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Figura 34. Andlisis de la expresion de IL1B en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de IL1B en pulmdn (A, B) y en rifién (C,
D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control, tratados con LPS o isquemia-
reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo
en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras
WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=5), en riiidn: WT (n=5), L-ENG+ (n=4) y S-ENG+ (n=4). Test
estadistico ANOVA de doble via, +p<0,005 vs control. (B)*p<0,05 vs LPS WT,
#p<0,0001 vs control S-ENG+. (C)*p<0,0001 vs control WT, #p<0,0001 vs control
L-ENG+. (D)*p<0,0005 vs CONtrol WT...ooiiiiieeeieeeeiiiieee et eeeaaes 182

Figura 35. Andlisis de la expresion de IL6 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de IL6 en pulmédn (A, B) y en rifidn (C,
D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control, tratados con LPS o isquemia-
reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo
en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras
WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=5), en riiidn: WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=4). Test
estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs control, (B)+p<0,0001 vs
control, *p<0,05 vs LPS WT, #p<0,000, vs control S-ENG+, (C)+p<0,05 vs control,
*p<0,05 vs isquemia WT, (D)*p<0,01 vs isquemia WT, #p<0,0001 vs control S-
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Figura 36. Concentracién de IL6 en el lavado broncoalveolar y en plasma de ratones
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WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis de la concentracion de IL6 en el BAL (A, B) y en el
plasma (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con LPS,
analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml. Cada barra
representa la media + EEM. En BAL: WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=6), en
plasma: WT (n=4), L-ENG+ (n=7) y S-ENG+ (n=6). Test estadistico ANOVA de



doble via, (A)+p<0,0001 vs control, (B)+p<0,0005 vs control, *p<0,005 vs LPS WT
(C)+p<0,0005 vs control, (D)+p<0,001 vs control, *p<0,005 vs control S-ENG+.

Figura 37. Concentraciéon de TNFa en el lavado broncoalveolar y en plasma en ratones

WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis de la concentracion de TNFa en el BAL (A, B) y en
el plasma (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con LPS,
analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml. Cada barra
representa la media = EEM. En BAL: WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5), en
plasma: WT (n=7), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=7). Test estadistico ANOVA de
doble via, (A)+p<0,0001 vs control, (B)+p<0,0001 vs control, *p<0,005 vs LPS WT
(C)+p<0,001 vs control, (D)+p<0,005 vS CONTIOl. ...cceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeees 186

Figura 38. Concentracién de IL10 en el lavado broncoalveolar y en plasma en ratones

WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis de la concentracion de IL10 en el BAL (A, B) y en
el plasma (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con LPS,
analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml. Cada barra
representa la media = EEM. En BAL y plasma: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+
(n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs control.................... 187

Figura 39. Figura resumen comparativa. Se muestran algunos de los resultados
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obtenidos al valorar los efectos de la sobreexpresién de la isoforma larga de
endoglina de membrana, tanto en condiciones control como tras induccidn
inflamatoria, no observandose diferencias significativas. Para comprobar si el
papel de endoglina de membrana se debe al dominio intracelular o al extracelular,
se realizaron los mismos experimentos en ratones que sobreexpresan la isoforma
corta de endoglina de membrana, por lo que las diferencias se deben a la ausencia
de dominio intracelular. (A), Imdgenes representativas de la tincion H&E
correspondiente a pulmones de ratones L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con
LPS. Micrografias obtenidas mediante cdmara acoplada a un microscopio éptico
con 400 aumentos. L-ENG+ (n=6) y S-ENG+ (n=6). (B), Concentracién de
leucocitos en el lavado broncoalveolar en ratones, WT, L-ENG+ y S-ENG+, control

