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I. RESUMEN

En el epitelio mucociliado, la eficiencia del transporte mucociliar (TMC) es
determinada por la frecuencia de batido ciliar (FBC) y la actividad coordinada del
movimiento de los cilios. Sefiales quimicas producidas localmente por el epitelio como
el adenosin trifosfato (ATP), pueden modificar la actividad ciliar del epitelio
respiratorio, por su interaccidon con los receptores purinergicos P2Y. Lipopolisacarido
(LPS) un componente de la pared bacteriana, un conocido agente inflamatorio, cuyos
efectos estdn mediados por el receptor TLR4, sin embargo hay poca evidencia sobre los
efectos de LPS sobre la actividad ciliar y los mecanismos de liberacion de ATP en

epitelio respiratorio.

Para estudiar el efecto de LPS en la actividad ciliar y las vias de sefializacion
involucradas, utilizamos cultivos primarios de epitelio ciliado de traquea de raton. La
FBC fue determinada mediante videomicroscopia y el ATP extracelular fue medido
mediante el ensayo de luceferin luciferasa, en condiciones control y en presencia de
farmacos antagonistas ¢ inhibidores de las distintas vias de sefalizacién. También
determinamos la velocidad de transporte mucociliar por el movimiento de las

microesferas sobre el epitelio de la traquea.

En este estudio, determinamos que LPS incrementa la FBC y la velocidad de
transporte de las microesferas. El incremento en la FBC esta asociado a un incremento
en ATP extracelular. El incremento de la FBC fue bloqueado mediante el uso de apirasa,

enzima que hidroliza el ATP extracelular.



La participacion de la via de sefializacion TLR fue evaluado en el efecto de LPS
sobre la FBC. Mediante PCR e inmunofluorescencia detectamos la expresion del
receptor TLR4 en los cultivos primarios. Antagonistas de NF-kB no lograron bloquear
el incremento de la FBC inducido por LPS, sugiriendo que la activacion de este factor de

transcripcion no participa en el incremento de la FBC.

Usando antagonistas de receptores purinergicos P2X7 (P2X7R) y Panexina 1
(Panx1), determinamos que ambos participan en el mecanismo de liberacion de ATP
inducido por LPS. Adicionalmente, establecimos mediante el ensayo de captacion de
colorante, que LPS induce apertura de Panxl. Un quelante de Ca®", BAPTA-AM
bloquea el incremento en la FBC y la liberacion de ATP inducido por LPS. Antagonistas
especificos de la via de sefalizacion P2Y, bloquean el incremento en la FBC inducido
por LPS. Estos resultados sugieren que LPS induce liberacion de ATP al extracelular por
un mecanismo que involucra la participacion de Panx1l y P2X7R y luego este ATP

activa la via de sefializacion mediada por la via de senalizacion P2Y.

En conclusion, nuestros resultados demuestran que LPS es una senal quimica que
participa en la regulacion de la actividad del batido ciliar, aumentando la FBC y Ia
velocidad del transporte mucociliar en células ciliadas de trdquea de raton. Estos
resultados dan evidencias del mecanismo por el cual factores ambientales pueden inducir

una respuesta fisiologica funcional que afecta el clearance mucociliar.



II. ABSTRAC

In mucociliary epithelium, the effectiveness of mucociliary transport (MCT) is
determined by the ciliary beat frequency (CBF) and the coordinated activity of the
cilium movements. Chemical signals produced locally by the epithelia as adenosine
triphosphate (ATP) can modify respiratory epithelial ciliary activity, by its interaction
with P2Y purinergic receptors. Lipopolysaccharide (LPS), a component of the bacterial
cell wall, is a known inflammatory agent whose effects are mediated by the TLR4
receptor however; there are no evidence about the effect of LPS on ciliary activity and
on ATP release mechanism in respiratory epithelium.

To study the effect of LPS on ciliary activity and its signaling pathways, we used
primary cultures of ciliated epithelium cells from mouse trachea. CBF was determined
by videomicroscopy and extracellular ATP was measured by luciferin luciferase assay
under control conditions and in the presence of antagonist and inhibitors of different
pathways. We also determined mucocilary transport velocity by measuring the
microsphere movement on the trachea ciliary epithelium.

In this study, we determined that LPS increased CBF and the velocity of
microsphere. The increment in CBF is associated to an increase in extracellular ATP.
CBF increase was blocked by apyrase, an enzyme that hydrolyzed extracellular ATP.

The involvement of TLR signaling pathway was evaluated in the effect of LPS on
CBF. Using PCR and immunoflurescence, we detected the expression of TLR4 receptors
in primary cultures. Antogonists of NF-«kB failed to block the increase of CBF induced
by LPS, suggesting that the activation of this transcription factor does not participate in

the CBF increment.



Using (P2X7R) and Pannexina 1 (Panxl) antagonists we determined that both
participated in the ATP release mechanism induced by LPS. Additionally, we
established by dye uptake assay, that LPS induced Panxl opening. A Ca®" chelator,
BAPTA-AM, blocked the CBF increase and ATP release induced by LPS. Specific
antagonists of P2Y pathway blocked CBF increase induced by LPS. These results
suggest that LPS induces ATP released into the extracellular through a mechanism
involving Panx1 and P2X7R and then ATP activates the signaling pathway mediated by
the purinergic pathway P2Y.

In conclusion, our results demonstrated that LPS is a chemical signal that is involved
in regulating ciliary beating activity by increasing CBF and the mucociliary transport
velocity in the mouse trachea ciliated cells. These results provide evidence of the
mechanism by which environmental factors can induce a physiological response that

affects functional mucociliary clearance.



III. INTRODUCCION

1. Anatomia y fisiologia del epitelio respiratorio.

Las vias respiratorias estdn recubiertas por una capa denominada mucosa, la cual
toma contacto con el aire inspirado y estd formado por un epitelio pseudoestratificado
que contiene células ciliadas y secretoras de moco, dispuestas en una sola capa. Bajo la
capa de mucosa, se observa una capa conjuntiva o lamina propia muy vascularizada
(Jeffery y cols., 1997) que posee glandulas secretoras mixtas que liberan su contenido

glicoproteico hacia el lumen aéreo formando el moco.

Durante la inspiracion, el epitelio de las vias aérea representa un sitio primario
para el ingreso y depdsito de microorganismos potencialmente patdgenos para el cuerpo.
El contacto con organismos como bacterias, hongos, virus asi como también con
contaminantes, humo de cigarro y aero-alérgenos, entre otros es parte del
funcionamiento habitual de este epitelio. Sin embargo, un complejo sistema de defensa
son las barreras epiteliales, que funcionan activamente contra las infecciones (Diamond

y cols., 2000).

El movimiento sincronico de los cilios de las células ciliadas desplaza el moco
hacia la faringe, donde se deglute o se expectora mediante fendmenos como estornudos
o tos. Las secreciones nasales atrapan mecanicamente a los microorganismos, ejercen
una accion antimicrobiana y previenen la union de los patogenos a las células del tracto
respiratorio superior. Este es el mecanismo basico de defensa del tracto respiratorio y se

conoce como clearance mucociliar o transporte mucociliar (TMC) (Cohen y cols., 2006).



2. Transporte mucociliar y frecuencia de batido ciliar en el epitelio
respiratorio.

El TMC es un componente esencial del sistema respiratorio y esta disefiado para
remover de las vias aéreas el moco, siendo el primer mecanismo de defensa frente a las
particulas inhaladas que quedan depositadas en ¢él. Esencialmente, dos factores
determinan la velocidad y eficiencia del TMC sobre la superficie del epitelio: La
frecuencia de batido ciliar (FBC) y la actividad coordinada de los cilios (Cohen y cols.,

2006).

En el epitelio respiratorio, especialmente en la traquea, las células ciliadas son
mas abundantes (80%) que las secretoras (20%) y presentan una FBC basal espontanea,
la cual se ha reportado que varia de 6 a 15 Hz dependiendo de la especie y la
localizacion anatomica del epitelio ciliado en estudio (Nakahari y cols., 2007). En
cultivos de epitelio ciliado nasal humano la FBC basal estd en el rango de los 9 Hz
(Morse y cols., 2001) y en cultivos de epitelio respiratorio de raton la FBC se encuentra

en el rango de los 13 Hz.

La velocidad de transporte mucociliar se determina predominantemente por la
FBC que esta regulado por factores extrinsecos e intrinsecos, tales como la viscosidad
del moco (Van der Baan y cols., 2000). Cuando hay inflamacion, la mucosa respiratoria
tipicamente responde aumentando la cantidad de moco secretado, debido a las células
caliciformes y la hiperplasia de la glandula submucosa y la hipertrofia, un fenémeno
también conocido como hiperreactividad secretora (Rubin y cols., 2002). Ademas, la

inflamacién causa la pérdida de las células y la funcion ciliar, la destruccion de la capa



de agente tensioactivo por fosfolipasas las vias respiratorias, y la alteracion de las
propiedades biofisicas de la mucosidad (King y cols., 2002; Restrepo y cols., 2007). En
el caso de pacientes asmaticos, una enfermedad inflamatoria cronica de las vias
respiratorias, el TMC se ve alterado (Daviskas y cols., 2005). Esta disminucion del
TMC, conduce a acumulaciéon de mucosidad en las vias respiratorias que causa la
obstruccion, la colonizacién bacteriana e infecciones recurrentes.

Existe un relacion entre la FBC y el TMC, se ha observado que un pequefio
incremento en la FBC (16%) se traduce en un importante incremento en la velocidad de

transporte mucociliar (56%) (Seybold y cols., 1990).

3. Mecanismo de regulacion de la FBC en el epitelio respiratorio:

participacion de ATP extracelular.

Una importante herramienta para el estudio de las senales, estimulos y mecanismo
de accion que regulan la actividad del batido ciliar, fue la introduccidon de un método que
permite obtener monocapas de células ciliadas (Verdugo y cols., 1980). De esta manera,
ha sido posible establecer como sefiales quimicas producidas localmente por los
epitelios, como el adenosin trifosfato (ATP) y el 6xido nitrico (NO), pueden modificar la

actividad ciliar del epitelio respiratorio (Hayashi y cols., 2005; Li y cols., 2000).

El ATP, descubierto en 1929 y que fue propuesto principalmente como el factor
de transferencia de energia en la célula (Lipmann, y cols., 1941). Posteriormente, se ha
demostrado su importancia y participacion en otros procesos como la regulacion de la

actividad ciliar (Saano y cols., 1992). Evidencias experimentales han demostrado que las



células ciliadas respiratorias, especificamente de la traquea de ratén, incrementan su
FBC en respuesta a concentraciones micromolares de ATP en el medio extracelular
(Hayashi y cols., 2005). Evidencias experimentales de nuestro laboratorio, muestran que
las células ciliadas responden a concentraciones nanomolares de ATP con incrementos

significativos en la FBC.

La concentracion basal de ATP en el intracelular varia entre 3-10 mM (Beis y
cols., 1975; Bours y cols., 2006), en cambio la concentraciéon de ATP extracelular es
aproximadamente 10 nM, en condiciones de reposo. Por lo tanto, cualquier evento que
tenga efecto sobre la membrana plasmatica o canales especificos, puede provocar la
liberacion de ATP desde la célula debido a un gradiente de concentracion favorable. Se
ha establecido que todas las células eucarioticas liberan ATP en condiciones normales y
patolégicas (Corriden y cols., 2010). En los epitelios mucociliados, el ATP puede
provenir al menos de dos fuentes: 1) secrecion por exocitosis de granulos de células
secretoras (Verdugo y cols., 1991; Okada y cols., 2013) y 2) liberacion de ATP desde las
propias células epiteliales (Button y cols., 2007; Schwiebert y cols., 2003). E1 ATP es
liberado de las células epiteliales al espacio extracelular a través de distintos canales de
membrana, dentro de los que se pueden citar: los canales reguladores de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), canales anidénicos dependientes de voltaje
(VDAC), receptores P2X7, conexinas y panexinas (Cotrina y cols., 1998; Suadicani y

cols., 2006).

El hemicanal Panx1, esté relacionado a la liberacion de ATP desde distintos tipos

celulares y tejidos (D'hondt y cols., 2011), como en los condrocitos donde la liberacion



de ATP mediada por Panxl controla la proliferacion y diferenciacion celular. La
apertura del este canal en la membrana es mediado por diversos estimulos como
despolarizaciéon de membrana (>-40 mV), estimulacién mecénica e incrementos en las
concentraciones intracelulares de Calcio (Ca®") (Bao y cols., 2004; Locovei y cols.,
2006). Se ha observado que Panx1 media la liberacion de ATP en condiciones de stress
activado por condiciones hipotdnicas en epitelio de trdquea de ratdn, liberacion que
depende del canal TRPV4 y de incrementos en Ca®" intracelular (Seminario-Vidal y

cols., 2011).

Una vez que el ATP es liberado al medio extracelular es reconocido por
receptores purinérgicos del tipo P2, los cuales median el incremento de la FBC en
respuesta a ATP. Estos receptores estan subdivididos en dos familias: P2X, los cuales
son canales i6nicos y los P2Y los cuales estan acoplados a proteina G. Los receptores
del tipo P2Y pueden ser estimulados por ATP y también por otros nucledtidos tales
como ADP, UTP y UDP. En las células del epitelio nasal humano se ha descrito la

presencia funcional de los receptores P2Y2, P2Y6 y P2Y 11 (Kim y cols., 2004).

Luego de la union con su ligando, el receptor P2Y?2 activa a la proteina Gq, que
activa la fosfolipasa C (PLC) incrementando los niveles de inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol, movilizando Ca®" de los almacenes intracelulares, activando a la proteina
cinasa C (PKC), lo que media el incremento en la FBC (Barrera y cols., 2004). En
cultivos de epitelio de traquea de raton se establecid que este movimiento de Ca’"
también activa la via del NO, la cual induce la activacion de la proteina cinasa G (PKG)

(Uzlaner y cols., 1999).
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Los receptores purinérgicos P2X, son canales cationicos dependientes de ligando.
Estos canales poseen 2 regiones transmembrana con un dominio largo en forma de loop
extracelular, en el cual 10 residuos de cisteinas son altamente conservados. El segmento
N y C terminal se ubican en el intracelular (Burnstock y cols., 2007). Los miembros de
esta familia de receptores son 7: P2X1-P2X7, todos ellos responden a ATP. En las vias
respiratorias se ha descrito la expresion de los receptores P2X4 y P2X7 (Kim y cols.,

2004; Hayashi y cols., 2005; Ma y cols., 2006).

P2X7R posee caracteristicas Unicas dentro de su familia, una de ellas es ser el
unico receptor de la familia P2X que responde a otros estimulos ademas de ATP, como
por ejemplo el péptido LL37 (Elssner y cols., 2004). La activacion de P2X7R produce la
apertura de un tipico canal i6nico, selectivo para cationes, entre los que se encuentra
Ca”". Posterior a esto, ocurre la apertura de un poro mas grande que dependiendo de la
célula permite el ingreso de moléculas de hasta 900 Da, entre las que se pueden

encontrar glutamato y colina (North y cols., 2002).

