90 min a una corriente

constante de 350 mA. Una vez transferidas las proteinas a las membranas, estas se bloquearon durante 1
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h a temperatura ambiente con solucion de leche descremada en TBST al 5%(p/v) y posteriormente, se
incubaron con los respectivos anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C. Las diluciones de los
anticuerpos para FPR2, ICAM-1, VCAM-1 y GAPDH (control de carga) fueron 1:1000, 1:5000, 1:2000,
1:1000 respectivamente.

Posterior a la incubacion, las membranas se lavaron 3 veces con TBST por 15 min y luego se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG respectivo (dilucion 1:1000),
en tampon de bloqueo TBST.

Para detectar las proteinas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron durante 3 min con el
reactivo quimioluminiscente ECL y se visualizaron con el equipo digital LICOR® y el programa Image
StudioDigits®. Los valores de proteinas se cuantificaron y normalizaron de acuerdo con los niveles de

GAPDH.

5.5 Determinacion de movimientos de Ca*? intracelular

FCs se sembraron sobre cubreobjetos de 25mm en placas de 35 mm a una densidad de 50 000
células/placa y permanecieron en incubacion por 24 h. Pasado este tiempo se les privd de suero,
quedando en medio DMEMF12 por 24 horas. Transcurrido este tiempo se les cambio el medio y se les
colocod medio DMEM/F12 fresco 1 hora antes del ensayo para determinar los niveles de calcio. Pasado
este tiempo, se retird el medio de cultivo y las células se lavaron 2 veces con 1mL de medio Krebs (NaCl
145 mM, KCI 5SmM, CaCl, 2,6 mM, MgCl, 1 mM, Hepes-Na 10 mM, glucosa 5,6 mM, pH 7.4). Luego,
se cargaron con una sonda sensible a Ca™*, Fluo-4AM (4,4 uM), durante 30 minutos a 37°C. Transcurrido
este tiempo, las células se lavaron con solucion Krebs para sacar el exceso de sonda y se conservaron en
500 pL de esta solucidon y se estimularon con 25 ul de vehiculo, Ang II, RvDI1, RvD1 + Ang II (1
minutos después), WRW4 + RvD1 (1 minuto después) + Ang II (1 minuto después) a las concentraciones
correspondientes. A través de microscopia confocal 40x se observaron cambios en la fluorescencia de la
sonda debido a movilizacion de Ca* intracelular a longitudes de onda de Excitacién/Emision de 494/506

nm. Las imagenes fueron analizadas utilizando el programa Image J (Bethesda, MD).

5.6 Determinacion de niveles de cAMP intracelular

FCs se sembraron 60 mm a una densidad de 200000 células/placa y permanecieron en incubacion por 24
h. Pasado este tiempo se les privo de suero, quedando en medio DMEM/F12 por 24 h. Transcurrido este
tiempo se les cambid el medio y se les coloco medio DMEM/F12 fresco 1 h antes del ensayo para

determinar los niveles de cAMP intracelular.
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Los niveles de cAMP se determinaron mediante el kit ELISA desarrollado por Cayman Chemical
Company. Los FCs fueron estimulados con vehiculo, ISO, RvD1, RvDI+ISO por 10 min. Todos los
ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

Transcurrido el tiempo, se elimind el medio de las células y se agregd 80 uL de HC1 0,1 N cuidando de
cubrir toda la placa. Luego de 20 min a temperatura ambiente, se rasparon las placas para despegar las
células, se llevaron las muestras a tubos plasticos y se centrifugd (1000g) a 4° C. El sobrenadante se
recupero en un tubo plastico y se determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford
[91]. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso. Para usar el kit, se utilizo el procedimiento

descrito por el fabricante para lisados celulares [92].

5.7 Determinacion de los niveles de RNAm de proteinas de adhesion y citoquinas mediantes RTqPCR

FCs se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 3,5 x10° células/placa y permanecieron en
incubacion por 24 h. Pasado este tiempo se les privo de suero, quedando en medio DMEM/F12 por 24
h. Transcurrido este tiempo se les cambid el medio y se les colocd medio DMEM/F12 fresco 1 h antes
de los estimulo estudiados: LPS, Ang II, losartan, PD1233319, losartan + Ag II (1 h después), PD123319
+ Ang II (1 h después), RvD1, RvD1 + Ang II (1 h después), RvD1 + LPS (1 h después). Los estimulos
fueron por 3y 6 h.

5.7.1 Extraccion de RNA total

Finalizado el tiempo de estimulacion se extrajo el RNA total de FCs mediante el método de extraccion
por afinidad en columnas de silica-gel. Para ello, se adquiri6 el kit comercial E.Z.N.A.® Total RNA Kit
I, de la empresa Omega-Biotek y se siguieron las instrucciones del fabricante. Primero se desecho el
medio de cultivo celular y se agregaron 350 pL de buffer de lisis TRK a cada placa. Inmediatamente,
se procedio a raspar y recolectar el producto de lisis en un Eppendorf libre de RNAsa. Para lograr una
optima homogenizacion se succiond 10 veces con una jeringa desechable de 1mL (tuberculina). Luego
se agregaron 350 pL de etanol al 70% y se vortexed por 10 segundos. En seguida, se transfirio la mezcla
a una mini columna RNA HiBind® que ya estaba insertada en un tubo colector de 2mL y se centrifugd
durante 1 min a 10.000 rcf. El RNA unido a la membrana de silica se lavo con 500uL. de RNA wash
buffer I y se centrifugd a 10.000rcf por 1 min. Seguidamente, se realizaron dos lavados consecutivos
utilizando 500uL de RNA wash buffer II con las mismas condiciones del primer lavado. Cuando el
proceso de lavado culminé, se centrifugd la mini columna a velocidad maxima durante 2 min con el

proposito de secarla completamente. Una vez seca, se trasfirid a un nuevo tubo colector libre de RNAsa
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y se eluyd el RNA en dos pasos consecutivos utilizando 40 y 30 uL de H,O tratada con

dietilpirocarbonato (DEPC). En cada elucion se centrifugoé a velocidad maxima por 1 min.

5.7.2 Purificacion del RNAm

El proceso de digestion estuvo constituido por dos etapas. En la primera de ellas, Sug de cada muestra
de RNA, fueron incubadas a 37°C por 50 minutos con 2 uL DNAsa, SuL Buffer 10x y suficiente agua
calidad PCR a fin de completar un volumen de 50 pL. En la segunda etapa, se agregaron 2 uL. de EDTA
0,5M y se incub6 a 75°C por 10 min con la finalidad de detener la accion de la enzima.

Una vez terminado el proceso de digestion, se determin la pureza del RNA total midiendo la absorbancia
de cada muestra a distintas longitudes de onda (260/280 y 260/230) en un espectrofotometro Nanodrop
DeNovix DS-11. La razon 260/280 se utilizo para determinar una posible contaminacion con proteinas
y se considerdé como aceptable un valor mayor a 1,7. El indice 260/230 se utilizd para determinar
contaminacion con sales y compuestos fendlicos, y para un RNA puro su valor éptimo deberia ser menor

a 1,5. Por lo tanto, las muestras fueron aceptadas cuando cumplian ambos criterios.

5.7.3 Electroforesis de RNA en gel de agarosa

Con la finalidad de verificar la integridad del RNA total en las muestras post digestion y descartar
aquellas que presentaran degradacion, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). En
cada carril se cargaron 2,5 uL de muestra mas 1 uL de buffer de carga para RNA. En seguida, se realizo
la separacion electroforética a 100V por 15 minutos, empleando como buffer de corrida TAE (Tris,
acetato y EDTA). Una vez terminada la separacion, los geles fueron sumergidos en una solucion
reveladora compuesta por 100 mL de TAE y 10 uL de Gel Red 10.000x a temperatura ambiente por 25
minutos. Luego los geles fueron fotografiados sobre un transluminador UV Dyna Light utilizando una
camara Olympus modelo NOC-5060. Las muestras fueron almacenadas a -80°C a la espera de su

siguiente procesamiento.

5.7.4. Sintesis de cDNA

Se realiz6 la reaccion de transcripcion reversa a cada una de las muestras para obtener cDNA utilizando
el kit comercial 5X A/l-in-one RT Master Mix, de la empresa Applied Biological Materials. La reaccion
se llevo a cabo en presencia de 0,5ug del RNA total, 4ulL de Master Mix, 1,6 uL. SOmM de MgCl, y

suficiente agua calidad PCR para un volumen final de 20uL. Una vez preparada cada reaccion, se
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colocaron en el termociclador G-Storm Modelo GS00482 y se incubaron a 25°C durante 10 min. Luego
se realizo la reaccion de transcripcion reversa a 42°C por 15 min y finalmente, para detener la reaccion,
la enzima fue desnaturada incubando el producto de la reaccion a 85°C durante 5 min. El cDNA obtenido

se almaceno a -20°C hasta su uso en los ensayos de qPCR.

5.7.5 Disefio de partidores especificos

Para las reacciones de PCR en tiempo real, previamente se disefiaron partidores especificos para cada

gen en estudio a partir de las secuencias de genes disponibles en GenBank (NCBI, NIH). La fabricacion

de cada par de partidores (tabla 1) fue solicitada a la empresa Eurogentec (Seraing, Bélgica).

Tabla 1. Caracteristicas y secuencias de los partidores para citoquinas y proteinas de adhesion

GEN N° DE ORIENTACION SECUENCIA DE PARTIDORES TAMANO
ACCESO DEL
(GenBank) PRODUCTO
B-tubulina NM_173102.2 Sentido 57 -ACC-GTA-GCC-ATG-AGG-GAA-AT- 3" 180pb
Antisentido 5’ -GCC-ACC-TGT-AGC-TTC-ATT-GT- 3°
IL-1p NM_031512.2 Sentido 5" -TCC-CAT-TAG-ACA-GCT-GCA-CT- 3" 174pb
Antisentido 5" -GCC-ACA-GGG-ATT-TTG-TCG-TT- 3°
IL-6 NM_012589.2 Sentido 5" -AGC-CAG-AGT-CAT-TCA-GAG-CA- 3° 161pb
Antisentido 5" -GTT-GGA-TGG-TCT-TGG-TCC-TT- 3"
TNF-a NM_012675.3 Sentido 5" -AGC-TGT-CTT-CAG-GCC-AAC-AT- 3" 174pb
Antisentido 5" -ACA-GCC-TGG-TCA-CCA-AAT-CA- 3’
IL-10 NM_012854.2 Sentido 5" -AGC-AAA-GGC-CAT-TCC-ATC-CG- 3' 194pb
Antisentido 5" -AAG-GCT-TGG-CAA-CCC-AAG-TA- 3'
MCP-1 NM_031530.1 Sentido 5" -ACC-ACT-ATG-CAG-GTC-TCT-GT- 3" 157pb
Antisentido 5" -AGT-TCT-CCA-GCC-GAC-TCA-TT- 3"
ICAM-1 NM_012967.1 Sentido 5" -ATC-GGG-ATG-GTG-AAG-TCT-GT- 3" 168pb
Antisentido 5" -GAA-GCC-CGC-AAT-GAT-CAG-TA- 3°
VCAM-1 NM_012889.1 Sentido 5" -TTG-AGC-AGG-TCA-GGT-TCA-CA- 3" 180pb
Antisentido 5" -ACA-CCG-GGA-AAG-CTC-TTG-TT- 3°

Una vez adquiridos, los partidores liofilizados fueron reconstituidos para obtener una concentracion
100uM vy diluyeron para su uso a una concentracion de 4uM. La concentracion de partidores utilizada
para los ensayos posteriores de qPCR fue 1uM, seglin las recomendaciones del fabricante.

Cabe senalar que aunque IL-1p no estaba dentro de lo propuesto inicialmente en esta tesis, igualmente

se incorporo a las citoquinas analizadas.

5.7.6. Estandarizacion de partidores mediante curva de fusion

A continuacion, se procedié a realizar una curva de disociacion (curva de fusioén) para cada par de
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partidores, con el objetivo de comprobar la amplificacion especifica del producto de interés y descartar
la existencia de dimeros de partidores o uniones a sitios inespecificos. Para ello, se hicieron ensayos
gPCR a distintas temperaturas de alineamiento 55, 58, 60 y 65°C. El analisis del punto de fusion (del
inglés melting point) deriva de la observacion de la temperatura a la que la doble cadena de DNA se
desnaturaliza, lo que es dependiente de su longitud y composicion de nucleotidos, lo cual producird un

unico peak si la amplificacion genera solo un producto durante la qPCR [93].