y tratados con LPS. Los datos se expresan por 10e%/ml. Cada barra representa la



media + EEM. WT (n=10), L-ENG+ (n=10) y S-ENG+ (n=10). Test estadistico
ANOVA de doble via: +p<0,0001 vs control, *p<0,01 vs LPS WT. (C),
Concentracion de IL6 en el lavado broncoalveolar de ratones WT, L-ENG+ y S-
ENG+ control y tratados con LPS, analizado mediante ELISA. Los valores se
expresan como pg/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=4), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=6). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs
control, (B)+p<0,0005 vs control, *p<0,005 vs LPS WT. (D), Concentracién de
TNFa en el lavado broncoalveolar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y
tratados con LPS, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml.
Cada barra representa la media + EEM. WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5).
Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs control, (B)+p<0,0001 vs
control, ¥*P<0,005 VS LPS W ..ot e e e e et e e e e e e e eaeaaaas 189

Figura 40. Concentracién de proteinas en el lavado broncoalveolar en ratones WT, L-
ENG+ y S-ENG+. Determinacién de la concentracion de proteinas en el BAL de
ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con LPS. Los valores se
expresan como mg/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=10), L-ENG+
(n=10) y S-ENG+ (n=10). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs
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Figura 41. Concentracion de proteinas en el lavado del air pouch en ratones WT, L-
ENG+ y S-ENG+. Determinacién de la concentracion de proteinas en el lavado del
air pouch de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con carragenina.
Los valores se expresan como mg/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT
(n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via,
+P<0,0007 VS CONTIOL. covtiiiieeeiiiiiiiiiiee e e e e eteee e e e e e e ta e e e e e e ssaaaaaeeeeenneees 193

Figura 42. Andlisis del edema pulmonar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis del
edema pulmonar mediante el ratio peso hlimedo/peso seco, en pulmones de
ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, tratados con LPS. Cada barra representa la media
= EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (N=5)..cceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeceeee 194
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Figura 43. Concentracién de FITC-Dextrano en el lavado broncoalveolar en ratones

WT, L-ENG+ y S-ENG+. Determinacion de la concentracion de FITC-Dextrano en el
BAL de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, tratados con LPS y a los que se les ha
inoculado FITC-Dextrano retroorbital. Los valores se expresan como el ratio
fluorescencia en el lavado broncoalveolar/fluorescencia en plasma. Cada barra

representa la media = EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5)............... 195

Figura 44. Andlisis de la expresién de CDH5 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.

Andlisis mediante gPCR de los niveles de expresiéon de CDH5 en pulmén (A, B) y en
rifidn (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el
logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de
las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)*p<0,005 vs WT,
(C)+p<0,0001 vs control, *p<0,05 vs WT, (D)+p<0,0001 vs control, *p<0,005 vs
T L et ettt ettt e ettt e et e et et e e bt e e e bte e e ettt e e ebtaeesebaeeeenee 196

Figura 45. Andlisis de la expresion de SELE en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de SELE en pulmén (A, B) y en rifidn (C,
D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control, tratados con LPS o isquemia-
reperfusidn renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo
en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras
WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=5), en riiidn: WT (n=5), L-ENG+ (n=4) y S-ENG+ (n=4). Test
estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,01 vs control, (C)+p<0,005 vs control,
*p<0,05 vs control WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+, (D)+p<0,001 vs control,
*p<0,05 vs control WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+.........oiiiiiiiiiiiine 199

Figura 46. Andlisis de la expresion de VCAM-1 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.
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Andlisis mediante gPCR de los niveles de expresién de VCAM-1 en pulmén (A, B) y
en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusién renal, respectivamente. Los valores se representan como el

logaritmo en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de



las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5),
L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5), en rifidn: WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+
(n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0005 vs control,
(B)+p<0,001 vs control, (C)+p<0,0001 vs control, #p<0,05 vs control L-ENG+,
(D)+p<0,0001 vs control, *p<0,001 vs WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+......... 200

Figura 47. Andlisis de la expresidn de ICAM-1 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.