El aumento de Ca®" inducido por ATP, que media el incremento en la FBC,
puede provenir de almacenes intracelulares o de la entrada de Ca*" a través de la
membrana plasmatica, lo cual ocurre directamente o después de la liberacion de Ca>" de
los almacenes intracelulares. Este movimiento de Ca", requiere la activacion de PLC y

participacion de IP3 (Barrera y cols., 2004).

Se ha observado que estimulos mecanicos (Hansen y cols., 1993) y en respuesta a
estrés hipoosmético (Kawakami y cols., 2004) ocurre un incremento en la concentracion

de ATP extracelular, la cual media el incremento de la FBC. Recientemente se ha
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establecido en macrofagos, microglias y en epitelio respiratorio (Ferrari y cols., 1997;
Craddick y cols., 2012) que Lipopolisacarido (LPS) un componente de la pared de
bacterias Gram negativas, provoca incrementos en la concentracion de ATP extracelular,

desconociéndose el mecanismo involucrado.

4. Contaminantes ambientales y actividad ciliar en las vias respiratorias.
Durante la inspiracion muchos microorganismos y sustancias potencialmente
dafiinas quedan depositados en la superficie del tracto respiratorio. El primer mecanismo
de defensa es el sistema inmune innato, quien es el encargado de proporcionar defensa
inmediata contra la infeccidn, siendo las barreras epiteliales un componente importante

de esta respuesta (Diamond y cols., 2000).

En las vias respiratorias se ha observado que factores ambientales como
particulas contaminantes, alérgenos, metales, gases, virus, bacterias, etc., alteran el
TMC, ya sea por la alteracion de la FBC o por cambios en la viscosidad del moco, lo
cual puede incrementar los riesgos de infecciones. Por ejemplo, la exposicion a SO2 un
gas contaminante, afecta la FBC y disminuye el TMC de manera dosis dependiente, en

epitelio respiratorio ciliado de cobayo (Knorst y cols., 1994).

La exposicién a contaminantes ambientales como las nano particulas produce
inflamacion de las vias respiratorias (Ferin y cols., 1992). Estudios epidemioldgicos han
indicado que la exposicion a material particulado estd ligado a incrementos en la

mortalidad y a patologias respiratorias (Peters y cols., 1997, Abbey y cols., 1999).
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Se ha observado que contaminantes de tipo bacteriano, como filtrados de cultivos
de Pseudomonas aeruginosa 'y Streptococcus pneumoniae inhiben la FBC en el epitelio
nasal humano (Wilson y cols., 1987, Feldman y cols., 1990), o con piocianina un
compuesto redox producido por Pseudomonas aeruginosa, enlentece la FBC en el
epitelio nasal humano, lo cual se asocia a una disminucién de ATP intracelular, siendo
ATP la energia esencial para el batido ciliar (Kanthakumar y cols., 1993). También se ha
observado que citoquinas proinflamatorias, como interleuquina 1p (IL-1B) y factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), incrementan la FBC en humanos, por un mecanismo
dependiente de NO (Jain y cols., 1995, Rhee y cols., 1999, Alberty y cols., 2006).
Dentro de los contaminantes ambientales habituales se encuentra LPS (Roy y cols.,
2003), no existiendo evidencia hasta ahora de efectos de LPS a corto plazo con la FBC y

el TMC, ni el mecanismo que podria estar involucrado.

5. LPS, componente de la pared bacteriana.
5.1 Caracteristicas generales y estructura.

El LPS, también conocido como endotoxina, es un polimero complejo el cual forma
parte mayoritaria de la membrana externa de bacterias Gram negativas, muchas de ellas
relacionadas a enfermedades respiratorias: Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Legionella pneumophila 'y Pseudomonas aeruginosa. El término
endotoxina fue primeramente utilizado por el microbidlogo aleman Richard Pfeiffe, el
cual lo utilizé para describir un componente de las bacterias que era capaz de producir

fiebre y otros efectos inflamatorios (Beutler y cols., 2001).
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La estructura del LPS puede dividirse en tres regiones: Lipido A, nucleo o region
“core” y el antigeno O. Es un polimero complejo con restos de 4cidos grasos como parte
lipofilica y cadenas caracteristicas de oligosacaridos y polisacaridos. El Lipido A es
altamente hidrofobico y es la seccion endotoxicamente activa del LPS. Esta tipicamente
formado por un disacarido (B-D-GlcN-(1-6)-a-D-GlcN) que tiene dos grupos fosfatos en
las posiciones 1 y 4’, y posee dos unidades de N-acetilglucosamina unidas por enlace B a
los carbonos 1y 6. A esta estructura se le pueden unir hasta 4 cadenas de 4cidos grasos,

que varian en niimero, longitud y saturacion. (Erridge y cols., 2002).

La region “core”, que es altamente conservada entre cepas y especies, consiste en
una repeticion y heptosa (Erridge y cols., 2002). El antigeno O estd unido al nucleo
oligosacarido y comprende el dominio més externo de la molécula de LPS, por lo que se
encuentra expuesto en la superficie mas externa de la célula bacteriana y como
consecuencia es el objetivo de hexosas comunes como glucosa y galactosa, una serie de
azucares poco comunes como Kdo de reconocimiento por anticuerpos del huésped

(Raetz y cols., 2002).

5.2 LPS, vias de accion.

El reconocimiento de la presencia de LPS por las células inmunes tales como
monocitos, macrofagos y células epiteliales, ha evolucionado a lo largo de los milenios
para proporcionar a los mamiferos un rapido sistema de reaccion frente a infecciones

Gram negativas. En 1999, Hoshino y cols, establecieron la importancia del receptor
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TLR4 en el reconocimiento de LPS, en macrofagos y células B provenientes de ratones
deficientes en TLRA4.

TLR4, pertenece a la familia de receptores toll like receptors, quienes estan
involucrados en el reconocimiento de patdgenos. La activacion de su via de sefializacion
produce la liberacion de citoquinas relacionadas con procesos inflamatorios como IL-8 y
con el reclutamiento de otros componentes del sistema inmune. Las vias respiratorias
expresan los receptores TLR y estan funcionalmente activos (Sha y cols., 2004, Wang y

cols., 2007).

La familia de los receptores TLR, es una familia de proteinas transmembrana
cuyo dominio citoplasmatico es llamada secuencia TIR por ser un dominio compartido
con el receptor de Interleuquina 1 (IL-1R) (Imler y cols., 2004). El dominio TIR
contiene tres regiones conservadas llamadas BOX 1, BOX 2 y BOX 3, las cuales estan
relacionadas con la interaccion de los receptores TLR con sus adaptadores o con otros
receptores TLR en el caso de receptores que oligomerizan inducidos por la interaccion
con el ligando, como TLR4 (Xu y cols., 2000). El domino TIR también esta presente en
proteinas intracelulares, llamadas adaptadores porque se pueden enlazar a través de este

dominio con los receptores TLR, con lo que se inicia la cascada de sefializacion.

LPS se une en el liquido extracelular a la proteina soluble fijadora de LPS (LBP),
posteriormente este complejo LPS-LBP se una a CD14. Una vez que LPS se une a
CD14, interactua con MD-2, quien esta fisicamente asociado con TLR4 en la superficie
celular y confiere la capacidad de respuesta a LPS. MD-2 es por lo tanto un enlace entre

TLR4 y LPS (Shimazu y cols., 1999).
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Una vez que ocurre el reconocimiento del ligando por el receptor, este interactua con
distintos adaptadores intracelulares. Los adaptadores principales (MyD88 y TICAM-
1/TRIF) de la via de sefalizacion de los receptores TLR, juegan un rol fundamental en la
sefializacion ya que definen que via de sefializacion serd activada, dependiendo de qué

adaptador sea reclutado por cada receptor TLR.

El principal factor de transcripcion activado por la via de senalizacion de los
receptores TLR es NF-kB, formado principalmente por dos proteinas p50 y p65. NF-«xB,
es un factor de transcripcion, el cual se encuentra inhibido en el citoplasma de las
células, por proteinas inhibitorias conocidas como IkB, en el caso de la via de
sefalizacion de los receptores TLR. El complejo inhibitorio de NF-kB recibe el nombre
de cinasas inhibidoras de NF-kB (IKK) (Vallabhapurapu y cols., 2009). TAKI1, una
ubiquitina, fosforila a IKK y permite la separacion de NF-kB del complejo inhibitorio y
asi traslocar al nucleo donde se une e induce a sus genes blanco, que son responsable de
la produccién de interleuquinas relacionadas con la respuesta inflamatoria. Los niveles
de NF-kB fosforilado p-p65, son un indicador indirecto de su activacion (Traenckner y
cols., 1995).TAK1 puede interactuar con la cascada de las MAPKs activando dos
proteinas principales (p38 y JNK), quienes activan al factor de transcripcion AP-1, que

al igual que NF-kB, da lugar a la produccion de citoquinas pro inflamatorias.

Dos grupos de investigadores, con pocos meses de diferencia, reportaron la
presencia de un adaptador involucrado en la via de la sefializacion de los receptores
TLR, independiente de MyD88, que fue denominado TICAM-1 (Oshiumi y cols, 2003)

y TRIF (Yamamoto y cols., 2002). Con el desarrollo de ratones deficientes en TRIF, se
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establecid su importancia en las vias de sefializacion de TLR3 y TLR4 y en la
produccion de IFN-B. En ratones deficientes de MyD88 y de TRIF, se perdi6 la

activacion de NF-«kB, en respuesta al ligando de TLR4 (Yamamoto y cols., 2003).

Una vez activado el sistema con la union del ligando, TRIF forma un complejo
con una kinasa asociada a la familia de las TRAF (TBK1), con un homologo de IKK
(IKKe€) y con el factor 3 regulatorio de interferéon (IRF3) o con el factor 7 regulatorio de
interferon (IRF7), lo que conduce a la activacion de IRF3 o de IRF7, quienes se dirigen
al nucleo induciendo principalmente la produccion de IFN-f (Fitzgerald y cols., 2003).
En la via de sefalizacion de TLR3, TRIF activa a NF-kB, debido a su unién al complejo

TRAF6-TAK1-TAB2 y de este modo activa a IKK (Jiang y cols., 2004) (Ver Fig. 1).
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Via de seiializacion TLR (Akira y cols, 2004)
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Existe otra familia de receptores que participan en el reconocimiento de
patdgenos intracelulares, la familia de receptores con dominio NOD: NLR. La familia
NLR, estd formada por receptores intracelulares que posee 23 miembros descritos en

humanos y 34 en ratones (Bryant y cols., 2009).

Los receptores NLR pueden activar caspasas inflamatorias mediante la activacion
de inflamasomas o activar directamente a NF-kB y de este modo activar la produccion
de citoquinas inflamatorias (Martinon y cols., 2007). Los inflamasomas son complejos
multiproteicos de gran peso molecular (700 KDa) que estdn relacionados con la

induccion de respuestas inflamatorias.

Existe informacion reciente que muestra que los inflamasomas también pueden
ser activados por la via de sefializacion TLR. Por ejemplo, la activacion de TLR4 por
LPS induce incrementos en los niveles del inflamasoma NLRP3 de manera dependiente
de MyD88 (Embry y cols., 2011). Lo que relaciona la activacion de la via TLR no solo

efectos mediados con la activacion de NF-«B.

Aparte de la via de senalizacion mediada por TLR4, existe evidencia en la
literatura que indica que LPS también tiene efectos medidos por la participacion del

receptor purinérgico P2X7 (Ferrari y cols., 1997).

Se ha observado que LPS induce liberaciéon de ATP y produccion de citoquinas
luego de 24 horas de incubacion. Este proceso estaria mediado por la activacion de
P2X7R, debido a que la liberacién de ATP es inhibido con el antagonista especifico de
P2X7R, ATP oxidado (0ATP) (Ferrari D y cols., 1997). También se ha observado

incrementos en la liberacion de ATP luego de la exposicion a LPS, en periodos cortos de



18

exposicion (Sha Q y cols., 2004). LPS ademas se ha visto relacionado con incrementos
rapidos en las concentraciones intracelulares de Ca*" en macréfagos (Seabra y cols.,
1998), lo que podria estar relacionado con la activacion y participacion de los receptores

P2X7.

Estudios recientes han demostrado que LPS interactia directamente con P2X7R.
En 2001, se establecid que P2X7R posee en su dominio C-terminal varios motivos
aparentes de interaccion proteina-proteina y proteina-lipido, dentro de los cuales destaca
un sitio conservado de interaccion con LPS, el cual, cuando es bloqueado impide que
LPS inicie su cascada de sefalizacion en macrofagos (Denlinger y cols., 2001). Pero
recientemente se ha descrito que LPS puede modular la actividad de P2X7R. En el
estudio realizado en células HEK293 que no expresan TLR4, LPS es incapaz de inducir

alguna actividad relacionada con la activacién de P2X7R (Leiva-Salcedo y cols., 2011).

La conversion de P2X7R desde un tipico canal i6nico a un poro que permite el
ingreso de moléculas de gran tamafio (hasta 900 Da) luego de su activacion (Di Virgilio
y cols., 1995) ha sido motivo de estudio. Dentro de las hipotesis, se plantea que P2X7R
podria activar a Panx1, la cual podria actuar como una via de ingreso a estas moléculas
mas grandes y también como una via de salida de moléculas como ATP (Kanneganti y

cols., 2007).

Dentro de la evidencia que relaciona a Panx1l con P2X7R y la formacién del
poro, se ha observado que la inhibicién de Panx1 bloquea la captacion de colorante que
se utiliza para evaluar la activacion funcional del poro, pero no inhibe la corriente

cationica relacionada con la activacion de P2X7R (Pelegrin y cols., 2006). Se propone a
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Ca”™" como la sefial que media la interaccion entre P2X7R y Panx1, debido a que la

apertura del poro es dependiente de incrementos Ca®” (Faria y cols., 2005).

La interaccion de LPS con P2X7R o la participacion de inflamasomas activados
por TLR4 podrian provocar la apertura de este canal por donde podria ingresar Ca®’ y
asi activar a Panx1, permitiendo su apertura y asi mediar, la salida de ATP desde la
célula. El incremento de ATP en el espacio extracelular podria relacionarse con efectos
sobre la FBC. A pesar de la evidencia que relaciona a LPS con incrementos en los
niveles intracelulares de Ca®" y liberacién de ATP, no se ha establecido en el epitelio
respiratorio los efectos de LPS sobre el mecanismo de regulacion de la FBC basal por
ATP extracelular, ni la posible participacion de P2X7R y Panxl como el posible

mecanismo de accion en epitelio respiratorio, por lo que planteamos:
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IV.HIPOTESIS

LPS aumenta la liberacion de ATP mediada por Panx1-P2X7R, que controla la

actividad ciliar en las vias respiratorias de raton.