5.7.7. Eficiencia de amplificacion

Para obtener comparaciones validas entre diferentes muestras evaluadas en este ensayo, es importante
determinar la eficiencia de amplificacion. Esta eficiencia se establecid a partir de una curva estandar,
utilizando diluciones seriadas de cDNA obtenido de una muestra control. Se realizaron diluciones
seriadas de esta muestra por un factor de 10 en KCI al 0,001% (p/v) y se sometieron a qPCR en tiempo
real, del cual se obtuvieron los valores de Ct que permiten calcular la eficiencia € de la reaccion. Ct (del
inglés threshold cicle) corresponde al nimero de ciclos en el cual la fluorescencia detectada es
significativamente mayor al nivel umbral, es decir, supera la fluorescencia basal. Esquematizando los
valores Ct por el logaritmo de cada dilucion, se generara un grafico cuya pendiente esta relacionada con
la eficiencia de la reaccion. La pendiente de esta linea y la eficiencia de amplificacién pueden
relacionarse por la ecuacion E = 10C"Pendienie) qonde E es la eficiencia de la reaccion; y pendiente se
refiere a la pendiente del grafico de valores de Ct versus el logaritmo de la cantidad de templado inicial.

Una pendiente entre -3,6 y -3,1 corresponde a una eficiencia entre 90% a 110% [93] [94].

5.7.8. PCR en tiempo real (qPCR)

Lareaccion de PCR se realizo a un volumen final de 20uL, de los cuales 10uL correspondieron a Takyon
Rox SYBR-Green Master Mix dTTP blue de la empresa Eurogentec, el cual esta constituido por la
enzima Takyon™ DNA polimerasa, SYBR-Green®, MgCl, 2,5mM y dNTPs. A la anterior mezcla se le
agregd 1uL de cada partidor (sentido y antisentido), 5,5uL de agua calidad PCR y 2,5uL de ¢cDNA
diluido (1:20). El procesamiento de las muestras se realizdo en un termociclador modelo MxPro-Mx
3000P (Stratagene, USA). Cada condicion experimental se analizé en triplicado tanto para el gen de
expresion constitutiva B-Tubulina como para el gen de interés. Con el objeto de descartar una posible
contaminacion externa en la mezcla de reaccion que pudiese aumentar inespecificamente la fluorescencia
registrada por el equipo, se utilizd un control negativo sin templado (NTC: No Template Control) y para

descartar contaminacion del mRNA con DNA genomico se utilizo un control con RNA como templado
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(No RT: No Reverse Transcription Control).

Para el proceso de amplificacion se emple6 un protocolo de temperaturas recomendado por el fabricante,
con 3 min de denaturacion inicial a 95°C para activar la enzima, luego 40 ciclos consecutivos de 10
segundos de denaturacion a 95°C seguido de 1 min de alineamiento a la temperatura 6ptima de los

partidores (60°C) y 20 seg a 72°C para la extension (tabla 2).

Tabla 2. Condiciones de amplificacion para RTqPCR

SEGMENTO CICLOS PROCESO TEMPERATURA — TIEMPO

1 1 Activacion 95°C — 3 minutos

2 40 Denaturacion 95°C — 10 segundos
Alineamiento 60°C — 1 minuto

Extension 72°C — 20 segundos

3 1 Curva de Fusion 95°C — 30 segundos

60°C — 30 segundos

95°C — 30 segundos

La intensidad de fluorescencia emitida debido a la unidn entre la doble hebra formada y el reactivo
SYBR-Green al final de cada ciclo de extension (segmento 2), refleja la cantidad de productos formados.
Para determinar la especificidad de estos productos, se agregd al final de la reaccion de PCR un ciclo
adicional llamado curva de fusion o de melting en donde las muestras se denaturaron durante 30 seg a
95°C, se hibridaron a 60°C durante 30 seg y durante 10 minutos se realizé un aumento gradual de la
temperatura (0,02°C por segundo) hasta alcanzar 95°C por 30 seg. La finalidad de la aplicacion de un
gradiente de temperatura creciente, es evaluar la cinética de disociacion de los fragmentos amplificados
y determinar la Tm (temperatura de melting) de los amplicones con el objetivo de comprobar su
especificidad. Esta Tm debe corresponder a una curva con un unico maximo, que es especifico para cada

producto génico [94].

5.7.9. Analisis de los cambios en los niveles de mRNA

Las cuantificaciones de cada gen se llevaron a cabo utilizando el método matematico de cuantificacion
relativa normalizada. Este método se basa en el modelo delta-delta Ct desarrollado por PE Applied
Biosystems. Para ello, los valores obtenidos de Ct para cada gen de interés se normalizaron con los
valores de Ct obtenidos para el gen constitutivo (B-Tubulina) mediante la siguiente ecuacion:

E gen de interésACT ( x control - x estimulos)

E gen de referencia ACr (X control - X estimulos)

Razoén de expresion =

La eficiencia de la reaccion se consideré como maxima (100%) si todo el cDNA blanco disponible se
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duplica en un ciclo de amplificacion, en cuyo caso se presume que el valor exponencial de E es 2,0 [95].
Cuando la razon de expresion es igual a uno, significa que no existen cambios en la expresion del gen
de interés en las condiciones con estimulo farmacoldgico versus a la condicion control. Un valor por
encima de uno, refleja sobre-expresion y por debajo del mismo indica disminucién en la expresion

relativa del gen de interés.

5.8 Medicidn de citoquinas secretadas por luminex

FCs se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 3,5 x10° células/placa y permanecieron en
incubacion por 24 h. Pasado este tiempo se les privo de suero, quedando en medio DMEM/F12 por 24
h. Transcurrido este tiempo se les cambid el medio y se les colocd medio DMEM/F12 fresco 1 h antes
de los estimulo estudiados: LPS, Ang II, RvD1, losartan, PD1233319, losartan + Ag II (1 h después),
PD123319 + Ang II (1 hora después), RvD1+ Ang II (1 hora después), Ang II + RvD1 (1 h después),
RvDI1 + LPS (1 h después). Los estimulos fueron por 24 h y pasado este tiempo, los medios de cultivo
de cada placa fueron recolectados en tubos eppendorf'y centrigufados a 10 000 rpm durante 15 min. Los
sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

El perfil de citoquinas secretados por FCs fue medido mediante ensayo LUMINEX del medio de cultivo
utilizando el kit multiplex (RECYTMAG-65K/MILLIPLEX MAP Rat Cytokine/Chemokine Magnetic
Bead Panel) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El kit fue disefiado para medir un perfil de
citoquinas en las que se incluyen IL-6, IL-10, MCP-1 y TNF-a. Los niveles de citoquinas se midieron
en el equipo Luminex 200 system, Multiplex Bio-Assay. La cuantificacion se realizo basandose en
curvas estandar para cada citoquina: IL-6: 73.2-300000 pg/mL, IL-10: 7.3-30000 pg/mL, MCP-1: 29.3-
120000 pg/mL y TNF-a: 2.4-10000 pg/mL. Los valores se normalizaron respecto a la cantidad de

proteina total y fueron expresados en pg/ug proteina.

5.9 Ensayo de adhesion de SMC a FCs (tincion con cristal violeta)

FCs se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 50 000 células/placa y permanecieron en
incubacion por 24 h. Pasado este tiempo se les privo de suero, quedando en medio DMEM/F12 por 24
h. Transcurrido este tiempo se les cambid el medio y se les colocd medio DMEM/F12 fresco 1 h antes
de los estimulo estudiados: LPS, Ang II, RvD1, losartan + Ag II (1 h después), PD123319+ AngII (1 h
después), RvD1+ Ang II (1 h después), Ang II + RvD1 (1 h después), RvD1 + LPS (1 hora después).

Los estimulos fueron por 24 h.
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5.9.1 Aislamiento de monocitos desde bazo

Para obtener células mononucleares de bazo (SMC), principalmente linfocitos y monocitos), se
diseccionaron bazos de ratas Sprague Dawley de la cavidad abdominal y se recibieron en una placa con
4 mL de PBS estéril y luego se trituraron y filtraron a través de un tamiz de disociacion celular (tamafio
de poro: 380 um) hasta obtener una suspension homogénea. Para separar y poder eliminar los
granulocitos y los eritrocitos, se usé Ficoll-Histopaque® 1083 en una proporcion 1: 1 respecto de la
solucion obtenida en la suspension celular, y luego se centrifugd en una centrifuga basculante con un
rotor a 180 ° a temperatura ambiente durante 30 min y 400 g. La interfaz rica en SMC se recibid y se
lavé dos veces con PBS. Finalmente, los SMC purificados se centrifugaron y se resuspendieron en PBS

/ FBS al 3%, para el experimento posterior.

5.9.2 Co-cultivo y tincion con cristal violeta

Los FCs después del estimulo correspondiente por 24 h, se les retird el medio de cultivé y se lavaron una
vez con PBS estéril. Luego se les colocd 1mL de medio DMEM-F12. Se afiadieron SMC a las placas en
una proporcion de 5: 1 (SMC: FCs) y se incubaron durante dos h. Los medios se eliminaron y las placas
se lavaron suavemente dos veces con PBS estéril. Se afiadio 500 ul de cristal violeta (5 mg / ml, MeOH
al 20%) y se dejo actuar durante 20 min. Pasado el tiempo, las placas se lavaron con agua destilada y se
dejaron secar a temperatura ambiente hasta que se analizaron por microscopia optica.

Con las imagenes obtenidas, se contaron tanto los FCs observados en cada una de ellas como los SMC

adheridos a los FCs.

5.10 Analisis estadisticos

Todos los datos se presentan como la media £ SEM de al menos cinco experimentos. Cada réplica se
consideré como un experimento bioldgico independiente pues en cada una de estas los FCs provinieron
de un animal diferente. Las diferencias entre los grupos analizados se analizaron con un ANOVA
unidireccional seguido de una prueba de Tukey para comparar los efectos de las condiciones en estos
parametros. La significancia fue aceptada en p<0.05. Se utilizo GraphPad Prism Software 6.0 para los

calculos estadisticos y realizar las representaciones graficas de los resultados.
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados del objetivo especifico 1: Evaluar en FCs de rata los efectos de RvD1 sobre los segundos

mensajeros cAMP y Ca*™ asociados a la activacién de los receptores ALX/FPR2.

6.1.1  Presencia del receptor ALX/FPR2

Se determiné la presencia de receptores ALX/FPR2 en FCs de rata adulta en muestras de proteinas
obtenidas tras lisado celular. La deteccion se llevd a cabo mediante WB. Ademas, se determiné si los
niveles del receptor se modificaban por efecto de la RvD1 misma o frente a estimulos proinflamatorios
(LPS y Ang II) o profibroticos (Ang II y TGF-p).

Los resultados obtenidos (Figura 3), muestran que en FCs de rata adulta se detectd la presencia de la
proteina ALX/FPR2 y que Ang Il y TGF-f inducen un aumento significativo en sus niveles de expresion.
El estimulo con LPS mostr6 una tendencia al aumento en la expresion del receptor; sin embargo, esta no

llegd a ser estadisticamente significativa.
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Figura 3. Expresion de receptores ALX/FPR2 en fibroblastos cardiacos de rata adulta. FCs se estimularon con LPS (1
pg/mL), Ang IT (1uM), TGF-B (10ng/mL) y RvD1 (D1; 0,1 uM) durante 24 horas y se determinaron los niveles proteicos de
ALX/FPR2 mediante Western Blot. En la parte superior se muestra una imagen representativa de las bandas y en la parte inferior
el analisis grafico. Los resultados se expresan como promedio (+ SEM) de 5 experimentos independientes.* p<0,05.
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6.1.2 Funcionalidad del receptor

6.1.2.1 Efecto sobre los niveles de cAMP intracelular

Se determind el efecto de RvD1 sobre los niveles intracelulares de cAMP. FCs fueron incubados 10
minutos con RvD1 (0,1 uM) en presencia/ausencia de ISO 10 uM (usado como control positivo). Los
resultados obtenidos (Figura 4) muestran que, por si sola, la RvD1 no produjo cambio de los niveles de

cAMP intracelular. Ademas, RvD1 mostré una tendencia a potenciar la respuesta inducida por ISO.
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Figura 4. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de cAMP intracelular en FCs de rata adulta. FCs privados de suero fueron
incubados 10 minutos en diferentes condiciones: control (vehiculo de la solucion de RvD1(D1), isoproterenol (ISO) 10uM, RvD1
0,1uM, RvD1 + ISO (10 minutos después). Se midieron los niveles de cAMP por inmunoensayo kit ELISA. Los resultados
representan 5 experimentos independientes expresados como la media £ SEM, **p< 0,01, ***p<0,001.