Anélisis mediante gPCR de los niveles de expresién de ICAM-1 en pulmén (A, B) y
en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el
logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de
las muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,005 vs
control, (B)+p<0,005 vs control, *p<0,01 vs LPS WT, (D)*p<0,05 vs WT........... 202

Figura 48. Andlisis de la expresion de CD31 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de CD31 en pulmén (A, B) y en rifidn
(C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control, tratados con LPS o isquemia-
reperfusidn renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo
en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras
WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=5), en rifidn: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=4). Test
estadistico ANOVA de doble via, (A)*p<0,01 vs WT, (C)+p<0,005 vs control,
(D)+P<0,007 VS CONTIOL. ettt e e e e e e et e e e e e e e eaanaaaaaaas 203

Figura 49. Estudio histoldgico del pulmén de ratones WT y sEng+. Imdgenes
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representativas de la tincidon H&E correspondiente a pulmones de ratones WT y
sEng+, control y tratados con LPS. Micrografias obtenidas mediante cdmara
acoplada a un microscopio dptico con 200 y 400 aumentos, respectivamente. WT

(n=5) y sEng+ (n=>5). El circulo amarillo marca una zona de infiltrado leucocitario.



Figura 50. indice de infiltrado pulmonar en ratones WT y sEng+. Valoracién histoldgica

cuantitativa del infiltrado pulmonar en ratones WT y sEng+, control y tratados con
LPS. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test
estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 VS CONtrol.......vveeeivieeeeiiee e 209

Figura 51. Estudio histoldgico de la piel del air pouch, de ratones WT y sEng+.

Imagenes representativas de la tincion H&E correspondiente a la piel de la zona del
air pouch de ratones WT y sEng+, control y tratados con carragenina. Micrografias
obtenidas mediante cdmara acoplada a un microscopio éptico con 200y 400

aumentos, respectivamente. WT (n=5) y sEng+ (n=5). El circulo amarillo marca una

zona de iNfiltrado I@UCOCITANIO. . ..uuuueeiiiiiiiiieeeee e eeaaas 210

Figura 52. indice de infiltrado en la piel del air pouch en ratones WT y sEng-+.

Valoracién histoldgica cuantitativa del infiltrado pulmonar en ratones WT y sEng+,
control y tratados con carragenina. Cada barra representa la media + EEM. WT
(n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs control,
*P<0,05 VS Carragenina WT. .ooeiiiieeeiiieeeeeeeeiiitee e e e eesirere e e e e essarereaeessessnnnseeeens 211

Figura 53. Estudio histoldgico del rifidén de ratones WT y sEng+. Imagenes

representativas de la tincion H&E correspondiente al rifidn de ratones WT y sEng+,
control y sometidos a isquemia-reperfusion. Micrografias obtenidas mediante
cdmara acoplada a un microscopio 6ptico con 200 y 400 aumentos,
respectivamente. WT (n=6) y sEng+ (n=6). El circulo amarillo marca una zona de

infiltrado leucocitario y el azul necrosis tubular......................L 212

Figura 54. indice de necrosis tubular e infiltrado en el rifién de ratones WT y sEng+.
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Valoracién histoldgica cuantitativa, de la necrosis tubular (A) y el infiltrado renal
(B) en ratones WT y sEng+, control y sometidos a isquemia-reperfusién. Cada
barra representa la media =+ EEM. WT (n=6) y sEng+ (n=6). Test estadistico
ANOVA de doble via: (A)+p<0,0001 vs control, (B)+p<0,005 vs control, *p<0,01 vs
(1o TV L= 0o 1= IR AT [P UUPPRRRINt 213



Figura 55. Concentracién de leucocitos en el lavado broncoalveolar en ratones WT y
sEng+. Andlisis de la concentracidon de leucocitos en el BAL de ratones WT y
sEng+, control y tratados con LPS. Los datos se expresan por 10e%/ml. Cada barra
representa la media =+ EEM. WT (n=6) y sEng+ (n=6). Test estadistico ANOVA de
doble via: +p<0,0001 vs control, *p<0,005 vs LPS WT, #p<0,005 vs control sEng+.