De acuerdo a la hipétesis, los objetivos son:

V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de LPS sobre la liberacion de ATP y la actividad ciliar en

el epitelio respiratorio de raton.

V.i OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el efecto de LPS sobre la FBC en cultivos primarios de células

ciliadas de epitelio respiratorio.

2. Determinar el efecto del LPS sobre el mecanismo de liberaciéon de ATP en

células ciliadas del epitelio respiratorio.

3. Estudiar las vias de sefalizacion asociadas al efecto de LPS, en células ciliadas

del epitelio respiratorio.
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VI. MATERIALES Y METODOS

i) MATERIALES

Lipopolisacarido (Escherichia coli serotype 055:B5), Carbenoxolona, Suramina,
ATP Oxidado, fueron obtenidos de Sigma Aldrich, Inc. (St. Louis MO, EEUU).
GF109203X fue obtenido de Tocris Bioscience (MO, EEUU). Probenecid y BAPTA-
AM, fueron obtenidos de Invitrogen (CA, EEUU). FURA 2-AM de Molecular Probes

(Eugene, OR, USA).

Todos los reactivos de cultivo celular fueron de grado ultrapuro: NaCl, KCI,
Glucosa, NaHPO4, NaH2P0O4, KH2PO4 obtenidos de Merck (NJ, USA). MgCl2,
CaCl2, antibidticos Neomicina y penicilina, vitaminas, Piruvato de sodio, aminoacidos
esenciales y no esenciales, Rojo fenol y Hank's, fueron obtenidos de Sigma Aldrich, Inc.

(MO, EEUU).

iij) METODOS

1. Animales:

Se utilizaron ratones machos adultos (6 a 8 semanas) de la cepa BALB/c, con un
peso entre 25-35 gr, obtenidos del vivero de la Pontificia Universidad Catélica de Chile.
Los animales se mantuvieron bajo condiciones de iluminacion (ciclos de luz-oscuridad
de 14-10 horas respectivamente) y temperatura (23°-25°C) controladas. Los animales
recibieron alimento y agua ad [libitum. Todos los protocolos de manejo de animales
utilizados en esta tesis, fueron aprobados por la Comision de Bioética y Seguridad de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile.
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2. Cultivos primarios de epitelio respiratorio de raton:

Los experimentos fueron realizados en cultivos primarios de células ciliadas de
traquea de ratones BALB/c. Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y
las traqueas fueron removidas y posteriormente lavadas con DMEM-F12 suplementado
con antibidticos (10 ug/mL estreptomocina, 100 U/mL penicilina G, 0.125 ug/mL
anfotericina B) para remover la sangre del tejido. Luego, el tejido se colocod en una
solucion de DMEN-F12 suplementado con antibidticos y pronasa 0.05% durante 30
minutos a 37°C y 5% CO,. El tejido fue transferido a una solucion de DMEN-F12 con
5% de suero fetal bovino (SFB), donde el epitelio fue mecénicamente removido.
Posteriormente, el epitelio fue cortado en pequefias piezas de 2-4 mm?, los cuales fueron
lavados con una solucién de Hank's esteril y colocados en el medio NHS (composicion
en mM: NaCl 137; KCL 5.09; Na,HPO4 1.14; KH,PO4 0.18; MgCl, 0.923; CaCI2 0.91;
NaHCO; 4.07; glucosa 21.5 y glutamina 0.2: suplementada con 1% vitaminas, 1%
aminoacidos esenciales, 1% aminoacidos no esenciales, 1% piruvato y antibioticos, 0.2
mg/mL neomicina y 0,12 mg/mL penicilina, pH 7.2-7.4). Las piezas de epitelio fueron
puestos en cubreobjetos tratados con 0.1% de gelatina y colocados en una camara de
rose. Los explantes fueron cubiertos con una membrana de dialisis estéril (Spectra,
MWCO 12-14,000; #25218-468, VWR Scientific). Las camaras de rose fueron llenadas
con medio NHS suplementado con un 10% de suero de caballo (pH 7.2-7.4) y puestos en
un incubador a 37°C por al menos 4 dias, hasta que la monocapa de células ciliadas
presente una actividad ciliada espontanea. El medio de cultivo de cada camara fue

renovado cada 48 horas (Gonzalez y cols, 2007).
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Los ratones knockout para Panx1 fueron amablemente donados por el Dr. Juan
Carlos Saez. La disrupcion del gen Panx, fue descrita por Anselmi y cols., 2008. Se

realizé el mismo protocolo para la realizacion de cultivos primarios.

3. Determinacion de la frecuencia de batido ciliar:

La FBC fue medida utilizando Sisson-Ammons Video Analysis (Sava System).
El cual utiliza una cdmara de video que graba el movimiento de los cilios directamente
en la memoria del computador (Sisson y cols., 2003). Para los registros de la FBC se
utilizd6 un microscopio invertido (Nikon Diaphot, Nikon, Japén), con un lente objetivo
de 40X acoplado a una camara de video de alta velocidad (Basler scA640) (100 fotos/s).
Bajo condiciones de temperatura constante (35°C), mediante un sistema de incubacion

acoplado al microscopio (Nikon incubator NP-2).

Los cultivos celulares una vez retirada la membrana de dialisis, se lavaron con
medio Hank’s (Sigma H1387) mas NaHCO3, con un pH 7.3, por 3 veces, y luego se
dejaron estabilizar por 10 minutos dentro de la camara a 35°C. Posteriormente se
selecciond un area con 5 a 20 células ciliadas y se realizaron mediciones durante un
periodo de tiempo control de 5 minutos (en Hank’s), para establecer la FBC basal del
explante escogido. Luego, se le agregd al cultivo la sefial quimica definida para cada
protocolo 6 el vehiculo para cada caso (tratamiento control) y se registr6 la FBC por 20
minutos mas (tiempo adecuado para obtencion del efecto maximo de las sefiales

quimicas estudiadas).
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Algunos cultivos se incubaron entre 10-40 minutos con distintas drogas de
interés, antes de registrar la actividad ciliar frente a la sefial quimica en estudio. Esta

incubacion se realizo a 35°C, con la droga disuelta en DMSO o Hank's.

Los resultados obtenidos de la FBC (cada minuto de registro) se expresaron
como porcentaje de cambio respecto de la FBC control, tomando como control el

promedio de la FBC en condiciones basales.

4. Medicion de movimiento de microesferas en epitelio de traquea:

Los ratones fueron anestesiados por inyeccion de Ketamina (50 mg/kg) y
Xilaxina (3.33 mg/kg). El térax fue abierto, y la glandula submandibular y los musculos
infrahioideos, fueron removidos. La traquea se cortd caudal a la laringe y craneal a la
bifurcacion. Luego, la traquea fue removida y transferida a una placa de cultivo, donde
con ayuda de unas tijeras fue abierta para exponer la superficie epitelial hacia arriba y se
fij6 con dos agujas a la placa de cultivo y sumergido en Hank’s. Luego, 1 millon de
microesferas (MEs) de poliestireno no iénico (didmetro medio de 3,9 pm, N° de
catalogo: N37458, Invitrogen) se afiadi6 a la superficie epitelial de la traquea Se
tomaron imagenes en el modo de campo brillante utilizando un objetivo de inmersioén en
agua 40x (Olympus). El transporte de las MEs fue registrado y las velocidades de los
movimientos se calcularon utilizando el software Image J antes y después del

tratamiento (Konig y cols, 2009).
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5. Administracion Intranasal de LPS:

Los ratones se expusieron por via intranasal a 10 ug/mL de LPS disueltos en
PBS, se administréo un volumen total de 40 pL, en 4 dosis de 10 pL, durante 1, 3, 6, 9,
18 y 24 horas. La administracion intranasal fue realizada bajo anestesia, con 50 mg/kg
de ketamina y xilamina 3.33 mg/kg, después las traqueas fueron removidas de los

animales y utilizadas para experimentos posteriores. (Archer y cols, 2004).

6. Western Blot:

Para la realizacion de los western blot, se utilizardn tradqueas completas de raton.
Luego de cada tratamiento, y posterior al sacrificio de los animales, siguiendo el
protocolo las traqueas fueron extraidas y homogeneizadas en buffer RIPA (150 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,2, 0,1% SDS, 1.0% Triton X-100, 1.0 % Deoxicolato, 5
mM EDTA) con inhibidores de proteasas (Roche). Para la cuantificacion de proteinas se
utilizd6 el método de Lowry. Luego las proteinas fueron cargadas en un gel de
acrilamida-bisacrilamida en condiciones desnaturalizantes y separadas por
electroforesis, en una camara para electroforesis. En cada pocillo del gel se cargd una
cantidad de 50 pg de proteinas total, que fue controlada con posterioridad mediante
inmunodeteccion de una proteina de expresion no variable bajo las condiciones del
tratamiento, control de carga [P-actina. Las proteinas que fueron separadas por
electroforesis, posteriormente fueron electrotransferidas a una membrana de

nitrocelulosa y las uniones inespecificas de las proteinas fueron bloqueadas con una
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solucion de leche sin grasa 5% en TBS-1X por 1 hora a temperatura ambiente, en

agitacion.

Luego, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente (Para NF-xB p-p65: 3033S Cell Signaling, para TLR4: Abcam HTA125
y para B-Actina: Sigma, A5316). Posteriormente las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo secundario adecuado para el anticuerpo primario utilizado, conjugado a HRP.
La reaccion fue revelada por quimioluminiscencia usando el kit ECL Western Blot

Analisis System (NEN, Western lightning, Perkin Elmer).

7. Ensayo liberacion ATP:

Los cultivos fueron abiertos, posteriormente lavados tres veces con Hank's y
luego equilibrados por un periodo de 15 minutos a 35°C. Previo a la adicién de drogas y
tiempo después de la adicion, 100 pL de medio fue recolectado de cada cultivo,
posteriormente fue calentada por 1 minuto a 95°C inmediatamente, para evitar la
degradacion de ATP, posteriormente las muestras fueron congeladas a -90°C. La
cuantificacion de ATP fue realizada siguiendo las instrucciones del kit Enliten ATP
Assay kit (Promega). En una placa de 96 pocillos, 100 uL de muestra, blanco o solucion
estandar de ATP y 100 pL de luciferin luciferasa fue agregado a cada pocillo. El ensayo
fue cuantificado por un luminémetro (Luminoskan Ascent 2.5; Thermo Labsystems).
Los datos fueron expresados como nM de ATP por superficie de area de tejido (cm?)

(Zhao y cols, 2012).
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8. Ensayo captacion colorante:

Los cultivos fueron abiertos, posteriormente lavados tres veces con Hank's y
luego se dejaron en reposo durante 15 minutos. Posteriormente se le agregd el
tratamiento y posteriormente Bromuro de Etidio (BrEt), por un maximo de 15 minutos.
Luego, se retird el BrEt y los cultivos fueron puestos en hielo, y a cada uno se le agreg6
Parafolmaldehido al 4% en PBS, durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, los
cultivos fueron lavados con PBS dos veces, luego se les agregd6 PBS con Triton 1%,
durante 10 minutos. Posteriormente se realizaron 2 lavados cada 5 minutos con PBS.
Luego, a los cultivos se les agrego Dapi en agua destilada (1:5000), durante 10 minutos.
Posteriormente fueron lavados 2 veces con PBS frio durante cinco minutos y luego

montados en fluoromount.

La intensidad de fluorescencia del BrEt, intercalado en los acidos nucleicos fue

examinado por epifluorescencia, con una excitacion 530-550 nm y emision de 590 nm.

9. Determinacion de los niveles de calcio libre intracelular:

Se realizo la técnica de imagenfluorometria y se obtuvieron imagenes
fluorescentes las cuales fueron analizadas. Los cultivos primarios de epitelio respiratorio
se incubaron, por 1 hora a 37°C, con una concentracion de 1.5 uM del indicador
fluorescente de Calcio Fura-2AM. Luego, los cultivos fueron lavados 3 a 4 veces con
medio Hank's, para remover el exceso de fluorémetro no incorporado a las células, y
posteriormente se realizaron los registros de los niveles de Ca®" libre intracelular. Los

cultivos fueron montados en un microscopio de fluorescencia acoplado a un sistema de
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analisis de imagenes digitales (Metafluor, Universal Imaging Corporation, v6.1). Los
cambios en los niveles de calcio intracelular, fueron obtenidos mediante la adquisicion
de dos imdagenes fluorescentes en el mismo campo Optico con excitacion a dos
longitudes de onda diferente (340 y 380 nm) y con deteccion a una longitud de onda de
510 nm. El sistema de andlisis computacional permite obtener secuencias de imagenes a
partir de la razén de emision a 340/380, las que fueron analizadas con el software
MetaMorph (Universal Imaging Corporation, v6.1). Esta técnica es similar a la descrita

en 1989 por Villalon y Cols.

Los niveles basales de Ca®" se midieron durante 5 minutos, luego se le agreg6 al
cultivo la sefial quimica definida para cada protocolo y se continu6 registrando por un
periodo adicional de 20 minutos. Como control positivo se utiliz6 ATP (10 uM),

agonista que modifica los niveles de Ca" intracelular.

10. Inmunofluorescencia:

Se realiz6 inmunofluorescencia a partir de cortes y cultivos de epitelio de traquea
de raton para detectar la presencia de Panx1, TLR4 y P2X7R (Abcam ab77413). Se
extrajeron las traqueas de ratones BALB/c y se fijaron en una solucion de
paraformaldehido (PAF) al 4% en PBS por 24 horas. Para ayudar a disolver el PAF se
agregd6 NaOH y luego se ajusto el pH a 7. Los 6rganos ya fijados se llevaron a una
bateria de deshidratacion etanol/xilol, que consiste en etanol 70% por 1 hora, etanol 80%
por 1 hora, etanol 90% por 1 hora, etanol 100% I por 1 hora y etanol por 100% II 12

horas para pasar por una soluciéon de Xilol I durante 1 hora, y Xilol II por 12 horas.
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Luego de la deshidratacion, los tejidos fueron incluidos en parafina y cortados en un
micrétomo a 8 pm. Los cortes obtenidos fueron recolectados en portaobjetos xilanizados
y secados en una platina por 4 horas. Luego del secado los portaobjetos fueron
rehidratados en una bateria de desparafinizacion que consiste en Xilol I por 15 min,
Xilol II por 10 min, Etanol 100% I por 5 min, Etanol 100% por II 5 min, Etanol 90%

durante 3 min, Etanol 80% por 3 min y Etanol 70% durante 3 min.