6.1.2.2 Efecto sobre los niveles de Ca™* intracelular

Para evaluar el efecto de RvD1 sobre los niveles de Ca*" citoplasmatico y nuclear se utilizo microscopia
confocal, preincubando las células con sonda FLUO-4AM (4,4 uM), sonda sensible a Ca™ que permite
identificar movimientos o incrementos relativos del Ca*? intracelular. Se estimulé con control (vehiculo
de laRvD1), RvDI1, Ang II (como control positivo) y RvD1, 1 minuto previo al estimulo con Ang II.

A nivel citoplasmatico y nuclear (Figuras 5 y 6) respectivamente, la RvD1 por si sola no produjo cambios
significativos en la fluorescencia relativa correspondiente a una sefial de Ca™, lo que se refleja en que

no hubo cambios respecto al control en los parametros de area bajo la curva y amplitud de la sefial.

48



Ang 1II produjo, respecto al control, un aumento significativo en la fluorescencia relativa de la sefial de
Ca*, lo que a su vez se vio reflejado en aumento significativo en la amplitud y 4rea bajo la curva. Esto
tanto a nivel citoplasmatico como nuclear.

Por otra parte, al estimular con RvD1 y un minuto después agregar Ang II, se obtuvo una disminucion
de la sefial de Ca®" intracelular citoplasmatica y nuclear inducida por Ang II, e igualmente disminucion
en la amplitud de la sefial y del area bajo la curva con respecto al estimulo de Ang II.

Ademas, se realizaron ensayos utilizando el WRW4, antagonista del receptor ALX/FPR2, con el objetivo
de comprobar que los efectos de la RvD1 sobre los niveles de Ca™ citoplasmatico y nuclear estaban
mediados por accion de la RvD1 sobre su receptor. Los resultados obtenidos (Anexo 2, Figura 40) no

permitieron dilucidar esto, pues el WRW4 por si mismo aument6 los niveles de Ca™.
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Figura 5. Efecto de RvD1 en la liberacion de Ca*? citoplasmatico en FCs de rata adulta. FCs fueron incubados por 30
minutos con sonda FLUO-4AM vy luego estimulados con vehiculo, Ang II (0,1 uM), RvD1 (D1; 0,1 uM), RvD1 1 min antes
de Ang II. A) Imagenes representativas de las cinéticas de Ca*? B) Analisis grafico de los datos de amplitud (izquierda) y area
bajo la curva (derecho) de la curva de fluorescencia relativa. Los resultados son representativos de 5 experimentos
independientes (n=5), donde 2 células fueron analizadas en cada n. Los datos estan expresados como promedio + SEM.
****p<0,0001.
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Figura 6. Efecto de RvD1 en la liberacién de Ca*? nuclear de fibroblastos cardiacos de rata adulta. FCs fueron incubados
por 30 minutos con sonda FLUO-4AM vy luego estimulados con vehiculo, Ang II (0,1 uM), RvD1 (D1; 0,1 uM), RvD1 1 min
antes de Ang II. A) Imagenes representativas de las cinéticas de Ca*? B) Anélisis grafico de los datos de amplitud (izquierda)
y area bajo la curva (derecho) de la curva de fluorescencia relativa. Los resultados son representativos de 5 experimentos
independientes (n=5), donde 2 células fueron analizadas en cada n. Los datos estan expresados como promedio + SEM.

* p<0,05 **p<0,01.

6.2. Resultados del objetivo especifico 2: Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresion de proteinas
de adhesion ICAM-1, VCAM-1, la expresion/secrecion de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-a y la

adhesion de monocitos inducidos por Ang II en FCs de rata.

6.2.1. Efecto de Ang II sobre niveles de RNAm de citoquinas y proteinas de adhesion:

Los FCs fueron tratados con diferentes estimulos durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se extrajo el
RNA para posteriormente llevar a cabo una retrotranscripcion y obtener el cDNA a partir del cual se
llevo a cabo la RTqPCR, la cual permitié determinar Los niveles de mRNA de los genes de interés, en
este caso, los genes de las citoquinas y proteinas de adhesion en estudio.

En los resultados obtenidos se observa que Ang Il aumento significativamente los niveles de mRNA de
IL-6 (Figura 7), MCP-1 (Figura 8), TNF- o (Figura 9), tanto a las 3 como a las 6 horas; y el
pretratamiento con losartan previno este efecto. Por otra parte, Ang II no modificé los niveles de mRNA

de ICAM-1y VCAM-1 (Figuras 10 y 11) ni de IL-10, IL-1p (Figura S1 y S7).

50



IL-6 3h IL-6 6h

% % % *
10+ 101 I
£8 £8
S £ 89 * * St 81
28 29
2= Al 22
é-ﬁ 64 1 @ 6+
2 So
S 5 %5
=3 4 =8 4
£
z 3 $¢
5&2' 9 2
S —_ <2 —_
0- 0 T
> 3 v 3 N > v NS
&© &) Q) 0
& R ) )
& © \:,79 & v \:‘V'

Figura 7. Niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs
cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), Losartan (1uM), Losartan (1uM) + Ang II (1uM)
una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros de veces sobre el
control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos
estan expresados como promedio = SEM. *p<0,05,**p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 8. Niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs
cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), Losartan (1uM), Losartan (1uM) + Ang II (1uM)
una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros de veces sobre el
control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos
estan expresados como promedio + SEM. * p<0,05 y **p<0,01.
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Figura 9. Niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs
cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), Losartan (1uM), Losartan (1uM) + Ang II (1uM)
una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros de veces sobre el
control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos
estan expresados como promedio £ SEM. *p<0,05 vs control; **p<0,01.
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Figura 10. Niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs.

FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), Losartan (1uM), Losartan (1uM) + Ang II
(1uM) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como niimeros de veces sobre
el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos

estan expresados como promedio = SEM.
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Figura 11. Niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs en
FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), Losartan (1uM), Losartan (1uM) + Ang II
(1uM) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como ntimeros de veces sobre
el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=>5) para ambos tiempos. Los datos
estan expresados como promedio = SEM.

6.2.2 Efecto de Ang II sobre la secrecion de citoquinas:

Los FCs fueron tratados con diferentes estimulos durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se recuperd
el medio de cultivo y se midi6 el perfil de citoquinas secretadas mediante LUMINEX ELISA.

En los resultados obtenidos se observa que Ang Il aumento significativamente los niveles secretados de
IL-6 (Figura 12) y MCP-1 (Figura 13), y no modificé los niveles de TNF-a (Figura 14) e IL-10 (Figura
S2), respecto al control. Ademas, se puede ver que el aumento que indujo Ang II sobre IL-6 y MCP-1
fue disminuido de forma significativa al tratar con losartan previo al estimulo con Ang II, y no hubo

disminucion con el pretratamiento con PD123319 (antagonista AT2R).
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Figura 12. Niveles de secrecion de IL-6 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 horas. FCs fueron
estimulados con Ang II 1pM en presencia y ausencia de Losartan 1uM y PD123319 1uM). Los antagonistas fueron agregados 1
hora antes del estimulo con Ang II. Los valores de IL-6 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los resultados
representan el promedio = SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05.
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Figura 13. Niveles de secrecion de MCP-1 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 horas. FCs fueron
estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de Losartan 1uM y PD123319 1uM (. Los antagonistas fueron agregados
1 hora antes del estimulo con Ang II. Los valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los resultados
representan el promedio + SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05.
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Figura 14. Niveles de secrecion de TNF-a. en FCs de rata adulta estimulados durante 24 horas. FCs fueron estimulados con
Ang II 1uM en presencia y ausencia de Losartan 1uM y PD123319 1uM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del
estimulo con Ang II. Los valores de TNF-o se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los resultados representan
el promedio = SEM de 7 experimentos independientes.
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6.2.3 Efecto de Ang II sobre niveles de proteinas de adhesion:

Los FCs fueron tratados con diferentes estimulos durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se lisaron las
células y se recuperaron las proteinas, las cuales se separaron mediante electroforesis y su deteccion se
llevé a cabo mediante inmunoblot.

En los resultados obtenidos se observa que Ang Il no modifico los niveles de ICAM-1 (Figura 15) y

VCAM-1 (Figura 16). Tanto losartan como PD 123319, no mostraron efectos.
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Figura 15. Niveles de proteina ICAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta estimulados con Ang II en
presencia y ausencia de losartan y PD123319 durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y
ausencia de Losartan 1uM y PD123319 1uM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del estimulo con Ang II. Los
valores de ICAM-1 fueron determinados mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los
resultados representan el promedio + SEM de 5 experimentos independientes.
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Figura 16. Niveles de proteina VCAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta estimulados con Ang II
en presencia y ausencia de losartan y PD123319 durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang I 1uM en presencia
y ausencia de Losartan 1pM y PD123319 1uM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del estimulo con Ang II. Los
valores de VCAM-1 fueron determinados mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los
resultados representan el promedio + SEM de 4 experimentos independientes.

6.2.4 Efecto de Ang II sobre la adhesion de SMC a FCs:

Los FCs fueron estimulados con Ang II 1uM durante 24 horas en presencia y ausencia de losartan o
PD123319. Posteriormente se retird el estimulo y los FCs se incubaron durante 2 horas con SMC en una
relacion 5 SMC: 1 FC. Los resultados obtenidos (Figura 17) muestran que Ang Il aumenta
significativamente la adhesion de SMC a los FCs. El efecto producido por Ang II fue contrarrestado

significativamente con el pretratamiento con losartan y también con el pretratamiento con PD123319.
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Figura 17. Efecto de Ang II sobre la adhesion de SMC a FCs de rata adulta. FCs de rata fueron estimulados con Ang II
1uM en presencia y ausencia de Losartan 1uM y PD123319 1uM. Los antagonistas fueron agregados 1 hora antes del estimulo
con Ang II. A. Imagenes representativas de la adhesion de SMC a FCs con cada uno de los estimulos. Las flechas negras sefialan
SMC adheridos a FCs. B. Analisis grafico de la razon de adhesion de SMC/FCs. Los resultados muestran la media = SEM para
tres experimentos independientes. * p<0,05; ** p<0,01.

6.2.5 Efecto de RvD1 sobre los niveles de mRNA de citoquinas y proteinas de adhesion gatillados por
Ang Il en FCs:

En los resultados obtenidos se observa que RvD1 previene el aumento del mRNA de IL-6 (Figura 18) y
MCP-1 (Figura 19) a las 6 horas post estimulo. Por otra parte, RvD1 no previno el aumento de mRNA
de TNF-a en ninguno de los tiempos observados (Figura 20). Con respecto a IL-10 (Figura S3), IL-13
(Figura S8), ICAM-1 (Figura 21) y VCAM-1 (Figura 22), se puede observar que Ang Il no produjo
cambios significativos en los niveles de mensajeros de estas citoquinas y proteinas de adhesion y RvD1
no ejerce ningin cambio significativo sobre lo observado con Ang II. Ademas, RvD1 por si misma no

modifica los niveles de mRNA de ninguna de las citoquinas o proteinas de adhesion en estudio.
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Figura 18. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), RvD1 (100nM), RvD1
(D1; 100nM) + Ang II (1uM) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como
numeros de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para
ambos tiempos. Los datos estan expresados como promedio = SEM. **p<0,01; ***p<0,001 y ****p<0,0001.
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Figura 19. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), RvD1 (100nM), RvD1
(D1; 100nM) + Ang IT (1uM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros
de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos
tiempos. Los datos estan expresados como promedio + SEM *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 20. Efecto de 1a RvD1 sobre los niveles de mRNA de TNF-o en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), RvD1 (100nM), RvD1
(DS1; 100nM) + Ang II (1uM) una hora después. Posteriormente se midieron los niveles de mRNA de TNF-a 1 mediante
RTqPCR. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como niimeros de veces sobre el control sin tratar. Los
resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos estan expresados como
promedio = SEM. *p<0,05.
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Figura 21. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con
angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), RvD1 (D1;
100nM), RvD1 (100nM) + Ang II (1uM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como
numeros de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) tanto
para ambos tiempos. Los datos estan expresados como promedio + SEM.
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Figura 22. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con
angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), RvD1
(100nM), RvD1 (D1; 100nM) + Ang II (1uM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron
como numeros de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5)
tanto para ambos tiempos. Los datos estan expresados como promedio + SEM.