Figura 56. Concentracion de leucocitos en el lavado del air pouch en ratones WT y
sEng+. Andlisis de la concentracion de leucocitos en el lavado del air pouch de
ratones WT y sEng+, tratados con carragenina. Los valores se expresan en
porcentaje, normalizados respecto a los WT. Cada barra representa la media +
EEM. WT (n=10) y sEng+ (n=10). Test estadistico t de student: *p<0,0005 vs WT.

Figura 57. Concentracién de linfocitos y neutréfilos en el lavado del air pouch en
ratones WT y sEng+. Andlisis de la concentracidn de linfocitos (A, B) y neutréfilos
(C, D) en el lavado del air pouch de ratones WT y sEng+, tratados con carragenina.
Los valores se expresan en porcentaje, normalizados respecto a los WT. Cada
barra representa la media = EEM. WT (n=10) y sEng+ (n=10). Test estadistico t de
student: (A)*p<0,005 vs WT, (B)*p<0,0T vS WT. cooiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 216

Figura 58. Andlisis de la expresién de CD45 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante
gPCR de los niveles de expresion de CD45 en pulmén (A) y en rifidn (B) de ratones
WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal,
respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la
expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se

representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y SENg+ (N=5)....ccccvvveeeeerncnnns 217

Figura 59. Actividad mieloperoxidasa ratones WT y sEng+. Determinacién de la
actividad mieloperoxidasa en ratones WT y sEng+, en pulmén (A) y rifidn (B) de
ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusién renal,
analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como U/mg tejido. Cada barra

representa la media = EEM. En pulmén: WT (n=5) y sEng+ (n=4), en rifién: WT

25



(n=6) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: (A)+p< 0,01 vs control,
(B)+p< 0,0001 vs control, *p<0,05 vs isquemia WT, #p<0,05 vs control sEng+. 218

Figura 60. Andlisis de la expresion de CXCL12 en ratones WT y sEng+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de CXCL12 en pulmdn (A) y en rifidn

(B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion
renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos
de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico
ANOVA de doble via: (B)+p<0,0001 vs control, *p<0,05 VS WT......cceevuvreeerunnennn. 224

Figura 61. Andlisis de la expresidn de IL1B e IL6 en ratones WT y sEng+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de IL1B (A, B) e IL6 (C, D) en pulmény
en rifién de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion
renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos
de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico
ANOVA de doble via: +p<0,0007 VS CONEIOL......cececeuveeeeiiiieeeciiee et eevree e 225

Figura 62. Concentracion de IL1B, IL6 y TNFa en pulmén y rifién en ratones WTy

sEng+. Andlisis de la concentracidon de IL1B, IL6 y TNFa en pulmén (A-C) y en rifidn
(D-E) de ratones WT y seng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion
renal, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/mg tejido. Cada
barra representa la media + EEM. WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test
estadistico ANOVA de doble via: (A, C, E) +p<0,005 vs control, (B, D, F) +p<0,01
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Figura 63. Concentracién de IL1B, IL6 y TNFa en el lavado broncoalveolar y en el
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lavado del pouch de ratones WT y sEng+. Andlisis de la concentracién de IL1B, IL6
y TNFa en el BAL (A, C, E) y en el lavado del pouch (B, D, F) de ratones WT y
sEng+, control, tratados con LPS o carragenina, analizado mediante ELISA. Los
valores se expresan como pg/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=5),
L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: (A)+p<



0,0001 vs control, *p<0,05 vs LPS WT, (B)+p<0,01 vs control, (C)+p< 0,0001 vs
control, *p<0,05 vs LPS WT, #p<0,001 vs control sEng+, (D)+p<0,01 vs control,
*p<0,05 vs LPS WT, (E)+p<0,0001 vs control, (F)+p<0,05 vs control................. 229