Los portaobjetos, posteriormente, fueron mantenidos en PBS para llevarlos a
ebullicion en Citrato de Sodio 0,01 M pH 6,0, a fin de exponer los sitios de union al
anticuerpo. Se esperd por 10 minutos y se les cambid la solucion por Citrato de Sodio
frio por otros 10 min seguido de un bloqueo de los sitios de reaccién no especificos con
PBS/BSA 3% por 1 hora a 25°C. Luego, los portaobjetos fueron lavados 3 veces con
PBS por 5 min e incubados con anticuerpos contra Panxl (1:200), TLR4 (1:200) y
P2X7R (1:100) disueltos en PBS/BSA 3%, a 4°C en una cdmara humeda toda la noche.
Después de lavados extensivos con PBS, las muestras fueron incubadas con un
anticuerpo secundario Alexa Fluo® 488 anti-rabbit (A11008) o Alexa Fluo® 488 anti-
goat (A21202), (Life Technologies, 1:2000) dependiendo del anticuerpo primario,
disueltos en PBS/BSA 3% por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente fueron
lavadas 3 veces con PBS, se les agregd 50 uL. de una solucion de DAPI (4',6-Diamidino-
2-Phenylindole, D-3571) disuelto en agua destilada (1:5000) o Yoduro de Propidio
(5uM) por 15 min y nuevamente fueron lavadas 3 veces con PBS. Finalmente se mont6
el cubreobjetos en un medio de montaje Fluoromont. Las muestras fueron observadas

bajo un microscopio de fluorescencia Bx51 (Olympus) y fotografiadas.
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En la inmunofluorescencia a partir de cultivo de explantes de epitelio de traquea
de raton, fueron fijados con PAF al 4% por 1 hora a 4°C y los sitios de union al
anticuerpo fueron expuestos mediante la incubacion de las células con Triton X-100 1%

por 10 min. El resto del protocolo fue igual al realizado a partir de cortes de tejido.

11. Extraccion de ARN y RT-PCR:

Para extraer el ARN desde los cultivos, se afiadié 500 uL. de TRIZOL. Luego se
afnadi6 100 pL de cloroformo al tubo y se agitdé fuertemente. Se procedi6 a centrifugar
por 15 minutos a 12000 g en una centrifuga refrigerada. Se obtuvo la fase acuosa de la
solucion (fase transparente) la cual se traspasod a otro tubo estéril. A este nuevo tubo se le
agregd 250 pL de isopropanol frio y se dejo incubar en frio por 10 minutos para
precipitar el ARN. Se centrifugé nuevamente a 12000 g por 10 minutos. Se boto el
sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol frio al 70%, se agitd fuertemente. Se
centrifugd nuevamente a 7500 g por 5 minutos. Luego, se elimin6 el sobrenadante y se
dejo secar el precipitado a temperatura ambiente y se agregé agua DEPC hasta que se
diluyo completamente. Se cuantificé la concentracion y pureza del ARN total calculando
la densidad optica a 260 nm y la razon entre 260nm/280nm, respectivamente, en un
espectrofotometro. Para la retrotranscripcion se calculd un volumen de ARN que tuvo
2-5 ng de ARN, y se utiliz6 el protocolo de la retrotranscriptasa SuperScript® III de

invitrogen. Para el RT-PCR se utilizo el protocolo de invitrogen para la Taq polimerasa.
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Los partidores utilizados fueron:

TLR4: sense: 5’-TGGATACGTTTCCTTATAAG-3’, antisense: 5’-

GAAATGGAGGCACCCCTTC-3;

GAPDH: sense: 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3, antisense: 5’-

TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’;

El producto de la reaccion de PCR fue resuelto en un gel de agarosa al 1%. Como

control de técnica se uso6 GAPDH.

12. Microscopia electronica de Barrido (MEB)

La MEB se realiz6 en cultivos de células ciliadas de 9 dias. Las células se fijaron
con 2% de PFA en PBS, pH 7.2, durante 45 min a 4°C. Luego, el tejido se lavo, se
deshidrat6 en una progresion de concentraciones crecientes de etanol, hasta el 100% de
etanol y en el punto critico se secaron utilizando CPDS Modelo-2002. Las muestras
fueron pulverizadas con oro paladio utilizando un equipo de vacio PSI10E y fueron

observadas con un microscopio de barrido JEOJSM-25 S I1.
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13. Analisis de los datos:

Los graficos de los valores experimentales de FBC, en respuesta a las diferentes
drogas utilizadas en este estudio, corresponden al area bajo la curva (ABC), (expresada
en unidades arbitrarias, U.A), de los cursos temporales de la FBC, luego de aplicar la

transformacion de arc seno a los datos de FBC expresados en % de la FBC basal.

Las comparaciones estadisticas, entre la ABC de las condiciones experimentales
y los respectivos controles, se realizaron utilizando ANOVA y la prueba posterior de
Tukey, con el programa GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). El criterio para una diferencia significativa corresponde a un valor de p<0.05

y n indica el nimero de cultivos analizados.
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VII. RESULTADOS

1. Caracterizacion cultivos primarios de epitelio respiratorio de raton.

Utilizando una técnica de cultivo modificado a partir de Verdugo y cols., 1980,
obtuvimos cultivos primarios que muestran batido ciliar espontdneo con caracteristicas

similares a las del epitelio respiratorio in vivo.

Obtuvimos cultivos primarios con monocapas confluentes de células agrupadas
en explantes, donde las células ciliadas presentan batido ciliar espontdneo luego de 4-5
dias en el cultivo. En las imagenes obtenidas por medio de microscopia electronica de
barrido, se observan los cultivos primarios con monocapas de células ciliadas y con
cilios agrupados en el centro de la célula en la superficie apical (Figura 1A).
Observamos ademas la presencia de células no ciliadas (basales y claras) y las células

que secretan moco se observan escasamente.

Los cambios en la FBC de las células, fueron detectados por el método Sava
Systems (Sisson y cols., 2003), el cual esta especificamente disefiado para el video
analisis del movimiento ciliar. El programa entrega informacion sobre la frecuencia
ciliar a través del tiempo de un conjunto de células ciliadas en un explante. En la Figura
1B se observa una fotografia de un campo analizado, obtenida desde Sava Systems y un
espectro de los puntos en movimiento, en promedio los campos analizados tenian un
25% de células ciliadas. Para el desarrollo de los experimentos de la tesis, fueron
eliminados cultivos con puntos mayores a 6000 y menores a 1000, para evitar errores en

la determinacion de la FBC.
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30 um

Frequency Limited by Amplitude

Figura 1. Caracterizacion cultivos de epitelio respiratorio y técnica para la
determinacion de frecuencia de batido ciliar.

A) Fotografia de microscopia electronica de barrido, obtenida de cultivos primarios de
células ciliadas de epitelio respiratorio, dia 5. Barra 30 pm.

B) Fotografia de cultivo utilizado en la determinacion de la FBC, obtenida con el
programa Sava Systems. Se observa un espectro de los puntos en movimiento del
cultivo. El espectro muestra un promedio de 3820 puntos. 40X. Barra 30 um.
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2. LPS induce un incremento en la FBC, en células ciliadas del epitelio respiratorio.

Se utilizaron cultivos primarios de células ciliadas de traquea de raton, expuestos
a concentraciones crecientes de LPS, comprendidas entre 0.5 pg/mL y 100 pg/mL y se
registraron los cambios en la frecuencia de batido de las células mediante la técnica de

Sava System (ver Métodos) durante 20 minutos.

Los resultados obtenidos muestran que LPS induce aumentos en la FBC (Figura
2) en las células ciliadas de cultivos primarios de epitelio respiratorio. En la figura 2A se
observa un aumento de la FBC en los cultivos expuestos a LPS con respecto al control.
El méximo aumento estable de la FBC se alcanz6 aproximadamente a los 15 minutos de
exposicion a LPS (23.5+2.5% y 32.3+2.4% de incremento en la FBC, para 5y 10 pg/mL
de LPS, respectivamente). En todas las mediciones se realiz6 una determinacion de la
FBC basal durante 5 minutos y luego se agregoé el estimulo (LPS) y se continu6 con la

medicion durante 20 minutos mas.

La respuesta de LPS en la FBC se grafic6 como area bajo la curva (expresada en
unidades arbitrarias, u.a) de los cursos temporales en respuesta a cada concentracion
utilizada de LPS, por un periodo de 20 minutos. Los resultados muestran que las células
tratadas con 0.5, 1, 5, 10 y 100 pg/mL de LPS, presentan una respuesta de 6, 18, 20, 22
y 14 veces mayor (206.24+92.8, 532.9+87.5, 585.7421.5, 651.8+11.2 y 432.1£38.0 u.a,
respectivamente) que las células tratadas con Hank's (tratamiento control, 29.0+13.6
u.a), respuesta que fue significativamente mayor para las concentraciones 1, 5, 10 y 100
png/ml (*p<0.05). La aplicacion de una concentracion mas alta de LPS, 100 pg/mL, no

causoé una respuesta mayor que 10 pg/mL, sobre la FBC (432.0+£38.0), Figura 2B.
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Figura 2. LPS incrementa la FBC en cultivos primarios de traquea de raton.
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A) Curso temporal del promedio de los cambios de la FBC de células ciliadas, expuestas
a0.5,1,5,10y 100 pg/mL de LPS (durante 20 min) y control agua nano pura. La linea

negra indica el tiempo de exposicion a LPS. Se observa un aumento en la FBC, inducido

por LPS. El maximo aumento estable de la FBC se alcanz6 a los 15 minutos.

B) Area bajo la curva (expresada en unidades arbitrarias, u.a) de los efectos sobre la

FBC de las diferentes concentraciones de LPS (*p<0.05 versus control). La FBC fue
determinada con la técnica SAVA system.
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3. LPS induce un incremento en el transporte mucociliar de microesferas en

traquea de raton.

Para determinar el efecto de LPS sobre la velocidad de transporte mucociliar en
el epitelio ciliado respiratorio de ratdn, se utilizardn traqueas expuestas a 10 pg/mL de
LPS y traqueas expuestas al vehiculo de LPS, en los cuales se evalu6 la velocidad de

transporte de microesferas de poliestireno (MEs) (ver Métodos).

En la Figura 3A, se muestra una secuencia temporal de imagenes obtenidas de las
grabaciones, donde se observa que en el epitelio de traquea de ratones tratados con LPS
10 pg/mL (n=5), el desplazamiento de las MEs es mayor con respecto a las traqueas de
ratones tratados con el vehiculo. A partir de las imagenes se calculd la velocidad de
desplazamiento promedio de las microesferas: 14,443 um/seg y 32,7+4 pm/seg,
vehiculo y tratado con LPS respectivamente. En la Figura 3B, se observa un grafico de
distribucion del analisis de las velocidades individuales de las particulas, en ambas
condiciones: vehiculo y LPS. Al analizar el incremento de la velocidad basal posterior
al estimulo (LPS o vehiculo), observamos que LPS incrementa un 167 % versus un 16%
del vehiculo. LPS incrementa la FBC y la velocidad de transporte mucociliar en el

epitelio respiratorio de raton.
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Figura 3. LPS incrementa la velocidad de desplazamiento de microesferas en
traqueas de raton

A) Imagenes extraidas de la grabacion del movimiento de Mes, en traquea de ratones
con vehiculo (panel superior) y traqueas tratadas con LPS 10 pg/mL (panel inferior).

B) Velocidad instantdnea promedio de desplazamiento de MEs: 14,443 um/seg y 32.7+4
um/seg, vehiculo y tratado con LPS respectivamente. LPS incrementa la velocidad de
desplazamiento de las microesferas. (ANOVA, *p<0.05) n = 5.
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4. Efecto de LPS sobre la liberacion de ATP.
I) LPS induce liberacion de ATP en las células ciliadas de epitelio respiratorio.

En macr6fagos y en otros sistemas, se ha reportado que LPS induce la liberacion
de ATP al medio extracelular (Sperlagh y cols, 1998). Por lo que investigamos si en
nuestros cultivos, LPS induce un incremento en la concentracion de ATP extracelular lo

que es compatible con la modificacion en la FBC luego de la exposicion a LPS.

Realizamos previamente un estudio concentracion-dependencia entre LPS y
liberacion de ATP extracelular. A diferencia de las otras dosis estudiadas (1 pg/mL y 5
png/mL), observamos que la exposicion a LPS 10 pg/mL durante 20 minutos induce un
incremento significativo en los niveles de ATP extracelular en comparacién con los
cultivos a los cuales se les aplico el vehiculo de LPS (Hank's): 109.78+76.98 nM/cm” y

1495.94+405.17 nM/cm?, respectivamente, Figura 4A (*p<0.05, entre ambos grupos).

En promedio, en condicion basal la concentracién extracelular de ATP en
nuestros cultivos es de 109.78 nM/cm”. Posterior al estimulo con LPS 10 pg/mL (20
minutos) observamos un incremento en la concentracion de ATP, alcanzando un
promedio de 1495 nM/cm® y el area promedio de nuestros cultivos es 0.1 cm”. Luego
del estimulo de LPS 10 ug/mL, calculamos en promedio un nivel de ATP extracelular
secretado por cultivo de 150 nM. Posteriormente, evaluamos si esa concentracién de
ATP altera la FBC. Tal como se observa en la Figura 4B, las células ciliadas responden
a esa cantidad de ATP incrementando su FBC significativamente (52.34+40.59 u.a en

cultivos control y 560.154+93.38 u.a en cultivos tratados con ATP, respectivamente).



40

2500+
A
*
20004
§ 1500-
>
c
E 1000
<
5004
n=4
0 [ ]
Control LPS (10 ug/mL)
B
800 -
700- *
—~ 600+
©
S
~ 5004
o
m
L 400+
o
[}
T 3004
o
M
< 2004
n=4
100- I
0
Control ATP 150 nM

Figura 4. LPS induce liberacion de ATP en cultivos primarios de traquea de raton.

A.) Cuantificacion de niveles de ATP en muestras de medio de cultivos, luego de 20
minutos de exposicion a vehiculo o LPS 10 pg/mL. Se observa que LPS induce
liberacion de ATP (* p<0.05 versus control).

B.) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) de los efectos de ATP (150 nM)
sobre la FBC. Se observa que ATP incrementa la FBC (*p<0.05 versus control). La FBC
fue determinada con la técnica SAVA system.
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IT) ATP liberado induce incrementos en la FBC en células ciliadas del epitelio

respiratorio.

Para evaluar si el ATP secretado al medio extracelular, luego de la exposicion a
LPS participa en el incremento de la FBC, estudiamos la frecuencia de batido ciliar
luego de la pre-incubacién con apirasa, una ectonucleotidasa que hidroliza el ATP a

ADP, AMP y a fosfato inactivo.