6.2.6 Efecto de RvD1 sobre la secrecion de citoquinas

Los resultados obtenidos muestran que Ang Il aumenta significativamente la secrecion de IL-6 (Figura
23) y MCP-1 (Figura 24) vs el control, y este efecto es prevenido de forma significativa tanto con el
pretratamiento con RvD1 1 hora antes del estimulo con Ang II, como con el tratamiento con RvD1 1
hora después al estimulo con Ang II. Por otra parte, Ang II no modificé los niveles de TNF-a (Figura
25) e IL-10 (Figura S4) vs el control y el estimulo con RvD1 no generd ningin cambio sobre este efecto

de Ang II. Ademas, la RvDI1 por si sola no produjo cambios en la secrecion de IL-6, MCP-1, IL-10 y

TNF-a con relacion al control.
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Figura 23. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de IL-6 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24
horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de RvD1 100nM. La RvD1 (D1) fue agregada 1 hora
antes o 1 hora después del estimulo con Ang II. Los valores de IL-6 se obtuvieron en pg por pug de proteina de cada muestra. Los
resultados representan el promedio + SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05; **p<0,01.
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Figura 24. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de MCP-1 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante
24 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora
antes o 1 hora después del estimulo con Ang II. Los valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra.
Los resultados representan el promedio + SEM de 7 experimentos independientes. * p<0,05; **p<0,01.
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Figura 25. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de TNF-a en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante
24 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora
antes o 1 hora después del estimulo con Ang II. Los valores de TNF-a se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra.
Los resultados representan el promedio + SEM de 7 experimentos independientes.

6.2.7 Efecto de RvD1 sobre los niveles de proteinas de adhesion

En los resultados obtenidos se observa que Ang II no modificé los niveles de ICAM-1 (Figura 26) y

VCAM-1 (Figura 27) tal y como ya se habia visto en resultados anteriores de esta misma tesis. Ademas,
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se observo que la RvD1 por si misma no modificé los niveles de las proteinas de adhesion ICAM-1 y

VCAMS-1 en FCs de rata adulta tanto a las 24 como a las 48 horas.
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Figura 26. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteina ICAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata
adulta estimulados con Ang II durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de
RvDI (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes o 1 hora después del estimulo con Ang II. Los valores de ICAM-1
fueron determindos mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan
el promedio + SEM de 4 experimentos independientes.
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Figura 27. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteina VCAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta
estimulados con Ang II durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de RvD1 (D1;
100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes o 1 hora después del estimulo con Ang II. Los valores de VCAM-1 fueron
determindos mediante Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan el promedio
+ SEM de 4 experimentos independientes.
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6.2.8 Efecto de RvD1 sobre la adhesion de SMC a FCs mediada por Ang 11

Los FCs fueron estimulados durante 24 horas con Ang II 1uM, RvD1 0,1 uM, una hora antes y una hora
después del estimulo con Ang II. Posteriormente se retird el estimulo y los FCs se incubaron durante 2
horas con SMC en una relacion 5 SMC: 1 FC. Los resultados obtenidos (Figura 28) muestra que Ang II
aumenta significativamente la adhesion de SMC a los FCs y que este efecto fue contrarrestado
significativamente al estimular con RvD1 antes o después del estimulo con Ang II. La RvD1 por si sola

no produjo ningun cambio.
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Figura 28. Efecto de RvD1 sobre la adhesion de SMC a FCs de rata adulta gatillada por Ang II durante 24 horas. FCs
fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de RvD1 100 nM. LA RvD1 fueron agregados 1 hora antes o 1
hora después del estimulo con Ang II. A. Imagenes representativas de la adhesion de SMC a FCs con cada uno de los estimulos.
Las flechas negras sefialan SMC adheridos a FCs. B. Analisis grafico de la razén de adhesion de SMC/FCs. Los resultados
muestran la media £ SEM para tres experimentos independientes. ***p<0,001.
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6.3. Resultados del objetivo especifico 3:Determinar el efecto de RvD1 sobre la expresion de proteinas
de adhesion ICAM-1, VCAM-1 y la expresion/secrecion de las citoquinas IL-6, MCP-1, TNF-o. y la

adhesion de monocitos inducidos por LPS en FCs de rata.

6.3.1 Efecto de RvD1 sobre los niveles de mRNA de citoquinas y proteinas de adhesion gatillados por
LPS en FCs:

En los resultados obtenidos se observa que LPS aumenta significativamente los niveles de mRNA de IL-
6 (Figura 29), MCP-1 (Figura 30), TNF-a (Figura 31), IL-10 (Figura S5), IL-1B (Figura S9), ICAM-1
(Figura 32) y VCAM-1 (Figura 33) en FCs tanto a las 3 como a las 6 horas. Por otra parte, RvD1 no
previno el aumento del mRNA de IL-6, MCP-1, TNF-q., IL-10, ICAM-1 y VCAM-1 gatillado por LPS

en FCs tanto a las 3 como a las 6 horas post estimulo.
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Figura 29. Efecto de 1a RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-6 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante
3y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 pg/mL), RvD1 (D1, 100nM), RvD1 (100nM)
+ LPS (1 pg/mL) una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como numeros de
veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos.
Los datos estan expresados como promedio = SEM. **p<0,01 y ****p<0,0001.
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Figura 30. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de MCP-1 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante
3y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 pg/mL), RvD1 (100nM), RvD1 (D1; 100nM)
+ LPS (1 pg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como numeros de veces
sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los
datos estan expresados como promedio + SEM. *p<0,05 y **p<0,01.
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Figura 31. Efecto de l1a RvD1 sobre los niveles de mRNA de TNF-a en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante
3y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 ug/mL), RvD1 (100nM), RvD1 (100nM) +
LPS (1 pg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como ntimeros de veces sobre
el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos
estan expresados como promedio = SEM. * p<0,05, **p<0,01.
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Figura 32. Efecto de la RvD1 sobre los niveles d¢e mRNA de ICAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS
durante 3y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 pg/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1
(100nM) + LPS (1 pg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros de
veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos.
Los datos estan expresados como promedio + SEM. * p<0,05 ***p<0,001 ****p<0,0001.
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Figura 33. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de VCAM-1 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS
durante 3y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 pg/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1
(100nM) + LPS (1 ug/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros de
veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) tanto para ambos

tiempos. Los datos estan expresados como promedio + SEM. * p<0,05 **p<0,01 y ***p<0,001.

6.3.2 Efecto de RvD1 sobre la secrecion de citoquinas gatillada por LPS en FCs.

Los resultados obtenidos muestran que LPS aumenta significativamente la secrecion de IL-6 (Figura 34),
MCP-1 (Figura 35), TNF-a (Figura 36) e IL-10 (Figura S6) vs el control. RvD1 previno el aumento de
IL-6 y MCP-1. La RvD1 por si sola no produjo cambios en la secrecion de IL-6, MCP-1, IL-10 y TNF-
o con relacion al control.

66



IL-6 24h

2500+

2000+

1500+

1000+

pg IL-6/ug proteina

5004

Figura 34. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de IL-6 en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24
horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora
antes del estimulo con LPS. Los valores de IL-6 se obtuvieron en pg por ug de proteina de cada muestra. Los resultados
representan el promedio = SEM de 7 experimentos independientes. *p<0,05; *** p<0,001.
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Figura 35. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de MCP-1 en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante
24 horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1;100nM). La RvD1 fue agregada 1
hora antes del estimulo con LPS. Los valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los resultados
representan el promedio = SEM de 7 experimentos independientes. *p<0,05; ** p<0,01.
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Figura 36. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de TNF-a en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24
horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora

antes del estimulo con LPS. Los valores de TNF-a se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los resultados
representan el promedio = SEM de 7 experimentos independientes. **** p<0,0001.

6.3.3 Efecto de RvD1 sobre los niveles de proteinas de adhesion gatilladas por LPS en FCs.

En los resultados obtenidos se observa que LPS aumenté significativamente los niveles de ICAM-1
(Figura 37) y VCAM-1 (Figura 38). Por otra parte, RvD1 previno el aumento de VCAM-1 inducido por
LPS a las 24 horas post-estimulo. Ademas, se observd que la RvD1 por si misma no modifico los niveles

de las proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1 en FCs de rata adulta a las 24 horas.
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Figura 37. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteina ICAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta
estimulados con LPS durante 24 horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1;
100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes del estimulo con LPS. Los valores de ICAM-1 fueron determindos mediante Western

Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan el promedio = SEM de 4 experimentos
independientes. * p<0,05.
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Figura 38. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de proteina VCAM-1 determinada en lisados celulares de FCs de rata adulta
estimulados con LPS durante 24 y 48 horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1;
100nM). La RvDI fue agregada 1 hora antes del estimulo con LPS. Los valores de VCAM-1 fueron determindos mediante
Western Blot y se expresaron como veces sobre el control sin tratar. Los resultados representan el promedio + SEM de 4
experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01.

6.3.4 Efecto de RvD1 sobre la adhesion mediada por LPS

Los FCs fueron estimulados durante 24 horas con LPS y RvD1 0,1 uM una hora antes de LPS. Luego se
retird el estimulo y los FC fueron incubados por 2 horas con SMC en una relacion 5 SMC : 1 FC. Los
resultados obtenidos (Figura 39) muestran que LPS aumento significativamente la adhesion de SMC y
este efecto fue prevenido con el pretratamiento con RvD1. La RvD1 por si sola no produjo cambios sobre

la adhesion de SMC a FCs.
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Figura 39. Efecto de RvD1 sobre la adhesion de SMC a FCs de rata adulta gatillada por LPS durante 24 horas. FCs
fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora antes del
estimulo con LPS. A. Imagenes representativas de la adhesion de SMC a FCs con cada uno de los estimulos. Las flechas negras
sefialan SMC adheridos a FCs. B. Analisis grafico de la razon de adhesion de SMC/FCs. Los resultados muestran la media +
SEM para tres experimentos independientes. **p<0,01; *** p<0,001.
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A continuacion un resumen comparativo de los principales resultados obtenidos con relacion a los

objetivos 2 y 3:

Tabla 3. Resumen de resultados obtenidos sobre las proteinas estudiadas respecto a los estimulos

proinflamatorios con Ang II, LPS y el efecto de RvD1 previo a estos estimulos.

Efecto de Ang I1 Efecto de Efecto de LPS Efecto de
A RvD1+ Ang I1 Vs RvD1+LPS
Control vs Ang 11 Control vs LPS

IL-6 mRNA T J T Sin cambio
Proteina T N ) J

MCP-1 mRNA T J T Sin cambio
Proteina 0 N 0 N

TNF-a mRNA T Sin cambio T Sin cambio

Proteina Sin cambio Sin cambio T Sin cambio

ICAM-1 mRNA Sin cambio Sin cambio T Sin cambio

Proteina Sin cambio Sin cambio T Sin cambio

VCAM-1 mRNA Sin cambio Sin cambio T Sin cambio
Proteina Sin cambio Sin cambio T J
Adhesioén SMC a FCs T N ) \?

IL-6: interleucina 6; MCP-1: proteina quimioatractante de monocitos 1; TNF-a.: Factor de necrosis tumoral alfa; ICAM-1: molécula de
adhesion intercelular 1; VCAM-1: molécula de adhesion vascular 1; SMC: células mononucleares de bazo; FCs: Fibroblastos cardiacos; T
aumento; ¥: disminuye
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7. DISCUSION

7.1 Receptores ALX/FPR2 en FCs

Hasta la fecha, no existe evidencia publicada sobre la expresion de los receptores de la RvD1 ni sobre
sus vias de sefalizacion en FCs. Por ello, se investigd su presencia en FCs de rata adulta y se evaluo la
expresion de estos en presencia de estimulos proinflamatorios como LPS, Ang II y en presencia de
estimulos profibréticos como Ang II y TGF-B. Ademads, para determinar la via de sefializacion
intracelular activada por RvD1 en FCs, se midieron los niveles de cAMP en presencia/ausencia de ISO
y los niveles intracelulares de sefiales de Ca™ en presencia/ausencia de Ang II.

Resultados previos y atin no publicados de nuestro laboratorio, han mostrado que, la RvD1 es capaz de
prevenir efectos proinflamatorios en FCs de ratas SD neonatas [96]; sin embargo, la expresion de los
receptores ALX/FPR2 no se conocia y menos aiun hay referencias que relacionen la expresion de estos
receptores con alguno de los estimulos utilizados: Ang II, LPS y TGF-p.

Con relacion a Ang 11, ademas no hay evidencia publicada sobre los efectos de este péptido sobre la
expresion de ALX/FPR2 en otros tipos celulares. En ese sentido nuestros hallazgos son novedosos en
cuanto a que muestran que Ang Il incrementa los niveles de ALX/FPR2 en FCs de rata SD adulta.