Figura 64. Concentracién de IL1B3, IL6 y TNFa en el plasma de ratones WT y sEng+.
Andlisis de la concentracién de IL1B (A), IL6 (B) y TNFa (C) en el plasma de ratones
WT y sEng+, control, tratados con LPS o carragenina, analizado mediante ELISA.
Los valores se expresan como pg/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT
(n=4), L-ENG+ (n=4) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via:
(A)+p< 0,005 vs control, (B)+p< 0,0001 VS CONIOl......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeees 230

Figura 65. Concentracion de proteinas en el lavado broncoalveolar y en el lavado del
air pouch en ratones WT y sEng+. Determinacidn de la concentracién de proteinas
en el BAL (A) y en el lavado del air pouch (B) de ratones WT y sEng+, control y
tratados con LPS o carragenina, respectivamente. Los valores se expresan como
mg/ml. Cada barra representa la media + EEM. En el BAL: WT (n=5) y sEng+ (n=4),
en el lavado del air pouch: WT (n=10) y sEng+ (n=10). Test estadistico ANOVA de
doble via: (A)+p<0,0001 vs control, *p<0,01 vs LPS WT, #p<0,05 vs control sEng+,
(B)+P<0,000T VS CONTIOL. 1evtuiieeiieeiiiiieee et e e e e e ettt e e e e e e eeaasaeaeaaas 236

Figura 66. Anélisis del edema pulmonar en ratones WT y sEng+. Andlisis del edema
pulmonar mediante el ratio peso hiimedo/peso seco, en pulmones de ratones WT y
sEng+, tratados con LPS. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=5) y
sEng+ (n=5). Test estadistico t de student: *p<0,0005 vS WT.......cccevveeerurreeenns 237

Figura 67. Concentracién de FITC-Dextrano en el lavado broncoalveolar en ratones WT
y sEng+. Determinacién de la concentracién de FITC-Dextrano en el BAL de
ratones WT y sEng+, tratados con LPS y a los que se les ha inoculado FITC-
Dextrano retroorbital. Los valores se expresan como el ratio fluorescencia en el
lavado broncoalveolar/fluorescencia en plasma. Cada barra representa la media =
EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico t de student: *p<0,05 vs WT. ...238
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Figura 68. Ensayo de permeabilidad endotelial in vitro. Estudio de la permeabilidad de

FITC-Dextrano a una monocapa endotelial in vitro. Se representa el tanto por
ciento de fluorescencia, proveniente del FITC-Dextrano que atraviesa la monocapa
endotelial y llega al compartimento inferior del transwell en presencia de sEng, con
respecto a las células control. Se ha medido fluorescencia a las 0, 4, 16, 20 y 24

horas. Los resultados representan la media de 3 experimentos en cada caso. ...239

Figura 69. Andlisis de la expresién de CDH5 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante

gPCR de los niveles de expresiéon de CDH5 en pulmén (A) y en rifidn (B) de ratones
WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal,
respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la
expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=6). Test estadistico
ANOVA de doble via: (A)+p<0,0001 vs control, *p<0,01 vs WT, (B)+p<0,05 vs
CONTIOL. ettt ettt e e e e e et e e e e e e eesreeeeeeeeeeanneee 240

Figura 70. Andlisis de los niveles de VE-cadherina en ratones WT y sEng+. Andlisis de

los niveles de VE-cadherina en el pulmén de ratones WT y sEng+, control y
tratados con LPS, analizados por Western blot. Cada barra representa la media =
EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: +p<0,0001 vs
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Figura 71. Andlisis de la expresién de SELE en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante

28

dPCR de los niveles de expresion de SELE en pulmédn (A) y en rifiidn (B) de ratones
WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal,
respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la
expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5), en rifién: WT
(n=5) y sEng+ (n=6). Test estadistico ANOVA de doble via: (A)*p<0,001 vs control
WT, #p<0,05 vs control sEng+, (B)+p<0,0001 vs control, *p<0,001 vs control WT,
H#P<0,05 VS CONTIOl SENGH.ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeteeeeteee ettt ettt et eeee et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 245