Se registré la FBC basal de las células durante 5 minutos y luego se adiciond
apirasa y LPS durante 20 minutos (Figura 5). Los datos se graficaron como el area bajo
la curva (expresada en unidades arbitrarias, u.a.) de los cursos temporales, tomando en
cuenta los 20 minutos en que las células fueron expuestas a LPS y apirasa (10 U/mL). Se
observd que el tratamiento con apirasa disminuy6 significativamente (*p<0.05) el
aumento de la FBC inducido por LPS 10 pg/ml; 159.5£80 u.a. vs 651.7422 u.a.,
respectivamente. Ademas, nuevamente se confirmé el aumento significativo (*p<0.05)
de la FBC en los cultivos expuestos a LPS 10 ug/mL con respecto al control (52.3+47.7
u.a.). Apirasa (10 U/mL) durante los 20 minutos de experimento, no afectd la FBC basal

de las células ciliadas, como se observa en el grafico.

Para comprobar la disminucion de los niveles de ATP, evaluamos Ia
concentracion de ATP extracelular, posterior al tratamiento con apirasa. Observamos
que el tratamiento con apirasa disminuy6 significativamente los niveles de ATP
extracelular en cultivos primarios de trdquea de raton en comparacion a los solo tratados
con LPS 10 pg/ml; 202.7+132 uv.a y 651.8422 u.a, respectivamente). Datos no

mostrados.



42

En conjunto estos resultados sugieren que LPS induce liberaciéon de ATP al
medio extracelular y que este ATP liberado es el responsable del incremento de la FBC
luego de la exposicion a LPS. Por lo que a continuacion estudiaremos las posibles vias

de sefalizacion involucradas en el efecto estimulador de la FBC inducido por LPS.
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Figura 5. Apirasa reduce el aumento en la FBC inducida por LPS, en cultivos
primarios de traquea de raton.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias u.a) de los efectos de apirasa (10 U/mL)
sobre la FBC, en presencia y ausencia de LPS 10 pg/mL. Se observa que apirasa o tiene
efecto sobre la FBC; pero si reduce significativamente el aumento en la FBC inducido
por LPS (*p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue
determinada con la técnica SAVA system.
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5. Participacion de la via de sefializacion TLR en el incremento de la FBC inducido

por LPS, en células ciliadas del epitelio respiratorio.

I) Expresion de canales TLR4 en células ciliadas de la traquea de raton.

Para estudiar las vias de sefializacion involucradas en el efecto estimulador de la
FBC inducido por LPS, estudiamos la participacion de los receptores TLR. LPS es
detectado por los TLR, interactia especificamente con TLR4, iniciando una cascada de

sefializacion que involucra la participacion del factor de transcripcion NF-«B.

Mediante la técnica de RT-PCR se identificé la presencia del mensajero (mRNA)
de TLR4 en epitelio de traquea y en cultivos primarios de traquea de raton. Observamos
un unico fragmento amplificado, del tamafio esperado, correspondiente a 506 pb. (Figura

6A). Se utilizé como control interno, GAPDH, cuyo fragmento amplifica 450 pb.

Estudios de inmunofluorescencia indirecta, confirman la expresion de TLR4 en
el tejido de traquea y en cultivos primarios de traquea de ratén. En la figura 6Bi se
observa que el anticuerpo especifico anti-TLR4 reaccion6 en tejido de traquea dando
una marca fluorescente intensa, localizada en la cara apical de las células ciliadas. En la
figura 6Bii, se observa el control, sin anticuerpo primario, en que sélo se utiliz6 DAPI
para marcar los nucleos y no se observa una marca fluorescente especifica, indicando

que la marca en 6Bi es especifica.

Posteriormente evaluamos la presencia del receptor TLR4 en cultivos primarios
utilizados en el desarrollo de la tesis, mediante la técnica de inmunofluorescencia. En la

figura 6Ci, se observa la marca de TLR4 en la periferia nuclear y limites celulares de las
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células, los nucleos fueron marcados con yoduro de propidio. En la figura 6Cii, se
observa el control negativo sin anticuerpo primario, en ambas figuras los nicleos estan

marcados con yoduro de propidio.



Cultivos
A o .
Epitelio primarios

Figura 6. Expresion de receptores TLR4, en tejido de traquea y en cultivos
primarios de traquea de raton.

A) RT-PCR para TLR4, se observa la expresion del mensajero para TLR4 en epitelio de traquea
y en cultivos primarios de traquea de raton.

B) Inmunofluorescencia indirecta en traqueas de ratéon i) se muestra la presencia de TLR4
revelada con anticuerpo anti-TLR4 (1:300) (verde) y los nucleos celulares revelados con DAPI
(azul). ii) Control negativo sin anticuerpo primario. Barra escala: 50 um.

C) Inmunofluorescencia indirecta en cultivos primarios de epitelio i) se muestra la presencia de
TLR4 revelada con anticuerpo anti-TLR4 (1:300) (verde) y los nticleos celulares revelados con
Br-etidio (rojo). i) Control negativo sin anticuerpo primario.



47

IT) Bloqueador de la activacion de NF-kB, no altera el efecto de LPS sobre la FBC
en las células ciliadas respiratorias.

En los experimentos anteriores, mediante las técnicas de RT-PCR e
inmunofluorescencia, detectamos la presencia de TLR4 en tejido de traquea y en los
cultivos primarios. Para determinar si la via de sefializaciéon mediada por los receptores
TLR4 esta involucrada en el incremento de la FBC inducido por LPS, evaluamos la FBC
en presencia de Dexametasona, un glucocorticoide que inhibe entre muchos otros

efectos, la activacion de NF-kB (Adcock y cols., 2005).

Los resultados muestran que las células pre-incubadas por 3 y 24 horas, tanto con
100 nM y 1uM de Dexametasona y posteriormente expuestas a LPS, presentan un
incremento en la FBC similar al incremento inducido por 10 pg/mL en ausencia de este
glucocorticoide (Figura 7), los valores observados fueron: 423+13 u.a, 435+37 uay
344469 u.a, para cultivos incubados sin (control) o con 100 nM DEX y 1 uM DEX
respectivamente durante tres horas con DEX y posteriormente expuestos a LPS durante

20 minutos. Tras 24 horas de incubacion se observo: control 400+16 u.a, DEX 100 mM

452448 u.ay DEX 407+16 u.a. (Figura 7).
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Figura 7. Dexametasona no altera el incremento de la FBC inducido por LPS en
cultivos primarios de traquea de raton.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias u.a) de los efectos de DEX sobre la FBC.

Las barras blancas representan el ABC£EE de los cultivos incubados por 3 horas con
100 nM y 1 uM de DEX y posteriormente expuestos a LPS 10 pg/mL. Las barras grises
representan el ABC + EE de los cultivos incubados durante 24 horas con 100 nM y 1
uM de DEX y posteriormente expuestos a LPS 10 ug/mL. DEX no afecta la FBC
inducida por LPS (p>0.05). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.
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I1I) Activacion de NF-kB no participa en el incremento de FBC inducido por LPS.
Posteriormente, evaluamos los niveles de NF-kB fosforilado luego del estimulo
de LPS. Para esto, administramos intranasalmente 40 pL. de LPS 10 pg/mL bajo
anestesia y se espero durante 1, 3, 6, 9,18 y 24 hrs. Luego, evaluamos en epitelio de
traquea la fosforilacion de NF-kB mediante western blot con un anticuerpo especifico
(ver Métodos). Observamos que LPS indujo fosforilacion de NF-«kB luego de 3 horas de
exposicion (Figura 8A), lo que no se relaciona con el curso temporal de los efectos de

LPS que observamos sobre la FBC.

Utilizamos pirrolidina ditiocarbamato (PDTC), un inhibidor especifico de la
activacion de NF-kB (Schreck y cols., 1992). Los resultados muestran que las células
pre-incubadas (30 minutos) con 10 uM de PDTC y posteriormente expuestas a LPS (10
ug/mL), presentan un incremento en la FBC similar al incremento inducido por 10
ug/mL de LPS en ausencia de este bloqueador (672.8460 y 651.8+22 u.a.,
respectivamente), Figura 8B. Ademads, nuevamente se confirmé el aumento significativo
(*p<0.05) de la FBC en las células expuestas a 10 pg/mL de LPS respecto al control
(52.3£40) y de las células incubadas previamente con PDTC y tratadas con LPS,

respecto al control.

En conjunto, estos resultados sugieren que el incremento de la FBC observada
luego de la exposicion a LPS, no estaria relacionado con la activacion ni participacion
de NF-«xB. Los experimentos muestran que NF-kB se activa, pero el efecto en el batido
ciliar inducido por LPS, dada la temporalidad del efecto (20 min), no puede ser mediado

por la activacion de NF-«B.
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Figura 8. PDTC no altera el efecto de LPS sobre el incremento de la FBC en
cultivos primarios de traquea de raton.

A) Western blot de epitelio de traquea luego del tratamiento por 1, 3, 6, 9, 18 y 24 hrs.
con LPS 10 pg/mL, incubados con el anticuerpo especifico fosfo NF-xkB (1:1500). A
partir de las 3 horas se observa expresion de fosfo NF-kB. Se utiliz6 como control de
carga, B-actina.

B) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias u.a) del efecto de la pre-incubacion de
PDTC sobre la FBC, en ausencia o presencia de LPS. PDTC no afect6 el incremento de
la FBC inducido por LPS (*p<0.05 versus control). La FBC fue determinada con la

técnica SAVA system.
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IV) Interleucina-8 no modifica la FBC de células ciliadas de cultivos primarios.

Dentro de los productos de la via de sefializaciéon TLR, se encuentra interleucina
8 (IL-8), un potente factor quimioatractante cuya sintesis ocurre en monocitos, células
endoteliales y células epiteliales (Yang y cols.,, 2004). En la literatura existen
antecedentes sobre efectos de IL-8 sobre la FBC luego de 24 hrs. de incubacién con 500
pg/mL (Shen y cols., 2012), pero se desconoce si tiene efectos en periodos cortos de
incubacion. Para esto se registro la FBC de cultivos primarios de células ciliadas en
presencia de distintas concentraciones crecientes de IL-8: 500 pg/mL, 50 ng/mL y 5

png/mL.

Los resultados muestran que IL-8 no incrementa la frecuencia de batido ciliar, en
comparacion al control (PBS) durante la exposicion de 20 minutos: 94.3+3 u.a. cultivos
control, 116.2+48 u.a. IL-8 500 pg/mL, 154.3+45 IL-8 50 ng/mL y 130.8+45 u.a.

(Figura 9).

Estos resultados junto a los obtenidos previamente del bloqueo de la via de NF-
kB, sugieren que la via de sefalizacion de LPS mediada por su receptor TLR4 no esta
involucrada en los incrementos FBC inducidos por LPS en periodos cortos de

incubacion.
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Figura 9. Interleucina-8 no afecta la FBC en cultivos primarios de traquea de
raton.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) de los efectos de IL-8 (500 pg/mL, 50
ng/ml y 5 pg/mL) sobre la FBC. IL-8 no tuvo efectos sobre la FBC (p>0.05). La FBC
fue determinada con la técnica SAVA system.
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6. Participacion del receptor P2X7 y Panexina 1 en el aumento de la FBC inducido

por LPS, en las células ciliadas del epitelio respiratorio.

I) Expresion de canales purinérgicos y Panexina 1 en células ciliadas del epitelio

respiratorio.

Para estudiar las vias de sefializacion involucradas en el efecto estimulador de la
FBC inducido por LPS, evaluamos la participacion del receptor P2X7 y del hemicanal
Panx1, quienes estan relacionados con incrementos en la liberaciéon de ATP (D'hondt y

cols., 2011), el cual parece ser el mediador del incremento de la FBC inducido por LPS.

Primero evaluamos la expresion de P2X7R mediante inmunofluorescencia en
cultivos primarios de traquea de raton (Figura 10A), expresion proteica por primera vez
reportada en epitelio de trdquea, anteriormente solo fue reportada la expresion del
ARNm (Kim y cols., 2004). Se observa que el anticuerpo especifico anti-P2X7R
reacciond especificamente con P2X7R en tejido de trdquea dando una marca verde
fluorescente intensa, localizada en los alrededores de los nucleos celulares. En la figura
10B, se observa el control, sin anticuerpo primario, en el cual se utilizo DAPI para

marcar los nucleos, no se observa una marca fluorescente especifica.

Adicionalmente, se confirm6 la expresion de Panxl en epitelio de traquea
(Figura 11A) mediante inmunofluorescencia, previamente reportada por Ransford y
cols.,, en el 2004. Se observa que el anticuerpo especifico anti-Panxl reacciond
especificamente en tejido de traquea, dando una marca verde fluorescente intensa. En la
figura 11B, se observa el control, sin anticuerpo primario, en el cual se utilizo6 DAPI

para marcar los ntcleos, no se observa una marca fluorescente especifica.
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Figura 10. Expresion de receptores P2X7 en cultivos primarios de células ciliadas
de epitelio respiratorio.

A) Se muestra la presencia de P2X7R revelada con anticuerpo anti-P2X7R (1:200)
(verde) y los nucleos celulares revelados con DAPI (azul) en cultivos primarios de
epitelio respiratorio

B) Control negativo sin anticuerpo primario, nlcleos revelados con DAPI. Barra de
escala: 50 um.
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Figura 11. Expresion de panexina 1 en epitelio de traquea de raton.

A) Expresion de Panxl, revelada con anticuerpo anti-Panx1 (1:150) (verde) y los
nucleos celulares revelados con DAPI (azul) en traquea.

B) Control negativo sin anticuerpo primario. Se observan los nucleos revelados con
DAPI, Barra de escala: 50 um.
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IT) Antagonistas de canales purinérgicos, previenen el incremento en la FBC

inducido por LPS, en células ciliadas del epitelio respiratorio.

Para determinar si los receptores P2X7, participan del aumento de la FBC
inducido por LPS, se evalué la FBC de los cultivos expuestos a LPS en presencia de
Suramina, un antagonista de canales purinérgicos no selectivo (von Kiigelgen y cols.,
2006), ATP oxidado (0ATP) un antagonista de P2X7R (Murgia y cols., 1993) y en

presencia de KN62, un antagonista de los receptores P2X7.

Los resultados muestran que las células pre-incubadas (10 minutos) con 100 uM
de suramina y expuestas a LPS muestran un bloqueo significativo (*p<0.05) del efecto
de LPS sobre la FBC (Figura 12A). Los cultivos incubados con suramina y
posteriormente tratado con LPS presentan un ABC maés bajo (411.71+75.16 u.a.) en
comparacion a los tratados con LPS (651.76+22.38 u.a.). Suramina 100 uM (sin LPS)
tiene un ABC similar al control (91.80+51.83 u.a y 52.34+47.75 u.a., respectivamente),

lo que sugiere que suramina “per sé” no afectd la FBC basal.