Con respecto al estimulo con LPS, en otros tipos celulares se ha visto que LPS aumenta la expresion de
ALX/FPR2; por ejemplo, en un estudio realizado en monocitos humanos se demostré que los niveles del
receptor ALX/FPR2 disminuyeron drasticamente tras su diferenciacion a macrofagos; sin embargo, esos
mismos macrofagos estimulados con LPS presentaron un gran aumento de la expresion del mRNA de
dicho receptor, aunque ese cambio no fue traducido en un aumento en los niveles proteicos del mismo,
mostrando una inhibicidén postranscripcional en la sintesis del receptor [97]. En células de microglia
humana [98] y células de microglia murinas [99], LPS aument6 los niveles de proteina de ALX/FPR2.
Ademas, en células endoteliales vasculares de raton LPS mostrd incrementar tanto los niveles de mRNA
como de proteina [100]. Cabe mencionar, que en enterocitos humanos, el estimulo con LPS e IL-1f3
incrementaron solo un poco la expresion de ALX/FPR2 en comparacion con el que se observo con el
estimulo directo con otras citoquinas proinflamatorias tales como IL-6 e interferon gamma (INF-y) [101].
Nuestros resultados no mostraron frente al estimulo con LPS un aumento significativo de los receptores
ALX/FPR2, aunque si observamos una tendencia al aumento, que quizas con un aumento en el tamafio
de la muestra podria llegar a ser significativo; sin embargo, esto tendria que ser comprobado. En cuanto
a los efectos de TGF-B1, se encontrd en células microgliales murinas [102] que este estimulo a través
de la activacion de las vias SMAD3 y ERK1/2, fue capaz de inhibir la expresion de FPR2 estimulada

por LPS; igualmente en otro estudio, también en microglia murina, se encontré que TGF-B1 disminuy6
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los niveles de FPR2 [103]. Cabe mencionar que tanto el estimulo Angll como TGF-f se han asociado
aumentar la diferenciacion de FCs a miofibroblastos, por lo que el aumento de receptores ALX/FPR2
encontrado en la presente investigacion podria eventualmente estar asociado a que en miofibroblastos
haya mayor cantidad de receptores que en FCs, lo cual tendria que ser comprobado en futuras
investigaciones.

Para RvD1 no se encontr6 evidencia que la relacionara con aumentar la expresion del receptor
ALX/FPR2; sin embargo, es importante destacar que estos antecedentes y el resultado encontrado
sugieren que la RvD1 no autoregula la expresion de su receptor ni hacia la alza ni hacia la baja.

Por lo tanto, con esta evidencia y resultados en su conjunto se puede concluir que los cambios inducidos
en la expresion del receptor ALX/FPR2 son dependientes tanto del tipo celular como del estimulo
utilizado, y que estos cambios pueden manifestarse en diferentes niveles del proceso de sintesis de los
receptores. A la vez, es claro y coincidente con nuestros hallazgos que el receptor si puede variar su
expresion, ante distintos estimulos y procesos [104].

Con relacion a los efectos de RvD1 sobre los niveles de cAMP intracelular en FCs de ratas SD adultas,
los resultados obtenidos son discordantes de lo reportando en la literatura, pues se esperaba que RvD1
disminuyera los niveles de cAMP como se ha visto en neutrofilos humanos [47] y esto no ocurrid, lo que
aporta evidencia de que los receptores ALX/FPR2 en FCs de ratas adultas no estarian acoplados a este
tipo de proteina Gi.

Por otro lado, ensayos paralelos a esta investigacion llevados a cabo en nuestro laboratorio en FCs de
ratas SD neonatas, mostraron que el estimulo de RvD1 + ISO aument6 significativamente los valores de
cAMP intracelular respecto a lo que lo aumentaria el estimulo con ISO solo. Ademas, en este mismo tipo
celular se encontrd que, al estimular con RvD1 e ISO en presencia de WRW4, que es un antagonista
selectivo del receptor ALX/FPR2, los niveles de cAMP se incrementan a valores semejantes a los que
se encontro con ISO solo, indicando asi que la potenciacion de la respuesta es gatillada por activacion
del receptor ALX/FPR2 [105].

Con respecto a esto, en la literatura publicada hasta ahora, se indica que en FCs la co-estimulacion de
receptores asociados a las proteinas efectoras Gs-Gq lleva a un mayor aumento en los niveles de cAMP
intracelular, pues al menos otros dos receptores acoplados a la via Gq (P2Y y ATIR) son capaces de
inducir una potenciacién similar en los niveles de cAMP inducidos por ISO [106]. Antecedentes
obtenidos en nuestro grupo de investigacion mostraron otro caso similar, en el que la bradicinina (BK)
por si sola no modifico los niveles de cAMP intracelular; sin embargo, produjo un efecto potenciador
sobre la sefalizacion de ISO [107]. Ademas, se encontré que este resultado es gatillado via G4-PLC-

CaMKII y al utilizar un inhibidor de CaMK-II se previno el efecto, indicando que CaMKII juega un
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papel preponderante en la potenciacion en este caso [107], lo que podria deberse a que la CaMKII activa
la adenilato ciclasa de tipo 5, la que al ser activada por Gs induciria un mayor aumento de cAMP.
Resultados similares se han observado en FCs de rata adulta, causados por Ang II o UTP donde el efecto
sinérgico sobre la respuesta inducida por ISO se eliminé al inhibir a la fosfolipasa C (PLC); ademas la
sobreexpresion de la proteina Gq aumentd dicha potenciacion [108]. En este mismo estudio se encontrd
que la quelacion del Ca™ intracelular atenu6 la potenciacion; y al utilizar agentes farmacologicos que
aumentan directamente el Ca* intracelular, se vié potenciada la acumulacion de cAMP inducida por
ISO. También se encontré que utilizando inhibidores del complejo Ca**-calmodulina el efecto sinérgico
sobre cAMP disminuye de forma significativa [108]. Esta via podria ser interesante de estudiar para el
caso de la RvD1 e ISO. De acuerdo entonces a los resultados obtenidos en la presente investigacion y a
los antecedentes mencionados, una posible explicacion es que los receptores ALX/FPR2 estuviesen
acoplados a proteina del tipo G, que lleve a un aumento de calcio intracelular.

Con respecto a esto, el estimulo con RvD1 por si sola no produjo cambios significativos en los niveles
de Ca' intracelular, tanto a nivel citoplasmatico como nuclear, lo que indicaria que el receptor de RvD1
no estaria acoplado a proteina Gq. Esto estaria en concordancia con el efecto que se ha visto en PMN
humanos donde el estimulo con RvD1 no produjo cambios significativos en los niveles de Ca™ [49]. Sin
embargo, hay otras publicaciones donde se reporta que la RvD1 produjo aumento de Ca'? intracelular,
por ejemplo, en células goblets conjuntivales de rata en las la RvD1 incremento la secrecion de mucina
por aumento del Ca*? intracelular debido a que el receptor ALX/FPR2 en estas células estaria acoplado
a proteinas Gq [109]. Ademas, se ha visto que la AT-RvD1 (RvDI1 gatillada por Aspirina) en células de
glandulas submandibulares de ratén aumenta Ca* intracelular [110].

Si bien es cierto la evidencia muestra la posibilidad de que la RvD1 en FCs no modifique los niveles de
Ca*? intracelular, otra posibilidad es que no se hayan detectado cambios significativos en los niveles de
este 16n por el tipo de sonda empleado en el ensayo. La sonda utilizada, FLUO-4AM, tiene una constante
de afinidad (Kd) de 345 nM [111]; y con esta se puede medir una elevacion de Ca™* mas grande, como
las observadas con Ang II, ya que presenta una saturacion baja, pero se tendrian dificultades para medir
cambios en los niveles de Ca* alrededor de los niveles en reposo [111]. Para enfrentar esto se podria
usar una sonda mas afin como la FURA-2, que tiene una Kd de 140 nM [112], lo que permitiria medir
las variaciones de Ca* alrededor de la concentracion basal siempre que el interés no esté especialmente
en determinar grandes aumentos de este ion pues la sonda se podria saturar rapidamente. Si la RvD1 en
FCs movilizara Ca*, esto indicaria que los receptores ALX/FPR2 estan acoplados a Gq, y esto podria
explicar el efecto sinérgico de la RvD1 sobre la liberacion de cAMP inducido por ISO, ya que, como se

ha descrito anteriormente, podria ser un ejemplo mas de coestimulacion de proteinas Gq-Gs [107,108].
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Por lo tanto, nosotros no descartamos la posibilidad de que el receptor este acoplado a proteina Gq,
aunque esta propuesta debiera ser evaluada posteriormente.

Con respecto al estimulo con RvD1 previo al estimulo con Ang II y los efectos que sobre el Ca™
intracelular se observaron, no existen antecedentes previos publicados. Se ha descrito un caso similar en
el que la estimulacion de macrofagos de ratdn con acido araquidonico (AA) o ATP, causé un incremento
en los niveles de fosfo-CaMKII y el tratamiento con RvD1 disminuyo este efecto via ALX/FPR2,
suprimiendo el aumento de calcio citosélico y disminuyendo la activacion de la CaMKII [113]. Sobre
la CaMKII se ha demostrado que esta media en otros procesos celulares en enfermedades en las que la
inflamacién cronica es importante, por ejemplo, CaMKII desencadena la apoptosis inducida por estrés
del reticulo endoplasmico en macréfagos [114], que podria ser importante en enfermedades en las que
mecanismos como la apoptosis leucocitaria y la necrosis secundaria subyacen a la patologia, tales como
la aterosclerosis avanzada y ciertas enfermedades autoinmunes [115].

Ademas se ha reportado en células caliciformes de rata que la RvD1 es capaz de bloquear el aumento de
Ca*? intracelular estimulado por histamina a través del receptor H1, el cual esta acoplado a proteina Gq
[116]. Los receptores acoplados a proteina G (GPCR), incluidos los receptores de histamina, liberan Ca*
de las reservas intracelulares de este ion ubicadas en el reticulo endoplasmico. La liberacion de Ca™ a
su vez activa la entrada de Ca™ desde el medio extracelular. Las reservas de Ca™ intracelulares se
rellenan a través de una bomba ATPasa que bombea Ca'? de vuelta al reticulo endoplasmico [117]. Este
antecedente sugiere RvD1 bloquean el aumento de Ca™ intracelular estimulado por histamina ya sea
alterando directamente el receptor de histamina o afectando un paso antes de la liberacion de Ca'™
intracelular y que su efecto no seria a nivel de afectar el depdsito de calcio intracelular [116]. Este
resultado tiene algunas similitudes con los ensayos realizados en la presente investigacion, pues el
receptor ATIR de Ang II también esta acoplado a proteina Gq y es una posibilidad que los efectos
preventivos encontrados con RvD1 sobre el aumento de Ca*™ causado por Ang II en FCs pudiera
explicarse por un mecanismo que no esté asociado a afectar las reservas de Ca™ intracelular. Se
requeriran mas estudios para poder tener conclusiones mas certeras al respecto.

Con esta evidencia podemos considerar ademas otro escenario. Se ha publicado que con relacion a la
proteina Gi/G, que si bien es cierto la subunidad o inhibe a la enzima adenilato ciclasa, los efectos por
la activacion de la subunidad Py también tiene otros efectos. El complejo By puede activar al canal de
potasio rectificador hacia adentro regulado por proteina G (GIRK por sus siglas en inglés) y puede inhibir
a los canales de Ca™ tipo P/Q y N gatillados por voltaje, generando una serie de efectos fisiologicos
segun el tipo celular al que se refiera [118]. En este sentido, se ha demostrado que Ang II modula la
actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje tipos L- y T-type, expresados en la membrana

plasmatica de células de la zona glomerulosa en muchas especies [119]. Ademas, la subunidad By puede
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activar a fosfolipasa C, y con eso activar el mecanismo efector asociado a esta enzima, en el que podria
esperarse aumento de Ca™[118, 120].

Es importante mencionar que el Ca™ participa de manera importante en la respuesta inflamatoria. Con
el incremento de Ca™* intracelular, se activan otras vias de sefializacion y factores de trascripcion que
finalmente se unen al ADN y dan lugar a la produccion de todas las proteinas, entre ellas las citoquinas,
relacionadas con la cascada inflamatoria. Dentro de estas vias estdn: la via de la calmodulina-
calcineurina, la via de la CaMKII, que tiene como factores de trascripcion la proteina unida al elemento
de respuesta al monofosfato de adenosina ciclico (CREB, del inglés cyclic-adenosine monophosphate-
responsive element binding protein) y el factor aumentador del miocito 2 (en inglés, myocite enhancer
factor 2), la via del factor nuclear kB (NF-xB) [121, 122]. Una vez en el nucleo, el factor se une a
secuencias especificas en las regiones promotoras de los genes blancos y activa la transcripcion [123].
Ang I1 al aumentar el Ca™ estaria activando vias de sefializacion que llevan a la produccion de proteinas
de la inflamacion y RvD1 al disminuir significativamente la sefial de calcio, podria estar previniendo los
estos efectos proinflamatorios.