Figura 72. Andlisis de la expresién de VCAM-1 en ratones WT y sEng+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de VCAM-1 en pulmén (A) y en rifidn
(B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion
renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos
de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico
ANOVA de doble via: (B)+p<0,0001 vs control, *p<0,01 vs isquemia WT, #p<0,005

VS CONEIOI SENG oottt e et e e et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 246

Figura 73. Andlisis de la expresion de ICAM-1 en ratones WT y sEng+. Andlisis

mediante gPCR de los niveles de expresion de ICAM-1 en pulmén (A) y en rifién (B)
de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal,
respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la
expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico
ANOVA de doble via: (B)+p<0,0001 VS CONLIOl. ...cccuvrreeiiiieeeiiiee e eeiree e 247

Figura 74. Andlisis de la expresién de CD31 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante

dPCR de los niveles de expresion de CD31 en pulmdn (A) y en rifién (B) de ratones
WT y sEng+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal,
respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos de la
expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5) y sEng+ (n=5), en
rindn: WT (n=4) y sEng+ (n=6). Test estadistico ANOVA de doble via:
(A)+p<0,0001 vs control, (B)*p<0,05 vs isquemia WT, #p<0,05 vs control sEng+.

Figura 75. Andlisis de los niveles de las VCAM-1 e ICAM-1 en ratones WT y sEng+.
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Andlisis de los niveles de las VCAM-1 (A) e ICAM-1 (B) en el pulmédn de ratones WT
y sEng+, control y tratados con LPS, analizados por Western blot. Cada barra
representa la media = EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de
doble via: (A)+P<0,05 VS CONTIOL......ccoiiuriiiieieeeeectieeeee e e 250
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NFkB
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PAGE
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PIGF
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SL
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TGF-6
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TNFa
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VCAM
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Dodecil sulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulphate)
Servicio de Experimentacién Animal

Sociedad Espafiola de Directivos de la Salud

Endoglina soluble
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soluble humana
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Genotipo de ratén empleado en este trabajo que sobreexpresa S-
endoglina humana
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Barrera libre de patégenos (Specific-pathogen-free)

Macroéfagos peritoneales pequefios (Small Peritoneal Macrophage)
Temperatura

Tetrametiletilendiamina (TEtraMEthylEthyleneDiamine)

Factor de crecimiento transformante 8 (Transforming Growth Factor 8)
Receptor de tipo | de TGF-B

Receptor de tipo Il de TGF-B

Toll-Like Receptor

Factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor)
Trombospondina-1 (Thrombospondin-1)

Molécula de adhesion vascular (Vascular Adhesion Molecule)
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VE-cadherina

VEGF

VEGFR

VLA-4

wTt
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zZP

aSMA
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Receptor de tipo tirosina fosfatasa beta (Receptor-type tyrosune-protein
phosphatase beta)

Cadherina vascular endotelial (Vascular endothelial Cadherin)

Factor endotelial de crecimiento vascular (Vascular Endothelial Growth
Factor)

Receptor de VEGF

Integrina a4p1 (Integrin a4p1, Very Late Antigen-4)

Genotipo wild type o salvaje, control utilizado en este trabajo.
Proteina de las uniones ocluyentes 1 (Zonula Occludens 1)
Zona pelicida

Actina a de musculo liso vascular (a Smooth Muscle Actin)
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Curva de melting

Outlier

Splicing alternativo

Housekeeping

Tag

Threshold

Transwell

Wild type

Curva de disociacién de la doble hebra de ADN al someterla a un
incremento gradual de la temperatura.

Observacion o dato que dista del resto de observaciones del
experimento.

Modificacidn postranscripcional de ayuste o eliminacién alternativa de
intrones para dar lugar a diferentes ARNm

Genes cuya expresion se utiliza como control interno en los
experimentos de qPCR por ser constitutiva o no regulada y, por tanto,
constante en todas las condiciones del experimento.

Etiqueta, que en este caso se le pone al gen de una proteina en la
generacidn de transgénicos, para facilitar la deteccién de la misma.