En la Figura 12B se observa que los cultivos pre-incubados (10 minutos) con
100 uM de oATP y posteriormente expuestos a LPS, bloqued significativamente
(*p<0.05) el incremento de la FBC inducido por 10 pg/mL de LPS sobre la FBC
(271.70+46.05 y 651.76+£22.38 u.a., respectivamente. Ademas, se confirmé el aumento
significativo (*p<0.05) de la FBC en las células expuestas a 10 pg/mL de LPS respecto

al control y de las células incubadas previamente con oATP (con LPS), respecto al
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control (52.34+47.75 u.a.). oATP (sin LPS) no presenta diferencias significativas

respecto al control (45.34+£32.37 u.a).

Posteriormente, se evalud la FBC de los cultivos expuestos a LPS en presencia
de KN62, un antagonista no competitivo de P2X7R. Los resultados obtenidos muestran
que las células pre-incubadas (10 minutos) con 10 uM de KN62 y expuestas a LPS,
producen un bloqueo significativo (*p<0.05) del efecto de LPS sobre la FBC (Figura
12C). Los cultivos incubados con KN62 y posteriormente tratado con LPS presentan un
ABC maéas bajo (252.66+81.85 u.a.) en comparaciéon a los tratados con LPS

(651.76+22.38 u.a.).

En conjunto estos resultados sugieren que P2X7R participa en el incremento de

la FBC inducido por LPS.
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Figura 12. Antagonistas de canales purinérgicos, Suramina, oATP y KN62
bloquean la FBC inducida por LPS.

A) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) del efecto de suramina sobre la FBC, en
presencia o ausencia de LPS. Suramina altera el efecto de LPS sobre la FBC (*p<0.05 versus
control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.
B) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) del efecto de oATP sobre la FBC, en
presencia o ausencia de LPS. oATP altera el efecto de LPS sobre la FBC (*p<0.05 versus
control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.
C) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) del efecto de KN62 sobre la FBC, en
presencia o ausencia de LPS. KN62 altera el efecto de LPS sobre la FBC (*p<0.05 versus
control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.
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III) knockout e inhibidores de Panx1, previenen el incremento en la FBC inducido

por LPS, en células ciliadas del epitelio respiratorio.

Para determinar si Panx1 participa en el incremento de la FBC inducido por LPS,
evaluamos en cultivos realizados a partir de ratones knockout y en cultivos tratados con

inhibidores de Panx1; probenecid y carbenoxolona, la FBC en respuesta a LPS.

En cultivos primarios de ratones knockout de Panx1, se observa que LPS no es
capaz de incrementar la FBC en comparacion con los cultivos control expuestos a LPS,
durante el mismo periodo de exposicion, Figura 13. Los resultados muestran que las
células ciliadas control presentan un ABC de 533.98+88.01 u.a, a diferencia de los

cultivos knockout un ABC de 206.70+35.75 u.a, luego de la exposicion a LPS 10 pg/ml.

Posteriormente, se evalud el efecto de probenecid sobre el aumento de la FBC
inducido por LPS. En la figura 14A, se observa que 1 mM de probenecid, inhibe de
manera significativa (*p<0.05), el aumento de la FBC inducido por 10 pg/mL de LPS
(233.86£71.19 y 651.76+22.38 u.a., respectivamente). Tanto en control (vehiculo de
probenecid), como en probenecid (sin LPS) la FBC fue similar (52.34+47.75 y

651.76+£22.38 u.a., respectivamente)

En la figura 14B., se observa que la pre-incubacion (10 minutos) de las células
ciliadas con 10 uM de Carbenoxolona, un inhibidor inespecifico de hemicanales y
Panexina 1, bloqued significativamente (*p<0.05) el incremento en la FBC inducido por

10 pg/ml de LPS (344.62+41.11 y 651.76+£22.38 u.a., respectivamente).

Para corroborar la participacion de Panx1 en el incremento de la FBC inducido

por LPS, evaluamos la captacion de BrEt como un indicador de su activacion funcional
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(Schalper y cols., 2008). Para cuantificar dicha respuesta, medimos el incremento en la
permeabilidad de la membrana inducido por la adicion de LPS 10 pg/mL posterior al
estimulo con LPS durante 20 minutos, similar al tiempo en que se evalué la FBC.
Mediante el andlisis de captacion (ver Métodos) observamos un incremento en la
captacion de BrEt, en comparacion a los cultivos tratados solo con el vehiculo de LPS
(Figura 15), efecto que fue bloqueado con la utilizacién de probenecid (1 mM) y cbx (10
uM). En conjunto estos resultados sugieren que Panx1 y P2X7R estan involucrado en el

incremento en la FBC Inducido por LPS.
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Figura 13. LPS no incrementa la FBC en cultivos primarios de ratones knockout de
Panx1.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) del efecto de LPS sobre la FBC en
cultivos de ratones knockout de Panx1. En estos cultivos LPS no incrementa la FBC (#
p<0.05 versus LPS 10 ug/ml). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.



62

800 -

A *
0
600
®
2
(®]
m
L 4004
é #
2 T
< 2004 .
n:
n=5 n=5 n=1
04
Probenecid (1 mM) - + - +
LPS (10 ug/ml) - - + +
B
800-
*
-
600
Cl
2
@
L 4004 * #
[}
2 T
e
(@)
2
200 n=4
n=5
n=5 n=5
04
CBX (10 uM) - + - +
LPS (10 ug/ml) - - + +

Figura 14. Inhibidores de Panx1, probenecid y carbenoxolona bloquean la FBC,
inducida por LPS en cultivos primarios de células ciliadas de epitelio respiratorio.
A) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) del efecto de probenecid sobre la
FBC. Se observa que probenecid reduce el efecto de LPS sobre la FBC (*p<0.05 versus
control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue determinada con la técnica SAVA
system.

B) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) del efecto de CBX sobre la FBC. Se
observa que probenecid reduce el efecto de LPS sobre la FBC (*p<0.05 versus control; #
p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.



63

Control

LPS 10 pg/mL

LPS 10 pg/mL
+ CBX

LPS 10 pg/mL
+ Probenecid

Figura 15. LPS induce captacion de BrEt en cultivos primarios de células ciliadas
de epitelio respiratorio.

Fotografias tomadas con microscopia de fluorescencia (40x) a cultivos tratados con las
distintas condiciones. Se observa una fotografia de los nucleos celulares marcados con
Dapi y luego las células posterior a la exposicion a LPS, tratamientos o control. LPS
induce un incremento en la captacion de BrEt, posterior a los 20 minutos de exposicion.,
efecto que es bloqueado con el uso de inhibidores: CBX y Probenecid.



64

IV) Antagonistas de canales purinérgicos previenen incrementos en la
concentracion extracelular de ATP inducido por LPS, en células ciliadas del

epitelio respiratorio.

En los resultados obtenidos previamente, determinamos que P2X7R es
importante en el incremento de la FBC inducido por LPS. Para averiguar el mecanismo
en el cual podria actuar P2X7R, evaluamos si antagonistas de este receptor afectan la

liberacion de ATP inducida por LPS.

Evaluamos, el efecto de la pre-incubacion de suramina sobre la liberacion de
ATP inducido por la exposicion a LPS 10 pg/mL. Mediante el ensayo de luciferin
luciferasa, se observo que la pre exposicion a suramina induce una disminucion en los
niveles de ATP extracelular en comparacion con los cultivos tratados con LPS, Figura
16A, observandose en los cultivos pre-incubados con suramina niveles de ATP
extracelular de 169.93+135.05 nM/cm? en comparacién con un 1495.95+405.17 nM/cm?
de ATP encontrado en los cultivos expuestos a LPS, suramina disminuye

significativamente (#p<0.05) los niveles de ATP extracelular inducido por LPS.

Posteriormente evaluamos si la exposicion al antagonista oATP, tiene efecto
sobre la liberacion de ATP al medio extracelular posterior a la exposicion a LPS 10
pg/ml. Se observa en la Figura 16B que la pre exposicion a oATP induce una
disminucién en la liberaciéon de ATP extracelular en comparacién con los cultivos
tratados solo con LPS. Los cultivos tratados con oATP muestran un 133.19+51.39

nM/cm? de incremento en los niveles de ATP en comparacién con un 1495.95+405.17
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2 . , . .
nM/cm” observado en los cultivos expuestos a LPS, encontrandose diferencias

significativas entre ambos grupos (#p<0.05).

Posteriormente evaluamos si la pre-incubacion con KN62, tiene efecto sobre la
liberacion de ATP al medio extracelular luego de la exposicion a LPS 10 pg/mL. Se
observo que la pre exposicion a KN62 induce una disminucion en los niveles de ATP
extracelular en comparacion con los cultivos tratados con LPS, Figura 16C, en los
cultivos tratados con KN62 y luego expuestos a LPS se observd niveles de ATP de
38.45+24.39 nM/cm” en comparacion con niveles de ATP de 1495.95+405.17 nM/cm?
en los cultivos expuestos a LPS, observandose diferencias significativas entre ambos

grupos (#p<0.05).

Se observa una inhibicion de la liberacion de ATP en presencia de antagonistas
de P2X7R, estos resultados sugieren que P2X7R estd involucrado en el mecanismo de

liberacion de ATP.
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Figura 16. Antagonistas de P2X7R afectan la liberacion de ATP inducida por LPS

A) Cuantificacion de niveles de ATP en muestras de medio de cultivo, luego de pre-incubacion
con Suramina y exposicion a LPS 10 pg/mL. Suramina afecta la liberacion de ATP inducido por
LPS (*p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 ug/mL).
B) Cuantificacion de niveles de ATP en muestras de medio de cultivo, luego de pre-incubacion
con oATP y exposicion a LPS 10 pg/mL. oATP afecta la liberaciéon de ATP inducido por LPS
(*p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL).
C) Cuantificacion de niveles de ATP en muestras de medio de cultivo, luego de pre-incubacion
con KN62 y exposicion a LPS 10 pg/mL. KN62 afecta la liberacion de ATP inducido por LPS
(*p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL).

KNB2 (uM)
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V) Inhibidores de panexina 1, previenen aumentos en la concentracion extracelular
de ATP inducido por LPS, en células ciliadas del epitelio respiratorio.

En la literatura se ha descrito que Panx1 media la liberacion de ATP al medio
extracelular en diversos sistemas como células inmunes y cardiomiocitos (Delmatova y
cols., 2012). Para evaluar si Panx1 esta relacionada con la liberacion de ATP inducida
por LPS, evaluamos si la pre-incubaciéon con CBX, produce una disminuciéon en la
liberacion de ATP. Mediante el ensayo de luciferin luciferasa, se observo que la pre
exposicion a CBX induce una disminucién en los niveles de ATP extracelular en
comparacion con los cultivos tratados con LPS, Figura 17A. Observandose en los
cultivos con carbenoxolona: 220.31+115.10 nM/cm? de niveles de ATP extracelular en
comparacion con 1495.95+405.17 nM/cm® en los cultivos expuestos a LPS,

observandose diferencias significativas entre ambos grupos #p<0.05.

Posteriormente se evalud si la pre-incubacion con probenecid, induce una
disminucioén en la liberacion de ATP al medio extracelular luego de la exposicion a LPS
10 pug/mL. Los resultados muestran que la pre exposicion a probenecid induce una
disminucién en la concentraciéon de ATP extracelular en comparacion con los cultivos
tratados con LPS, Figura 17B, observandose en los cultivos con probenecid niveles de
ATP de 155.82+75.70 nM/cm?, niveles mas bajos en comparacion con 1495.95+405.17
nM/cm? de liberacion de ATP en los cultivos expuestos a LPS, existiendo diferencias
significativas entre ambos grupos #p<0.05. En conjunto estos resultados sugieren que

P2X7R y Panx1 participan en el incremento de FBC inducido por ATP.
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Figura 17. Inhibidores de Panx1 afectan la liberacion de ATP estimulada por LPS.

A) Cuantificacion de niveles de ATP en muestras de medio de cultivo, luego de pre-incubacion
con probenecid y exposicion a LPS 10 pg/mL. Probenecid reduce la liberacion de ATP inducido
por LPS (¥p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). Niveles de ATP detectados

por una técnica luminométrica.

B) Cuantificacion de niveles de ATP en muestras de medio de cultivo, luego de pre-incubacion
con CBX y exposicion a LPS 10 pg/ml. CBX reduce la liberacion de ATP inducido por LPS
(*p<0.05 versus control; #p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). Niveles de ATP detectados por una

técnica luminométrica.
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7. Participacion de la via de sefializacion mediada por los receptores P2Y en el
incremento de la FBC inducido por LPS, en las células ciliadas del epitelio

respiratorio.

Incrementos en el ATP extracelular en el rango de hasta 100 uM, se relacionan
con aumentos en la FBC, mediado por la participaciéon de la via de sefializacion del

receptor P2Y2 en el epitelio respiratorio (Uzlaner y cols., 1999).

El ATP interactiia con los receptores P2Y activando la via de sefalizacion, que
involucra la produccion de PLC, incrementos en la concentracion intracelular de Ca** lo
que a su vez activa la via del NO y activacion de la PKG. En conjunto, la activacion de
todos estos mecanismos se traduce en incrementos rapidos en la FBC (Uzlaner y cols.,

1999).

En los resultados anteriores, determinamos que la exposicion a LPS en cultivos
de epitelio respiratorio induce un incremento en la concentracion extracelular de ATP.
Para evaluar si el ATP liberado incrementa la FBC mediante la via de sefializacion P2Y,
evaluamos la FBC en respuesta a LPS luego de la incubacién con inhibidores de

distintos componentes de la via de sefializacion P2Y.
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I. Inhibidor selectivo de la proteina cinasa C, previene el aumento en la FBC

inducido por LPS, en células ciliadas del epitelio respiratorio.

Una vez que se activa la via de P2Y2 por el estimulo de ATP extracelular, se
activa a la fosfolipasa C, lo que se traduce en produccién de IP3 y DAG, lo que se
traduce en incrementos de Ca*" intracelular y activacién de la PKC (Ralevic y cols.,
1998). Por lo que se evalud la participacion de la PKC en el aumento de la FBC
inducido por LPS. Para esto, registramos la FBC de los cultivos primarios de células
ciliadas expuestas a LPS en presencia de GF 109203X, un inhibidor selectivo de las

isoformas de PKC dependiente de Ca*" (Toullec y cols., 1991).

Los resultados (Figura 18) muestran que la pre-incubacion (30 minutos) de las
células ciliadas, con 20 uM de GF 109203X, producen un bloqueo significativo
(*p<0.05) del efecto de LPS 10 pg/ml sobre la FBC, (133.494+31.21 y 651.76+22.38 u.a.,
respectivamente). Estos resultados indican que la proteina cinasa C participa como

mediador en el incremento de la actividad ciliar inducido por LPS.
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Figura 18. Bloqueo de la proteina cinasa C, reduce el efecto de LPS sobre la FBC.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) de la FBC luego de la pre-incubacion
(30 minutos) con GF 109203X en presencia de LPS. GF 109103X inhibe el incremento
de la FBC inducido por LPS (*p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL).
La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.
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II) Ca®" intracelular participa en el incremento de la FBC inducido por LPS, en

células ciliadas del epitelio respiratorio.