Colectivamente, estos resultados indican que en FCs estan presentes los receptores ALX/FPR2 y la
expresion de estos puede modificarse ante la presencia de estimulos proinflamatorios/profibroticos tales
como Ang Il y TGF-beta. Respecto al mecanismo efector de estos receptores en FCs, lo observado con
Ca'? sugiere que estos receptores podrian estar acoplados a proteina Gi/o e impedir asi la entrada de
calcio desde el medio extracelular y lo observado con cAMP sugiere que los ALX/FPR2 podrian estar
asociado a proteina Gq y activar asi el sistema G4-PLC-CaMKII-adenilato ciclasa de tipo 5 e inducir asi
un mayor aumento de cAMP. El acoplamiento a Gi/o y Gq, ambos mecanismos se han reportado como
el mecanismo efector primario y secundario para los receptores ALX/FPR2 en neutréfilos humanos [45],
por lo que quizas ambos podrian estar participando en la respuesta en FCs. Sin duda se requieren ensayos
adicionales para dilucidar con mayor claridad que esta ocurriendo, principalmente a nivel de los efectos

sobre el Ca'? intracelular.

7.2 Efecto de la resolvina D1 sobre la respuesta inflamatoria gatillada por Ang II en FCs.

Con respecto al estimulo con Ang II y los niveles de mRNA de las citoquinas en estudio: IL-6, MCP-1,
TNF-a, IL-10, IL-1B, nuestros resultados coinciden parcialmente con lo encontrado en la literatura. Por
ejemplo, en FCs de ratas neonatas Wistar se encontré mediante analisis de Northen blot, que el estimulo
con Ang II provoco un aumento en los niveles mRNA de IL-6 y de MCP-1 en los primeros 30 minutos
y continud elevado aun a las 2 horas [124, 125]. La diferencia en los tiempos en que se consiguieron los

maximos niveles de mRNA de estas citoquinas en nuestra investigacion, pueden explicarse por
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diferencias en la cepa de rata utilizada y diferencias en los protocolos de experimentacion (distintas
concentraciones de Ang II, por ejemplo). Ademas, nuestros resultados son similares a lo encontrado en
la literatura respecto a TNF-a, donde también en ratas neonatas Wistar mediante analisis de Northen
blot, el estimulo de FCs con Ang II en ratas provocd en las primeras 4 horas un aumento sustancial en
los niveles de mRNA de esta citoquina [126]. Nuestros resultados dan cuenta de un aumento temprano
sostenido en los niveles de mRNA de TNF-a.

En el caso de la IL-1pB y la IL-10, el estimulo con Ang II no modificé los niveles de mRNA de estas
citoquinas en ningunos de los tiempos experimentales. Sobre esto, se encontrd en la literatura un reporte
donde mediante andlisis de RT-qPCR, se obtuvo un aumento significativo en los niveles de mRNA de
IL-1PB en respuesta al estimulo con Ang II en FCs de rata; sin embargo, el aumento observado fue leve y
medido tras 12 horas de incubacidn [127]. Esto sugiere que en FCs de rata la IL-1p podria ser una
proteina cuyo gen aumente la expresion de forma mas tardia que otras proteinas inflamatorias como es
el caso de IL-6 y MCP-1. Mientras que para IL-10 no hay datos publicados.

Con respecto a los resultados de los niveles de secrecion de las citoquinas, no hay antecedentes
publicados en FCs sobre el efecto que Ang Il causa sobre los niveles de IL-6, MCP-1, TNF-q, IL-10. En
otros modelos se ha visto lo siguiente: En ratones, el estimulo con Ang II en rifion aumenté los niveles
proteicos de IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10 [128]. También hay evidencia en células mensangiales de
glomérulo de rata, donde Ang II aumento los niveles de IL-6 y MCP-1 secretadas al medio de cultivo y
no modifico los niveles secretados de TNF-a [129]. Esto tltimo concuerda con los resultados obtenidos
en la presente investigacion, donde Ang II incrementd los niveles secretados de IL-6 y MCP-1 y no asi
de TNF-a y a la vez muestran evidencia de que el efecto de la Ang II sobre distintos tipos celulares en
distintas especies animales en cuanto al perfil de secrecion de citoquinas no siempre es el mismo.
Respecto a los resultados obtenidos con las proteinas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, hasta ahora no
se han encontrado antecedentes que coincidan con los resultados obtenidos en esta investigacion.

En la literatura se reporta el aumento de mRNA de ICAM-1 durante las 2 primeras horas tras el estimulo
con Ang II en fibroblastos vasculares adventicios de ratas Sprague Dawley [130]. Esta diferencia podria
explicarse entonces considerando que el gen que codifica para ICAM-1 podria aumentar su expresion de
forma mas temprana tras el estimulo con Ang II de modo que ya en los tiempos analizados en nuestra
investigacion ese aumento ya no se pudo detectar de forma significativa. Ademas, se ha descrito que
Ang II aumenta los niveles de estas proteinas (ICAM-1 y VCAM-1) en células endoteliales [63].

Con relacion a los efectos de Ang II en la adhesion de SMC a FCs. Se ha demostrado en estudios in vivo
que, las interacciones entre neutrofilos y FCs podrian exacerbar la respuesta inflamatoria conduciendo a
un proceso inflamatorio crénico. Lo anterior ocurriria por el aumento en la produccion local de

quimioquinas y la incapacidad de los FCs de eliminar las células reclutadas [131]. Otros estimulos pro-
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inflamatorios (como LPS o HS) han mostrado aumentar los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 en FCs y
aumentar la adhesion de SMC a FCs [65, 73] y se ha demostrado que el aumento de la adhesion causada
por estos estimulos esta en relacion directa con el aumento de ambas proteinas de adhesion ICAM-1 y
VCAM-1 [65]. Por lo anterior, dado que Ang II no produjo un aumento en los niveles de ICAM-1 o
VCAM-1 tanto a nivel de mRNA como de proteina encontrada en los lisados celulares, no se esperaban
cambios en la adhesion de SMC a FCs. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que Ang Il aumenta
significativamente la adhesion de SMC a FCs. Esto podria explicarse debido a que si bien es cierto
ICAM-1y VCAM-1 son proteinas que participan de forma importante en el proceso de adhesion celular,
no son las tnicas. Respecto a esto, se ha reportado previamente en la literatura que entre las proteinas de
adhesion que desempefian un rol importante en la funcidon de los fibroblastos cardiacos estan las
integrinas, que permiten que los FCs interactuen con las proteinas de la ECM [132]. Por ejemplo, se ha
encontrado que la estimulacion de FCs de rata con Ang Il aument6 la expresion de las integrinas a8 y 1
[133-136]. La sobreexpresion de las integrinas puede aumentar la expresion y la activacion de TGF-§,
citoquina importante en la respuesta fibrotica a nivel cardiaco [137] [138]. Por otra parte, se ha
encontrado que la estimulacion de fibroblastos por TGF-p aumenta la expresion de integrinas aSp1 [139].
Esto nos hace pensar que quizas también en la adhesion de los SMC a los FCs gatillada por Ang 11
estén participando las integrinas. Esto, claro esta, debera ser comprobado en futuros estudios.

Otra posible explicacion es que el efecto de Ang II sobre las proteinas ICAM-1 y VCAM-1 no haya sido
el aumento de los niveles de proteina total en los FCs sino mas bien un aumento en los niveles de estas
proteinas localizados en la superficie de la membrana de los FCs, donde finalmente estas moléculas
ejercen su funcion. Esto también requerira ser evaluado en futuras investigaciones.

Por otra parte, en la presente investigacion el pretratamiento con losartan previno el aumento en los
niveles de mRNA y proteina secretada para todos los casos donde Ang II causé un incremento. Es decir
losartan previno el aumento de mRNA y proteina secretada de IL-6 y MCP-1 y previno el aumento los
niveles de mRNA de TNF-a. Ademas, losartan previno el aumento en la adhesion de SMC a FCs,
aportando evidencia de que este efecto estd mediado por el ATIR. Hasta la fecha, no existe en la
literatura reportes que evidencien que estos efectos disminuyan con el uso de antagonistas del receptor
ATI1. Lo anterior estaria indicando que este efecto es mediado por la accion de la Ang II a través de su
receptor AT.

Con estos resultados de manera colectiva podemos afirmar entonces que Ang Il aumenta los niveles de
mRNA de IL-6, MCP-1 y TNF-a, aumenta los niveles de proteina secretada de IL-6 y MCP-1, aumenta
la adhesion de SMC a FCs y todos estos efectos son ejercidos a través de su receptor AT1, lo que nos

sugiere que los efectos proinflamatorios de Ang II via AT1R ocurren tanto a nivel transcripcional como
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de secrecion de estas citoquinas, excepto para TNF-o donde el efecto solo fue observado a nivel
transcripcional.

Con respecto a los efectos de RvD1 sobre los efectos de Ang II es muy poco lo que se ha publicado hasta
el momento, hasta ahora se reporta lo siguiente: en un modelo in vivo de aneurisma de aorta abdominal
en ratones con infusion de Ang II, la RvD1 fue capaz de disminuir interferon vy, IL-13, MCP-1, entre
otros, al dia 28 de tratamiento [ 140]. Estos resultados publicados coinciden con lo obtenido en la presente
investigacion con respecto a MCP-1, donde RvD1 previno con respecto a esta citoquina tanto el aumento
de los niveles de mRNA como de proteina secretada. Dada la escasa informacion disponible,
consideramos que nuestros hallazgos aportaran evidencia novedosa en este tema. MCP-1 es una de las
quimioquinas mediadoras de la migracion de monocitos y macrofagos al tejido dafiado. Cuando este
proceso es cronico se exacerba el dafio local. Ademas, media el aumento de la expresion de IL-6 y TNF-
o, en monocitos, y se ha asociado a producir efectos proapoptéticos, profibréticos, angiogénicos, entre
otros [141]. Ademas en la presente investigacion observamos que RvD1 previno el aumento de IL-6,
tanto mRNA como proteina secretada. No hay antecedentes previamente publicados sobre este efecto en
FCs. Se sabe que la IL-6 participa en la proliferacion de fibroblastos y aumenta la diferenciacion a
miofibroblastos y el desarrollo de fibrosis. Esta citoquina ademas media mecanismos apoptoticos, al
activar factores asociados a la apoptosis como la caspasa-3 y smad-3 y disminuir la expresion del factor
antiapoptotico Bel2 [142]. Por lo tanto, Ang II podria a través del aumento de MCP-1 e IL-6 estar
favoreciendo mecanismos apoptoticos, profibroticos, angiogénicos, los cuales podrian prevenirse con
RvDI.

Sobre el efecto de RvD1 para prevenir el aumento de la adhesion de SMC a FCs, como se menciond
anteriormente se sabe que Ang Il aumenta los niveles de las integrinas [132] [133] [134] y sugerimos
que estas podrian ser las proteinas de adhesion que estarian participando en el aumento de la adhesion,
pues ademas hay evidencia de que las resolvinas reducen la expresion de estas proteinas. Por ejemplo,
las resolvinas, entre ellas las de la serie D, actiian directamente sobre los PMN y reducen la expresion
superficial de los receptores de adhesion CD11b / CD18 (integrina) [11]. Se sabe que los fibroblastos
cardiacos (CF) expresan integrinas, tales como alf1, a2p1, a3p1, adP1, aSB1, a6pl1, asi como avpl,
avB3 y avPB5 [143]. Estos pares de integrinas juegan papeles criticos en la remodelacion cardiaca a través
de la interaccion ECM-integrina [143]. Hasta ahora no ha encontrado evidencia de que la RvDl1
disminuya los niveles de integrinas en FCs. Sin embargo, dado este efecto de la RvD1 de disminuir la
expresion de integrinas en PMN [11], existe la probabilidad de que este mismo efecto podria estarse

dando en FCs. Claro esta, se deben realizar mas estudios para comprobar esto.
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7.3 Efecto de la resolvina D1 sobre la respuesta inflamatoria gatillada por LPS en FCs.

Con respecto a los efectos de LPS sobre los niveles de mRNA de las citoquinas en estudio, nuestros
resultados coinciden con lo descrito en la literatura en FCs humanos, donde se evidenciéo mediante RT-
gPCR, que el tratamiento con LPS a distintos tiempos aumenté de manera significativa los niveles de
mRNA de IL-6, MCP-1, TNF-a ¢ IL-1p [144]. Hasta el momento, no se han encontrado reportes en la
literatura que demuestren los efectos de LPS en FCs sobre los niveles de mRNA de IL-10. En otros tipos
de fibroblastos también existe evidencia que coincide con nuestros hallazgos. Por ejemplo, en
fibroblastos humanos pulmonares se observo que LPS aumento los niveles de mRNA de MCP-1 ¢ IL-6
[145]. En fibroblastos duodenales humanos se vié que el estimulo con LPS aument6 los niveles de
mRNA de IL-1p, IL-6 e IL-10 [146]. También, en fibroblastos gingivales humanos se encontré que el
estimulo con LPS aumento los niveles de mRNA de TNF-a, IL-6 ¢ IL-1p [147].
Con relacion a los niveles de mRNA de las proteinas de adhesion, en la literatura, no se encontrd
evidencia similar a estos resultados en FCs de rata Sprague Dawley. No obstante, se ha reportado en
fibroblastos corneales de ratas Wistar y de humanos, que el estimulo con LPS provocd un aumento en
los niveles de mRNA de ICAM-1 [148]. En el caso de VCAM-1, se encontré aumento en los niveles de
mRNA de esta molécula de adhesion luego del estimulo con LPS a las 6 horas en fibroblastos sinoviales
y duodenales de humano [146, 149]. Los resultados obtenidos en esta investigacion condicen con estos
reportes.
Con respecto a los niveles de citoquinas secretadas y de proteinas de adhesion expresadas, ambos por el
estimulo con LPS, nuestros resultados coinciden con lo que previamente se ha reportado al respecto, es
decir, que el tratamiento de FCs con LPS aumenta significativamente la secrecion de TNF-a, MCP-1,
IL-6 e IL-10, asi como los niveles de proteinas ICAM-1 y VCAM-1 [65].
En FC humanos tratados con LPS 1 ug/mL hay evidencia de que dicho tratamiento indujo un fuerte
aumento en la secrecion de TNF-a, IL-10, IL-10, IL-6, IL-8 y MCP-1, demostrando asi las caracteristicas
inmunocompetentes y la capacidad de producir respuestas inflamatorias por parte de los FC [150]. Estos
resultados y antecedentes expuestos reafirman el hecho de que los FCs son capaces de responder ante
una condicion proinflamatoria. Ademas, en fibroblastos pulmonares humanos se demostréo que LPS
aumento la secrecion de MCP-1 e IL-6 [145]. Otro reporte de la literatura, mostré el aumento de IL-13
e IL-6 en fibroblastos humanos del ligamento periodontal tras su estimulacion con LPS de
Porphyromonas gingivalis en un contexto de periodontitis [151].
Por otra parte, en los FC las proteinas ICAM-1 y VCAM-1 estan expresadas constitutivamente, pero
durante un evento inflamatorio cardiaco se ha visto un aumento en los niveles de expresion, lo que se
han asociado a la infiltracion y activacion de leucocitos al sitio de dafio. Tal incremento de la adhesion
de SMC a FCs se ha reportado al estimular células cardiacas con LPS, IL-1, TGF-B1, ésteres de forbol,
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entre otros [73]. Con respecto a los resultados obtenidos en cuanto a la adhesion de SMC a FCs, nuestros
hallazgos concuerdan con antecedentes de nuestro laboratorio donde se observé en FCs de ratas neonatas
estimulados con LPS y heparan sulfato un aumento en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1, obteniendo
maxima expresion de estas moléculas de adhesion a las 24 horas tras el estimulo proinflamatorio, lo que
a su vez aumenté la adhesion de SMC a FCs [65, 73,152,153]. Estos resultados condicen con otros
obtenidos en otros tipos celulares como fibroblastos corneales donde LPS aumento6 la expresion de
ICAM-1 [154], asi como también, en células mesangiales de rifion humano donde la exposicion a LPS
increment6 la expresion de VCAM-1 [155].

Con respecto al efecto de la RvD1 sobre los efectos de LPS de aumentar los niveles de mRNA de las
citoquinas y proteinas de adhesion en estudio, nuestros resultados no coinciden con hallazgos previos
reportados en la literatura en otros modelos celulares. Ya que, en la literatura se reporta por ejemplo, que
en cultivos de microglias murinas, el pretratamiento con la RvD1 disminuy¢ la sintesis del mRNA de
TNF-a, IL-1P e IL-6 inducidas por LPS [15, 99] . Ademas, en un modelo in vivo de isquemia/reperfusion
hepatica en ratas, el tratamiento con RvD1 disminuy¢ significativamente la sintesis del mRNA de TNF-
o e IL-6, asi como la infiltracion de neutréfilos en el tejido hepatico [156]. En un modelo de inflamacion
en células epiteliales de cornea humana, la RvD1 redujo los niveles de mRNA de TNF-qa, IL-6, IL-1
and IL-8 [157]. Asi mismo, la RvD1 disminuy¢ la sintesis del mRNA para ICAM-1 y VCAM-1 inducida
por TNF-a en células de la musculatura lisa vascular de humanos, y esta disminucion, a su vez, redujo
drasticamente la adhesion de monocitos en este tipo celular [158]. También, en un modelo de colitis en
ratones, la AT-RvD1 disminuy6 la expresion del mRNA para ICAM-1 y VCAM-1 a través de la
inhibicién de la via NF-kB [159]. Las diferencias obtenidas podrian explicarse debido al modelo
utilizado en estas investigaciones y a que para LPS el efecto de RvD1 podria ser méas tardio en cuanto a
la disminucion de los mensajeros y no alcanza a hacer frente al poderoso estimulo de LPS a tiempos
tempranos (como los que aca observamos), pero si a tiempos mas tardios (tiempos en los cuales nosotros
no evaluamos los niveles de mRNA). Ademas, cabe considerar que, en esta investigacion la
concentracion de LPS utilizada es 1/5 de la concentracion de Ang II (0,2 uM LPS vs 1 uM Ang II) y
aun con esto, los efectos de LPS sobre las citoquinas y proteinas de adhesion fueron mas intensos que
los que se observaron con Angll, por lo que sin duda la respuesta de LPS como proinflamatorio es mucho
mas potente. Para ambos estimulos, se utilizaron las concentraciones que previamente se han utilizado
en otras investigaciones reportadas en la literatura.

En cuanto a los niveles de citoquinas secretados, RvD1 si previno el aumento de los niveles de secrecion
de IL-6, MCP-1 y mostré una tendencia a prevenir el aumento de TNF-a.. Hasta ahora, no se ha reportado

evidencia acerca del efecto de la RvDI1 sobre la secrecion de citoquinas inducidas por estimulos
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proinflamatorios en FC; sin embargo, hay literatura sobre otros modelos y tipos celulares, y se discutiran
en los siguientes parrafos.

Se ha reportado en monocitos humanos estimulados con LPS, que la RvD1 disminuy¢ la secrecion de
TNF-a e IL-1pB, ademas de potenciar aun mas la secrecion de IL-10 inducida por LPS [160]. Se ha
demostrado en modelos de isquemia/reperfusion hepatica, donde células de Kupffer tratadas con RvD1
secretan mas IL-10 respecto al tratamiento con LPS, y que dicha secrecion polariza su diferenciacion
hacia macrofagos M2 [161]. Por lo tanto, el efecto de RvD1 sobre la secrecion de IL-10 parece estar
influenciado por el tipo celular, encontrandose aumentada mas atn respecto al estimulo inflamatorio en
células inmunes como monocitos, y no asi en FC.

Por otra parte, se ha encontrado en modelos de retinopatia diabética en ratones que la RvD1 disminuye
la secrecion de IL-1B y TNF-a en el epitelio corneal [162]. También, en un contexto de inflamacion
pulmonar aguda inducida por tabaquismo, en cultivos de fibroblastos pulmonares humanos, la RvD1
disminuy6 la secrecion de IL-8, IL-6 y MCP-1 inducidas por extractos acuosos de humo de cigarrillo
[163].

En sintesis, los resultados encontrados con RvD1 poseen un elevado grado de correlacion respecto a lo
que se ha reportado en literatura, realzando los efectos antiinflamatorios mediados por la RvD1, donde
la disminucion de la produccion de mediadores proinflamatorios como MCP-1 e IL-6 conduce a la
resolucion de la inflamacion y el comienzo de la reparacion del tejido cardiaco dafiado.

Ademas, nuestros resultados son similares a lo que se ha reportado para otra resolvina, la RvE1, con la
que se observo que esta disminuy6 el reclutamiento de PMN en modelos de piel [164], periodontitis
[165], peritonitis, colitis [166], entre otros.

Sobre los niveles de proteinas de adhesion, los resultados obtenidos coinciden parcialmente con lo
reportado en la literatura, pues RvD1 solo previno el aumento de VCAM-1 y no asi el de ICAM-1. En
la literatura hay evidencia de los efectos de la RvD1 sobre la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en
variados modelos de inflamacion y dafio tisular. Por ejemplo se ha visto que la RvD1 disminuye la
expresion de ICAM-1 en un modelo de enfermedad pulmonar obstructiva cronica por tabaquismo en
ratones [167]. Por otro lado, en un modelo de inflamacion en células endoteliales de retina de macaco,
la RvD1 disminuy¢ la expresion de VCAM-1 inducida por IL-1p.

En FC, el aumento de los niveles de expresion de ICAM-1 y VCAM-1 esta directamente ligado a la
adhesion de leucocitos (SMC y PMN), y se ha encontrado que la disminucion de alguna de estas
proteinas, inhibe significativamente la adhesion de células del sistema inmune [65,73]. Dado que RvD1
disminuy0 los niveles de VCAM-1 era de esperarse que la adhesion de SMC a FCs también disminuyera.

Estos resultados se complementan con resultados previos de nuestro laboratorio, donde RvD1 logrd
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disminuir la adhesion gatillada por LPS de SMC a FCs de ratas neonatas [96]; y también la adhesion de
SMC a FCs de rata adulta gatillada por HS [153].

Con respecto a los efectos de RvD1 de prevenir el aumento en la adhesion de SMC a FCs gatillada por
LPS, estos resultados condicen con los observados para RvD1 respecto a la adhesion gatillada por LPS
en FCs neonatos y por HS en FCs adultos, y en ambos casos RvD1 previno el aumento de la adhesion.
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 y disminuir el reclutamiento de
neutréfilos hacia el ventriculo izquierdo de ratas infartadas. Incluso, mostr6 modular el trafico de
monocitos y el aclaramiento de macrofagos [43]. Por otro lado, la AT-RvD1 ha mostrado disminuir la
infiltracion de leucocitos en un modelo de falla pulmonar aguda provocada por LPS, ademas de atenuar
los niveles de moléculas de adhesion [130].

Las diferencias encontradas entre la respuesta inflamatoria gatillada por Ang II respecto a la de LPS, asi
como las diferencias en los efectos inhibitorios que RvD1 presentd sobre los efectos proinflamatorios de
Angll y LPS pueden explicarse debido a que, si bien ambos son estimulos proinflamatorios, sus acciones
farmacologicas ocurren por mecanismos distintos. Se ha reportado que, Ang II favorece la produccion
de diferentes moléculas consideradas DAMPs, tales como las especies reactivas de oxigeno (ROS),
citoquinas como MCP-1, ademas de aumentar la expresion de los receptores TLR4 que reconocen estos
DAMPS y otros [ 168]. Sin embargo, Ang II por si misma no activa al receptor TLR4 sino que como es
conocido y se ha mencionado ampliamente, sus efectos son ejercidos principalmente a través de los
receptores ATIR y AT2R. LPS en cambio, es un PAMPs, es reconocido directamente por el receptor
TLR4, desencadenando asi su respuesta inflamatoria. Antecedentes publicados hacen referencia a que la
respuesta inflamatoria de los PAMPs ha mostrado ser mas robusta que la que desencadenan los DAMPs
por ejemplo en cuanto a la induccién de citoquinas [169].

En su conjunto estos resultados refuerzan la idea de los FC como células especializadas en la adhesion
de células inmunes, una funcién que solo era atribuida a células endoteliales. En ese sentido, la
disminucion en la adhesion provocada por RvDI1, que se sustenta en el descenso de los niveles de
VCAM-1, ofrece nuevas perspectivas en respuesta al dafio, y por lo tanto, posiciona a este mediador
lipidico como un importante agente terapéutico por sus efectos pro-resolutivos en dafio cardiaco.