La activacion de receptores del tipo P2Y por ATP extracelular, induce
incrementos en Ca”" intracelular. Por lo que evaluamos si la exposicion a LPS modifica

los niveles de Calcio intracelular mediante la técnica de espectrofluorometria.

. . . 2+
Observamos que los niveles citosolicos de Ca™ permanecen constantes en
presencia de LPS con respecto al basal, no observamos efectos significativos con la

técnica utilizada.

Utilizamos BAPTA-AM y W7, un quelante de Ca** y un inhibidor de la Calcio-
Calmodulina (CaM), respectivamente para evaluar la participacion de Ca**. BAPTA-
AM ingresa a la célula, donde es modificado por una esterasa, lo cual la deja retenido en
el medio intracelular, actiia como quelante de Ca®" intracelular. W-7 es un inhibidor de

la proteina dependiente de Ca>*, CaM (Zagoor y cols., 2001).

Los resultados muestran que la pre-incubacion (30 minutos) de los cultivos con
BAPTA-AM (5 uM) (Figura 19A) inhibe significativamente (*p<0.05) el incremento de
la FBC inducido por LPS 10ug/mL. Observandose que los cultivos tratados previamente
con BAPTA-AM muestran un ABC de 375.76+£76 y 651.76+22.38 u.a., respectivamente.
También evaluamos si BAPTA-AM, modifica los niveles de ATP liberado al
extracelular, luego del tratamiento con LPS. Mediante el ensayo de luciferin luciferasa,
se observd que la pre exposicion a BAPTA-AM induce una disminuciéon en la
concentracion de ATP extracelular en comparacion con los cultivos tratados con LPS

(Figura 19B). Los cultivos tratados con BAPTA-AM vy posterior exposicion a LPS,
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tienen niveles de ATP de 61.40+12.65 nM/cm” en comparacion a los observados en los
cultivos expuestos a LPS: 1495.95+405.17 nM/cm” de ATP. Observandose diferencias

significativas entre ambos grupos #p<0.05.

Las células ciliadas pre-incubadas con 5 uM de W7 (Figura 20) mostraron una
disminucién significativa en la FBC con respecto a los cultivos tratados con LPS 10
png/mL, 166.12+£12 y 52.34+47.75 u.a., respectivamente. Estos resultados confirman la
participacion de Ca®” intracelular en el control de la FBC basal y sugieren que este cation

participa como mediador de la respuesta del incremento de la FBC inducido por LPS.

El ion Ca®" es un segundo mensajero importante en la sefializacion que involucra
el incremento de la FBC en respuesta a ATP. Por esto, se determinaron los niveles de
calcio intracelular en las células ciliadas expuestas a LPS. Para esto se utilizo6 la técnica
de espectrofluorometria (ver Métodos) en las células ciliadas previamente cargadas con

el indicador fluorescente de calcio, Fura 2-AM.

En la Figura 21 se observa que los niveles citosolicos de Ca*" permanecen
constantes en presencia de LPS con respecto al basal. Como control se utiliz6 ATP
10uM, demostrando asi que las células respondian adecuadamente con movimientos de
Ca®" ante estimulos. En la figura 21A se observa una secuencia de imagenes, obtenidas a
el tiempo 0, a los 10 minutos post aplicacion LPS y luego de aplicar el estimulo control,
ATP. Se observa un incremento en la en el Ca®" libre intracelular luego de la aplicacion
de ATP. En la Figura 21B, se observan graficados la variacién de Ca®" obtenidos a

través de los andlisis de las secuencias de imagenes obtenidas en los experimentos. En



74

. . 2 .. . .
conjunto estos resultados sugieren que Ca”" participa y es importante en el incremento

de la FBC inducido por LPS en células ciliadas de epitelio respiratorio.
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Figura 19. BAPTA-AM, quelador de Ca’" intracelular, afecta el incremento de la
FBC inducido por LPS.

A) Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) de la FBC, luego de la pre-incubacién de las con
Bapta-AM en presencia de LPS. BAPTA-AM reduce el incremento en la FBC inducida por LPS (¥p<0.05
versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system

B) Cuantificacion de niveles de ATP en muestras de medio de cultivo, luego de pre-incubacion con
Bapta-AM y posterior exposicion a LPS 10 pg/mL. BAPTA-AM reduce la liberacion de ATP inducido
por LPS (* p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). Niveles de ATP detectados por una
técnica luminométrica.
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Figura 20. Inhibidor de la Calcio-Calmodulina, W-7 reduce el efecto de LPS sobre
la FBC.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) de la FBC, luego de la pre-incubacion
(10 minutos) de las células ciliadas con W-7 en presencia de LPS. W-7 reduce el
incremento en la FBC inducido por LPS (* p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS
10 pg/ml). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.
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Figura 21. LPS no modifica los niveles de Ca’" libre intracelular, en cultivos
primarios de células ciliadas de epitelio respiratorio.

A) Registro de Ca”" intracelular de cultivos celulares de células ciliadas, expuestos a 10
ng/mL. Se observa que los niveles citosolicos de Ca®" permanecen constantes en
presencia de LPS con respecto al basal. Como control positivo se utilizé 10 uM de ATP
en los cultivos expuestos a 10 pg/mL (T=20 min)

B) Los datos estan expresados como la razon de intensidades de fluorescencia emitida a
510 nm luego de la excitacion secuencial a 349 y 380 nm, en funcién del tiempo.
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III) Oxido nitrico, esta involucrado en el aumento en la FBC inducido por LPS, en

células ciliadas del epitelio respiratorio.

Dentro de la via de sefializacioén inducida por P2Y2 se encuentra involucrado el
NO, se incrementa su produccion activando a PKG, la cual esta presente en el axonema
ciliar y su actividad puede ser cuantificada en el cilio (Gertsberg y cols., 2004). En la
Figura 22, se observa que la pre-incubacion (30 minutos) de los cultivos ciliados, con
100 uM de L-NAME, bloque¢ significativamente (*p<0.05) el incremento de la FBC
inducido por LPS 10 pg/mL sobre la FBC, (352.21£19.13 y 651.76+22.38 u.a.,
respectivamente). Las diferencias respecto al control (52.34+40.59) se consideraron
significativas cuando *p<0.05. Sugiriendo que este inhibidor bloquea el incremento en la

FBC inducido por LPS.

Dado que nuestros resultados sugieren la participacion de las proteinas cinasas en
el incremento de la FBC, inducido por LPS. Evaluamos la participacion de PKG quien
participa en procesos relacionados con incrementos en la FBC (Figura 23). Para esto,
incubamos cultivos de células epiteliales ciliadas con 10 pg/mL de LPS, en presencia o
ausencia de KT 5823 (1uM), inhibidor selectivo de PKG. Se incubaron los cultivos con
KT 5823 durante 30 minutos, posteriormente se adicion6 LPS 10 pg/mL durante 20
minutos. Los datos se graficaron como el area bajo la curva (expresada en unidades
arbitrarias, u.a.) de los cursos temporales, tomando en cuenta los 20 minutos que las
células expuestas a LPS y a KT 5823. Los datos se graficaron como el area bajo la curva
(expresada en unidades arbitrarias, u.a.) de los cursos temporales, tomando en cuenta los

20 minutos que las células expuestas a LPS y a KT 5823. Se observo que el tratamiento



79

con KT 5823 disminuye el incremento de la FBC inducido por LPS 10 pg/mL;

293.98+104.77 v.a. y 651.75+£22.38 u.a., respectivamente.

En conjunto, los resultados obtenidos con la utilizacion de inhibidores
especificos de la via de sefalizacion P2Y, sugieren que esta via de sefializacion participa

en el incremento de la FBC inducido por LPS.



80

1000 -
800-
*
’f; - -
>
= 600
O
m
[N
o
S 400- *#
(@)
m —
<
200-
_ n=5
n=4
; | n=5 n=3
04
L-NAME (100 yM) - + - +
LPS (10 ug/ml) - - + +

Figura 22. Inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, L-NAME, previene el aumento en
la FBC inducido por LPS.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias u.a) de la FBC luego de la pre-incubacién (30
minutos) con L-NAME en presencia de LPS. L-NAME reduce el incrmento en la FBC
inducido por LPS (*p<0.05 versus control; # p<0.05 versus LPS 10 pg/mL). La FBC fue
determinada con la técnica SAVA system.
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Figura 23. Inhibidor de PKG, KT 5823 previene el aumento en la FBC inducido
por LPS.

Area bajo la curva (en unidades arbitrarias, u.a) de la FBC luego de la pre-incubacion
(30 minutos) con KT 5823 en presencia de LPS. KT 5823 reduce el efecto de LPS sobre
la FBC (*p<0.05 versus control). La FBC fue determinada con la técnica SAVA system.
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8. MODELO

En base a los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, se propone el siguiente modelo

del efecto de LPS sobre el epitelio ciliado respiratorio:
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Figura 24. Modelo de sefalizacion y accion de LPS sobre la FBC en cultivos
primarios de células ciliadas de epitelio respiratorio.

El incremento de la FBC inducido por LPS depende de ATP extracelular. LPS induce
incrementos en la concentracion extracelular de ATP, el cual seria liberado mediante la
activacion de P2X7R, lo que provocaria la apertura de Panx1 por donde se liberaria el
ATP. EIl ATP liberado interactuaria con los receptores del tipo P2Y, lo que generaria
una cascada de activacion de PKC y PKG, completando la via de sefializaciéon de LPS
sobre la FBC, en células ciliadas del epitelio respiratorio.
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VIIL. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que LPS induce un incremento
en la FBC y en el transporte mucociliar en un mecanismo dependiente de incrementos en

ATP extracelular, en las células ciliadas de traquea de raton.

Se ha demostrado la presencia de LPS en una diversidad de ambientes, como en
el interior de hogares y escuelas (Roy y cols., 2003; Jacobs y cols., 2012) por lo que
normalmente nos encontramos expuestos a este contaminante. En pacientes con
infecciones bacterianas se ha encontrado concentraciones de LPS plasmaticas en el
rango de = 40-50 ug/mL (Prins y cols., 1998). Los resultados obtenidos en este estudio,
mostraron un incremento en la FBC de manera dependiente de concentracion, a

concentraciones micromolares de LPS, las que son relevantes en procesos infecciosos.

Dentro de los efectos de LPS descritos en el epitelio respiratorio, encontramos
que dosis elevadas de LPS en el rango de miligramos, aplicadas durante un periodo de
tiempo prolongado (dias), afecta el niimero de células ciliadas y el niimero de cilios
presentes en ellas, disminuyendo la FBC (Ueda y cols., 2001), lo que puede relacionarse
con problemas con el TMC. También en epitelio respiratorio, existen antecedentes que
TNF-0, una de las citoquinas producidas luego de la estimulaciéon con LPS (He y cols.,
2012), incrementa la FBC en células ciliadas, luego de 24 hrs de incubacion (Rhee y
cols., 1999). Efectos que se pueden relacionar con la participaciéon de la via de
sefializacién mediada por TLR4, la que seglin los antecedentes obtenidos en esta tesis se
activa (evaluada por fosforilacion de NF-«kB) posterior a las 3 horas de incubacion con

LPS 10 pg/ml. No existiendo evidencia hasta ahora en epitelio respiratorio, de efectos de
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LPS a corto plazo con la FBC y el TMC, relacionados con las primeras etapas de una

infecciodn.

La FBC y el transporte mucociliar es el primer mecanismo de defensa de las vias
respiratorias, donde el transporte de moco y las particulas inhaladas tales como el polvo
y las bacterias es fundamental para limpiar las vias respiratorias, evitando la
acumulacion de sustancias nocivas y particulas que podrian generar enfermedades (Liu
Y et al,, 2012). Por lo que este incremento en la FBC y en el transporte mucociliar en
tiempos tempranos frente a la infeccion, podria ser parte del mecanismo que se encarga
de conducir el moco hacia el orificio de la laringe y las particulas que lleva atrapadas

son deglutidos o expulsados al exterior por medio de la tos.

Respecto al incremento en la FBC y en el TMC, evidencia experimental previa
indica una relacion entre FBC e incrementos en la velocidad de transporte mucociliar, en
el que un pequeno incremento en la FBC (16%) se traduce en un importante incremento
en la velocidad de transporte mucociliar (56%) (Seybold y cols., 1990). Los resultados
obtenidos en esta tesis muestran que la dosis de 10 pg/mL de LPS, incrementa un

32.3+2.4% la FBC y un 167% la velocidad de transporte de las Mes.

En otros sistemas bioldgicos como macréfagos, células epiteliales de pulmoén y
microglias (Sperlagh y cols., 1998; Craddick y cols., 2012 y Ferrari y cols., 2007) se ha
establecido que LPS induce incrementos en la liberacion de ATP. Nuestros resultados
muestran un rapido incremento (minutos) en la concentracion de ATP extracelular en

presencia de LPS en epitelio respiratorio de raton.
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Se ha descrito que ATP agregado como estimulo, induce incrementos en la FBC
en las células ciliadas (Uzlaner y cols., 1999). Utilizamos apirasa, una ectonucleotidasa
de ATP, que dehidroliza este nucledtido a ADP y a AMP. Al determinar la FBC en
presencia de una concentracion de apirasa (10 U/mL) que no afecta la FBC basal,
observamos una disminucion del efecto observado con LPS. Dosis mayores a 50 U/mL
afectan la FBC. Para comprobar que la dosis utilizada de apirasa reduce los niveles de
ATP, medimos los niveles mediante la técnica luciferin luciferasa y observamos que
posterior al estimulo de LPS y en presencia de apirasa, disminuyen significativamente

los niveles de ATP extracelular.

La disminucién de la FBC que observamos, luego del tratamiento de apirasa con
LPS, no es atribuible a los productos de la hidrolisis del ATP. Antecedentes en la
literatura muestran que tanto ADP, como AMP no alteran la FBC (Zhang y cols., 2003).
ADP puede interactuar con los receptores del tipo P2Y, lo que puede explicar que no
observamos una completa inhibicion de la FBC luego de someterlos a apirasa con LPS.
Nuestros resultados sugieren que el aumento en los niveles de ATP extracelular es un
paso importante en el incremento de la FBC inducido por LPS, apoyando la hipdtesis de
que LPS aumenta la liberacion de ATP que controla la actividad ciliar en las vias

respiratorias de raton.