Una vez mas, en general, las diferencias encontradas pueden explicarse debido a los tipos celulares y de
estimulo proinflamatorio utilizado, considerando ademas las diferencias en la potencia de la respuesta
que cada estimulo puede desencadenar. Sin embargo, consideramos que nuestros hallazgos y la evidencia
existente en la literatura, aportan evidencia para considerar que la RvD1 ejerce un importante efecto
antiinflamatorio a nivel de la expresion de proteinas proinflamatorias en la etapa transcripcional y

ademas que la respuesta de la RvD1 sera particular para los diferentes tejidos.
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7.4 Limitaciones

Este trabajo se enfoco en los efectos proinflamatorios en FCs en cultivo que gatillaron Ang Il y LPS,
especificamente sobre la expresion /secrecion de IL-6, MCP-1, TNF-a, IL-10, IL-1 B, ICAM-1 y
VCAM-1 y el efecto sobre la adhesion de SMC a FCs. Ademas, se determind el efecto que RvD1 causo
al ser utilizado previo a estos estimulos. Lo anterior, se llevd a cabo en un sistema aislado bajo
condiciones controladas tal como lo es el cultivo celular. El uso de un modelo in vitro como este, resulta
util para estudiar la respuesta inflamatoria de los FC y la interaccidon con otras células, como este caso
los SMC. Sin embargo, nuestro modelo in vitro no considera el resto de células presentes en el tejido
cardiaco, tales como cardiomiocitos, células vasculares, neutrofilos y linfocitos; los que pueden
influenciar el comportamiento y actividad de monocitos y/o FCs. Tampoco este modelo considera las
respuestas fisiologicas propias del organismo completo, las cuales es de esperar influyan las respuestas
que ocurren en los diferentes tipos celulares del organismo, en este caso las ratas SD. Bajo estas
condiciones, si bien es cierto nuestros resultados aportan evidencia valiosa para conocer y comprender
mas sobre la participacion de los FCs y la RvD1 en la respuesta inflamatoria cardiaca en rata y pueden
ofrecer indicios de lo que podria esperarse en seres humanos, lo cierto es que es indispensable realizar
ensayos en modelos in vivo en animales y por supuesto en FCs humanos tanto in vitro como in vivo.

Por otra parte, en esta investigacion, los niveles de proteina ICAM-1 y VCAM-1 fueron determinados
mediante inmunoblot, técnica que permite separar ¢ identificar proteinas de acuerdo a su peso molecular
y permite determinar niveles relativos de las proteinas, mas no permite establecer su localizacion celular
o cambios en ese sentido. Este trabajo no contempld ensayos para evaluar posibles cambios en la
localizacion celular de las proteinas estudiadas. Considerando el aumento observado con Ang II sobre la
adhesion de SMC a FCs y la relevancia que tendrian los posibles efectos de Ang II sobre ICAM-1 y

VCAM-1 se hace necesario considerar incluir este tipo de ensayos en futuras investigaciones.

8. CONCLUSIONES

Con respecto a la hipdtesis planteada para esta investigacion: RvD1, via receptor ALX/FPR2, disminuye
la expresion de ICAM-1, VCAM-1, de las citoquinas IL-6, MCP-1,TNF-a y la adhesion de monocitos,
en los procesos pro-inflamatorios gatillados por Ang II y/o LPS en FCs de rata, se logro detectar la
presencia de los receptores ALX/FPR2 en los FCs y se observo que la RvD1 no modificé los niveles
basales de Ca* intracelular y si inhibi6 los niveles de Ca+2 frente al estimulo positivo con Ang II. RvD1

disminuyd los niveles de proteina VCAM-1, la secrecion de IL-6 y MCP-1 y la adhesion de SMC a FCs
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gatillado por LPS, ademas, RvD1 disminuy6 la expresion/secrecion de 1L-6, MCP-1, TNF-a (solo
mRNA) y la adhesion de SMC a FCs gatillado por Ang II. Por otra parte, el estimulo con Ang II no
aumento la expresion de ICAM-1 y VCAM-1. Finalmente, cabe mencionar que RvD1 por si misma no
modifico la expresion de ninguna de las proteinas estudiadas, ni la adhesion de SMC a FCs, sus efectos
se observaron solamente frente a la presencia de los estimulos proinflamatorios con Ang Il y LPS.

Los resultados obtenidos en esta investigacion aportan la primera evidencia de la expresion de los
receptores ALX/FPR2 en FCs de rata adulta, sugiriendo la capacidad de los FCs de responder a la accion
de la RvD1. Esto se sumaria a los aportes que resaltan el rol de los FCs como participantes activos del
proceso inflamatorio cardiaco asi como también del proceso de reparacion del tejido, mas atn al tomar
en cuenta que los niveles de los receptores se incrementan frente a estimulos proinflamatorios-
profibréticos. La RvD1 podria estar ejerciendo sus efectos a través del receptor ALX/FPR2 modificando
los niveles de Ca™ intracelular, i6n que se sabe participamente de manera importante en diferentes vias
de sefializacion que llevan a la produccion de proteinas de la inflamacion. RvD1 al disminuir
significativamente la sefial de calcio, podria estar previniendo los estos efectos proinflamatorios.

Con respecto a los efectos de Ang II via receptor AT 1R sobre los fibroblastos cardiacos podemos afirmar
entonces que Ang Il aumenta los niveles de mRNA y proteina secretada de IL-6, MCP-1 y aumenta los
niveles de mRNA de TNF-o en FCs de rata adulta lo que nos permite decir que los efectos
proinflamatorios de Ang II repercuten tanto a nivel del proceso de transcripcion como de secrecion de
estas proteinas y este efecto es ejercido a través de su receptor AT1. Lo que ademds corrobora la
expresion de estos receptores en los FCs y de nuevo aporta evidencia de la capacidad de estas células de
responder frente a estimulos proinflamatorios-profibroticos como la Ang I1, que a través del aumento de
MCP-1 e IL-6 podria estar favoreciendo mecanismos apoptéticos, profibroticos, angiogénicos y
favorecer el dafio cardiaco.

La RvD1 mostro ser capaz de contrarrestar algunos de los efectos proinflamatorios de Ang Il y LPS; y
posee un elevado grado de correlacion respecto a lo que se ha reportado en literatura en otros tipos de
fibroblastos y otros tipos celulares, confirmando los efectos prorresolutivos de la inflamacion que han
reportado. En este caso, RvD1 disminuy¢ la produccion de mediadores proinflamatorios como TNF-a,
MCP-1, IL-6 y la adhesion de SMC a FCs, lo cual a nivel cardiovascular podria contribuir a la resolucion
de la inflamacion y el comienzo de la reparacion del tejido cardiaco danado.

En su conjunto estos resultados refuerzan la idea de los FC como células centinelas, participantes activos
en la adhesion de células inmunes, una funcién que solo era atribuida a células endoteliales. En ese
sentido, la disminucion en la adhesion provocada por RvD1, que se sustenta en el descenso de los niveles

de VCAM-1 (para el caso de LPS) y probablemente también de otras proteinas de adhesion, ofrece
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nuevas perspectivas en respuesta al dafio, y por lo tanto, posiciona a este mediador lipidico como un
importante agente terapéutico por sus efectos pro-resolutivos en dafio cardiaco

Finalmente, es importante sefialar que no se encontrd en esta investigacion diferencia significativa al
utilizar RvD1 antes o después del estimulo con Ang II, esto aporta evidencia de que la RvD1 tiene efectos
proresolutivos y ademas preventivos de la inflamacion y esto hace que su utilidad en el tratamiento de
procesos inflamatorios sea mas amplia.

Futuras investigaciones permitiran dilucidar con mayor claridad los mecanismos implicados en los
efectos encontrados para RvD1 en FCs de rata, tanto en lo que respecta al mecanismo efector asociado
a su receptor como a las vias de sefializacion implicadas en sus efectos proresolutivos frente a los efectos
gatillados por Ang Il y LPS.

A su vez, los resultados obtenidos sugieren que los FCs cardiacos si bien tienen la capacidad de responder
a distintos estimulos pro-inflamatorios, la respuesta no es la misma para todo tipo de estimulo, sino que
tiene sus particularidades en cuanto a la intensidad de la respuesta y en cuanto a las moléculas que se
incrementan, dado que por ejemplo la respuesta de Ang II y LPS mostré similitudes y también

importantes diferencias.
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10. ANEXOS
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que en el protocolo nimero CBE2017-13 CYQ-UCH del Proyecto de Investigacion titulado “Efecto
de la resolvina E1 sobre la expresion/secrecion de mediadores inflamatorios y sobre el
reclutamiento de monocitos mediado por Angiotensina Il en fibroblastos cardiacos.”., cuyo
Investigador es la estudiante de doctorado Aimeé Salas Herndndez y cuyo patrocinante e
Investigador Responsable es el Dr. Guillermo Diaz Araya, del Laboratorio de Farmacologia
Molecular, Departamento de Quimica Farmacolégica y Toxicoldgica, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas, Universidad de Chile, no se plantean acciones en sus procedimientos que
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las observodones exigidas por el Comité.
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10.2 Resultados ensayo de Ca** con WRW4
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Figura 40. Efecto de WRW4 como antagonista del efecto de RvD1 sobre la liberacién de Ca+2 citoplasmatico en FCs de
rata adulta. FCs fueron incubados por 30 minutos con sonda FLUO-4AM vy luego estimulados con WRW4, WR4 + RvD1 (0,1
uM) 1 min después + Ang II (0,1 uM) 1 minuto después. A) y B) Imagenes representativas de las cinéticas de WRW4 para n=2,
experimentos realizados en fechas diferentes. C) ) Imagen representativa de las cinética de WRW4 + 1minutos después RvD1 +
1 minuto después Ang II.
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11. MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Figura S1. Niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs
cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), Losartan (1uM), Losartan (1uM) + Ang II (1uM)
una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros de veces sobre el
control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos
estan expresados como promedio £ SEM. **p<0,01.
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Figura S2. Niveles de secrecion de IL-10 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante 24 horas. FCs fueron
estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de Losartan 1uM y PD123319 1uM. Los antagonistas fueron agregados 1
hora antes del estimulo con Ang II. Los valores de IL-10 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los resultados
representan el promedio £ SEM de 7 experimentos independientes.
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Figura S3. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), RvD1 (100nM), RvD1
(D1; 100nM) + Ang IT (1uM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros
de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos
tiempos. Los datos estan expresados como promedio + SEM.
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Figura S4. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de IL-10 en FCs de rata adulta estimulados con Ang II durante
24 horas. FCs fueron estimulados con Ang II 1uM en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora
antes o 1 hora después del estimulo con Ang II. Los valores de IL-10 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los
resultados representan el promedio + SEM de 7 experimentos independientes.
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Figura SS. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-10 en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante
3y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 ug/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1 (100nM)
+ LPS (1 pg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como numeros de veces
sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los
datos estan expresados como promedio £ SEM. * p<0,05.
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Figura S6. Efecto de RvD1 sobre los niveles de secrecion de IL-10 en FCs de rata adulta estimulados con LPS durante 24
horas. FCs fueron estimulados con LPS (1 pg/mL) en presencia y ausencia de RvD1 (D1; 100nM). La RvD1 fue agregada 1 hora
antes del estimulo con LPS. Los valores de IL-10 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra. Los resultados
representan el promedio = SEM de 7 experimentos independientes. ** p<0,01, *** p<0,001.

102



IL-16 3h IL-1B 6h

w
2

3=

o]
£3 £3
S e 3t
23 g3
5s 7] ey
S o Qo
+ f
=0 T 20 T
£ 2 £Q
Z 38 z 2
<> §>
o- o-
3> v 3 N
&° & & &
oo \'a *v' (,°

Figura S7. Niveles de mRNA de IL-183 en FCs de ratas adultas estimulados con Angiotensina II durante 3 y 6 hrs. FCs
cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), Losartan (1uM), Losartan (1uM) + Ang II (1uM)
una hora después. Los valores relativos de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros de veces sobre el
control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los datos
estan expresados como promedio = SEM.
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Figura S8. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-18 en FCs de ratas adultas estimulados con angiotensina
II durante 3 y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con Ang II (1uM), RvD1 (100nM), RvD1
(D1; 100nM) + Ang II (1uM) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como nimeros
de veces sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos
tiempos. Los datos estan expresados como promedio + SEM.
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Figura S9. Efecto de la RvD1 sobre los niveles de mRNA de IL-1B en FCs de ratas adultas estimulados con LPS durante
3y 6 hrs. FCs cardiacos de rata fueron estimulados durante 3 y 6 horas con LPS (1 ug/mL), RvD1 (D1; 100nM), RvD1 (100nM)
+ LPS (1 pg/mL) una hora después. Los valores de mRNA fueron obtenidos en Cty se expresaron como numeros de veces
sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes (n=5) para ambos tiempos. Los
datos estan expresados como promedio + SEM. * p<0,05, **p <0,01.
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