Para estudiar las vias de sefializacion involucradas en el efecto de LPS sobre la
FBC en células ciliadas de epitelio respiratorio de ratén, inicialmente evaluamos la
participacion de la via de sefalizacion TLR. LPS interactia con TLR4, mediado por

CD14 y MD2 e inicia una cascada de senalizacidon, que involucra la participacion de NF-
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kB y produccion de citoquinas inflamatorias, las cuales a largo plazo estan involucradas
con incrementos sobre la FBC (Shen y cols., 2012). En esta tesis, corroboramos la
expresion de TLR4 en tejido respiratorio, ya que Sha y cols., en el afio 2004
demostraron la presencia de los receptores TLR4 en epitelio respiratorio. Utilizando la
técnica de RT-PCR y mediante inmunofluorescencia, observamos la expresion del
mRNA y la expresion proteica de TLR4 en el tejido de traquea y en los cultivos
primarios de células ciliadas desarrollados a partir del epitelio. Demostrando que en los

cultivos utilizados en el desarrollo de la tesis se mantiene la expresion del receptor.

Una de las rutas de sefializacion activada por LPS luego de su interaccion con
TLR4, involucra la activacion y participacion de NF-kB. Evaluamos el efecto de DEX,
un potente glucocorticoide capaz de interferir con la via NF-kB. Dentro de los efectos
descritos para los glucocorticoides, estos son capaces de interactuar con la via de
sefalizacion TLR a varios niveles: 1.) su unién directa a NF-«B provocando su
inhibicién; 2.) union directa al ADN, impidiendo la interaccion con NF-kB; 3.)
induccioén de la expresion de IKK inhibidor de NF-kB y 4.) Incrementando los niveles de
ribonucleasas que reducen los niveles de mRNA (Adcock y cols., 2005). También
utilizamos un inhibidor especifico de NF-kB: PTDC, en el caso de ambos inhibidores no
observamos efecto sobre el incremento de la FBC inducido por LPS. También
evaluamos la fosforilacion de NF-kB, como indicador indirecto de su activacion. Luego
de 3 horas de exposicion a LPS 10 pug/ml observamos fosforilacion del factor de
transcripcion, evento que no se relaciona con la temporalidad observada en el
incremento en la FBC inducida por LPS. La fosforilaciéon de IKB es mejor indicador de

activacion de NF-kB, debido a que la activacion de este factor de transcripcion se
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produce a través de la fosforilacion de IkBa en Ser32 y Ser36 seguido por la
degradacion mediada por proteasoma que resulta en la liberacion y translocacion nuclear

de NF-kB activo (Brown y cols., 1995).

Dentro de los productos de la via de sefializacion TLR, se encuentra IL-8, una
importante interleucina inflamatoria encargada del reclutamiento de elementos del
sistema inmune y relacionada a procesos inflamatorios mediados por infecciones
bacterianas Gram negativas (Noah y cols., 1997). Se ha demostrado que IL-8 incrementa
la FBC en células ciliadas respiratorias posterior a 24 y 48 horas de exposicion (Shen y
cols., 2012), pero se desconoce si posee efectos en periodos cortos de exposicion. En
esta tesis evaluamos el efecto de esta citoquina inflamatoria en periodos cortos de
exposicion (20 minutos), similares a los que se evalu6 el efecto de LPS en la FBC y no
observamos incrementos significativos respecto al control con ninguna de las dosis

utilizadas (500 pg/mL, 50 ng/mL y 5pg/mL).

Los resultados obtenidos anteriormente, sugieren que la activacion de NF-«kB, no
participaria en el incremento de la FBC inducido por LPS, debido a la temporalidad de
su activacion. Pero no podemos descartar la participacion de receptores NLR o de
inflamasomas, que participen como intermediarios entre LPS y el incremento en la FBC.
Existe evidencia que los receptores NLR, se complementan con la via de sefializacion
TLR en la induccion de la respuesta inmune innata (Fukata y cols., 2009). También se
ha observado que la activacion de TLR4 por LPS induce incrementos en los niveles del

inflamasoma NLRP3 de manera dependiente de MyD88 (Embry y cols., 2011) y la



88

activacion de este inflamasoma esté relacionado con la activacion de la proteina cinasa C

(Ho y cols., 2013), lo que podria explicar lo incrementos en la FBC inducidos por LPS.

Nuestros resultados sugieren que ATP, puede ser el mediador del incremento de
la FBC inducido por LPS, por lo que para determinar las vias de sefializacién
involucradas en el efecto estimulador de la FBC inducido por LPS, evaluamos la
participacion del receptor P2X7 y del hemicanal Panx1, quienes estan relacionados con
incrementos en la liberaciéon de ATP (D'hondt y cols., 2011), desde otros sistemas, como
los cardiomiocitos (Dolmatova y cols., 2012). Existen antecedentes de que LPS
interactua con P2X7R, el cual posee un sitio conservado de interacciéon en C-terminal,
segmento que parece coordinar eventos en la cascada de sefializacion, ligados a acciones
de LPS en macréfagos (Denlinger y cols., 2001). Recientemente se ha descrito que LPS
puede modular la actividad de P2X7R en células HEK293 (que no expresan TLR4). En
estas células, LPS es incapaz de inducir alguna actividad relacionada con la activacion
de P2X7R (Leiva-Salcedo y cols., 2011). Lo que siguiere que LPS requiere la
participacion de TLR4, para mediar la activacion o induccion de activacion de P2X7R,

que podria involucrar la participacion de inflamasomas o receptores NLR.

Primero confirmamos la expresion mediante inmunofluorescencia de P2X7R en
los cultivos primarios de epitelio de trdquea, expresion proteica por primera vez
reportada, anteriormente solo fue reportada la expresion del ARNm (Kim y cols., 2004).
También confirmamos la expresion de Panxl en epitelio de trdquea mediante

inmunofluorescencia, previamente reportada por Ransford y cols., en el 2004.
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Para evaluar la participacion de P2X7R y Panxl, determinamos la FBC en
presencia de antagonistas e inhibidores junto a LPS. Utilizamos suramina, un
antagonista de canales purinérgicos no selectivo (von Kiigelgen y cols., 2006), en
presencia de un antagonista irreversible de P2X7R, oATP (Murgia y cols., 1993) y en
presencia de KN62, un antagonista de los receptores P2X7 (Gargett y cols., 1997). Con
la utilizacion de estos bloqueadores observamos una disminucion de la respuesta de FBC
a LPS. En el caso de suramina, un antagonista de los receptores purinergicos,
observamos una disminucion parcial pero significativa de la FBC, lo que puede
explicarse por la dosis utilizada: 100 uM. Esta dosis es menor que el ICso reportado para

P2X7R: >300 uM (Pelegrin y cols., 2006).

Existen antecedentes en la literatura que relacionan a P2X7R y Panxl con
incrementos en aumentos en el ATP extracelular (Suidicani y cols., 2006). Panx1
actuaria como un canal independiente permeable a moléculas de gran tamafo, el cual
seria reclutado por la activacion de P2X7R (Faria y cols., 2005) y por donde podria salir

ATP al extracelular.

Evaluamos la participacion de Panx1 en el incremento de la FBC inducido por
LPS, para esto utilizamos cultivos primarios a partir de ratones knockout de Panx1 y
cultivos tratados con inhibidores de Panx1; probenecid y carbenoxolona, en los cuales
determinamos la FBC en respuesta a LPS. Con la utilizacién de los inhibidores y los
cultivos de ratones knockout, observamos una disminucion en la respuesta a LPS,
antecedentes que sugieren que Panx1, participa en el incremento de la FBC inducido por

LPS en cultivos primarios de epitelio respiratorio. Para evaluar la apertura funcional de
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Panx1, realizamos experimentos de captacion del colorante BrEt, el cual por su tamafio y

carga, ingresaria principalmente por Panx1 (Schalper y cols., 2008).

En la literatura se propone como mediador de la interaccion entre P2X7R y
Panx1 a Ca®", el cual ingresaria a la célula luego de la activacion del receptor P2X7 y de
este modo activaria a Panx1 (Faria y cols., 2005). En los experimentos mostrados en esta
tesis, observamos que la adicion de LPS a los cultivos primarios no provocod cambios
observables en los niveles intracelulares de Ca®", en comparacién al control (ATP 10
uM). Sin embargo no descartan la posibilidad de que los efectos de LPS sobre la FBC
dependan de la activacion de microdominios de Ca®’, y no necesariamente del
incremento en la concentracion intracelular de este cation (Perekh y cols, 2008; Castillo
y cols, 2007). En macrofagos se ha demostrado que LPS induce incrementos en la
concentracion de Ca”" (Seabra y cols., 1998), por lo que tampoco somos capaces de
descartar un problema de sensibilidad del sistema de determinacion de Ca*", debido a
que mediante esta técnica tampoco fue posible detectar cambios en los niveles de Ca*
intracelular, luego de un estimulo de 1 pM de ATP, a pesar de que en epitelio
respiratorio se ha descrito que en el incremento en la FBC inducido por ATP
extracelular, incrementos en el Ca®" intracelular son necesarios (Korngreen y cols.,

1994).

Para corroborar la participacién de Ca®" en el incremento de la FBC por LPS,
utilizamos W-7, un inhibidor de la proteina dependiente de Ca*", Calcio-Calmodulina
(CaM), enzima encargada de la homeostasis del Ca*", ayudando a la recaptacion del ion

al reticulo endoplasmatico (Stevens y cols., 1983). También utilizamos BAPTA-AM, el
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cual es un quelador de calcio, con una alta selectividad y GF 109203X, inhibidor
selectivo de las isoformas de PKC que requieren de Ca®" para su activaciéon. Con la
utilizacién de estos inhidores determinamos que Ca*" es importante y participa en el
incremento de la FBC. También evaluamos incrementos en el ATP extracelular, en
presencia de BAPTA-AM y LPS, observando una disminucion significativa, lo que
apoya el argumento que en nuestro sistema, Ca’" puede ser el mediador entre la

activacion de P2X7R y la apertura de Panx1.

Para determinar si P2X7R y Panxl, participan en el proceso de liberacion de
ATP, evaluamos la concentracion de ATP en cultivos previamente incubados con los
antagonistas de P2X7R (suramina, ATPo y KN-62) e inhibidores de Panxl (cbx y
probenecid). En el caso de los antagonistas de P2X7R, KN62 el antogonista fue con
quien se observamos un mayor bloqueo. En todos los casos, observamos una
disminucioén en la concentracion de ATP extracelular determinado por la técnica de
luciferin luciferasa. Lo que sugiere que LPS, induce incrementos en la concentracion de
ATP extracelular, mediados por P2X7R y de Panx1, que junto a los resultados anteriores
apoyan la participacion de estos en los mecanismos de liberacion de ATP e incrementos

de la FBC.

En los resultados de esta tesis, determinamos que la exposicion a LPS induce un
incremento en la concentracion de ATP extracelular, mediada por la participacion de
P2X7R y Panxl. Para determinar si el ATP liberado est4 involucrado en el incremento
en la FBC, que se observa luego de la exposicion a LPS, evaluamos la participacion de

la via de sefializacion mediada por el receptor P2Y. Los receptores purinergicos del tipo
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P2Y, se encuentran presentes en el epitelio respiratorio (Kim y cols., 2004) y
especificamente P2Y?2 seria el receptor nucleotidico dominante en el incremento de la
FBC en respuesta a ATP en células ciliadas de traquea de rata (Hayashi y cols., 2005) y
de epitelio ciliado nasal humano (Morse y col., 2001). Este receptor, luego de la
interaccion con ATP, activa a PLC incrementando los niveles de IP; y diacilglicerol
movilizando Ca®" de los almacenes intracelulares, lo que incrementa la [Ca2+]i en
respuesta a ATP o UTP (Homolya y cols., 1999). Este incremento en el Ca*"
intracelular, activa directamente a NOS (Motte y cols., 1995), induciendo la expresion
de NO, quien activa a guanilato cilcasa, que cataliza la formacion de GTP a cGMP quien
activa a PKG (Jiao y cols.,, 2011), la cual provoca fosforilacion de proteinas
involucradas en incrementos en la FBC, todos procesos activados luego de incrementos
de ATP extracelular. Incrementos en el ATP extracelular en el rango de hasta 100 uM,
se relacionan con aumentos en la FBC, mediado por la participacion de la via de
sefalizacion del receptor P2Y2 en el epitelio respiratorio (Uzlaner y cols., 1999), por lo
que proponemos a este receptor como mediador del incremento de la FBC inducido por

LPS, sin poder descartar la participacion de otros receptores del tipo P2Y.

Para evaluar la participacion de esta via de sefializacion, utilizamos inhibidores
especificos: GF 109203X un inhibidor de PKC, la cual es activada por incrementos en la
concentracion de Ca" intracelular y por diacilglicerol (Uzlaner y cols., 1999), L-NAME
inhibidor de la NOS, que impide que se produzca NO evitando la activacion de PKG y
KT-5823 un inhidor especifico de la PKG. Los tres inhibidores reducen drasticamente la
FBC inducida por LPS, lo que muestra la importancia de la activacion de esta via de

sefalizacion en el efecto de LPS. Pero observamos que ninguno de estos bloqueadores,



93

reduce completamente la FBC inducida por LPS, por lo que otras vias de sefializacion
pueden estar involucradas, como las activadas por los receptores purinergicos del tipo

P2X (Hayashi y cols., 2005).

En resumen, en esta tesis se demuestra que LPS incrementa la FBC en cultivos
primarios de epitelio respiratorio y el TMC de Mes en epitelio de traquea. Siendo este
efecto dependiente de aumento en las concentraciones extracelulares de ATP, mediado
por un mecanismo que involucra la participacion de P2X7R y Panx1. EI ATP liberado
luego de la estimulacion de LPS interactiia con receptores del tipo P2Y, siendo su via de
sefializacién encargado del incremento en la FBC en cultivos primarios de epitelio
respiratorio en respuesta a LPS. En conjunto, estos antecedentes proveen evidencia del
mecanismo por el cual factores ambientales pueden inducir una respuesta fisiologica

funcional de defensa.



94

IX. CONCLUSIONES

LPS es una sefial quimica que participa en la regulacion de la actividad del batido
ciliar, aumentando la FBC y la velocidad del transporte mucociliar en células ciliadas de
traquea de ratoén. LPS induce incrementos en la liberacion de ATP en cultivos primarios
del epitelio respiratorio de ratén. Este incremento en la concentracion extracelular de

ATP media el incremento en la FBC y la velocidad de transporte mucociliar.

En el incremento de la liberacion de ATP, inducido por LPS participa P2X7R 'y
Panx1, debido a que es prevenido con inhibidores especificos, tales como probenecid y

KN-62.

Una vez que el ATP es liberado al medio extracelular, interactia con los
receptores del tipo P2Y, activando la cascada de sefializacion que involucra la activacion
de proteinas cinasas, procesos que finalmente median el incremento de la FBC inducido

por LPS.

En conclusion, el mecanismo de LPS para incrementar la FBC depende de la
liberacion de ATP, mediada por la participacion de panxl y P2X7R en cultivos
primarios de células ciliadas. Estos antecedentes proveen evidencia del mecanismo por
el cual factores ambientales pueden inducir una respuesta fisiologica funcional de

defensa.
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