Linea horizontal que se establece sobre la grafica de una reaccién de
gPCR y que corta a cada curva de amplificaciéon, de cada una de las
muestras, en su fase exponencial. Permite establecer el Ct (ciclo
threshold), que es el ciclo de PCR al que la curva de amplificacidn de
una determinada muestra corta la linea de threshold; el Ct sera tanto
menor cuanto mayor sea la cantidad del ADN sustrato de PCR en esa
muestra.

Inserto con el fondo de membrana porosa, para estudiar el paso o
migracién de las células in vitro.

Genotipo salvaje.
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1. INFLAMACION

Doce de las quince principales causas de muerte en el mundo cursan con un proceso
inflamatorio: enfermedad coronaria, cancer, enfermedades respiratorias y pulmonares,
derrame cerebral, diabetes mellitus, gripe, enfermedad renal, septicemia, enfermedad
hepatica crénica, cirrosis, Alzheimer, hipertensién y Parkinson (Okin & Medzhitov, 2012).
Estas enfermedades suponen una reduccién de la calidad de la vida en estos enfermos,
ademas de un gran coste desde el punto de vista social y sanitario. La inflamacién es un
promotor clave de las enfermedades degenerativas, que matan a millones de personas
cada afio, afectando por ello al desarrollo socioecondmico de los paises. En Espafia, el
80% del gasto sanitario se dedica a atender enfermedades crénicas en las cuales el
componente inflamatorio tiene un papel fundamental. La mitad de la poblacidn, es decir,
mas de 20 millones de personas, sufre una enfermedad crénica, y se estima que después
de los 65 afios, padecerdn una media de cuatro (SEDISA. Sociedad Espafiola de Directivos de

la Salud).

Las enfermedades inflamatorias sistémicas se encuentran distribuidas globalmente. Se
estima que el 30-70% de la poblacién desarrollard alguna de estas enfermedades en
algun periodo de la vida. Adem3s, se espera que su prevalencia vaya aumentando en los
préximos afios debido, entre otros factores, a la industrializacion y el cambio climatico
(Pulido et al, 2014). Esto supone una alta carga econdémica para los servicios de salud,
tanto en recursos sanitarios utilizados como por los costes directos generados en su
tratamiento. En particular, la prevalencia de soriasis en Espafia ha aumentado un 1% en
los Ultimos afios (Pulido et al, 2014). Afectando a un 2,3% de la poblacidn, lo cual supone
mas de 1 millén de casos en Espafia. Ademas, el coste asociado a la pérdida de
productividad por enfermedades dermatoldgicas es considerable, estimdndose que en

Europa podria llegar a alcanzar los 5 billones de euros anuales (Pulido et al, 2014).

La inflamacidn es la respuesta fisiopatoldgica del sistema inmunoldgico al dafio causado
a las células y tejidos vascularizados frente a una infeccién o cualquier otro agresor de
naturaleza bioldgica, quimica, fisica o mecénica (Abbas & Lichtman, 2010). Se trata de

una respuesta inmune inespecifica que aisla y destruye el agente dafiino, y repara el
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tejido u érgano dafiado (Abbas & Lichtman, 2010). La respuesta coordinada y colectiva
frente a sustancias extrafias es la respuesta inmunitaria. Tanto la inflamacién como la
respuesta inmunitaria son en la actualidad un objetivo principal en el tratamiento de las

enfermedades inflamatorias (Preshaw, 2017).

En el proceso inflamatorio, la defensa frente a microorganismos estd mediada por una
respuesta temprana por parte de la inmunidad innata y una respuesta tardia por parte
de la inmunidad adaptativa. La inmunidad innata o inespecifica es una respuesta
extremadamente rdpida, que carece de memoria inmunoldgica, cuyos principales
componentes son: las barreras fisicas, como el epitelio; las células fagociticas
(neutréfilos y macréfagos), células dendriticas y células natural killer; proteinas
sanguineas mediadoras de la inflamacidn (sistema del complemento) y citoquinas, que

regulan y coordinan la mayoria de los procesos inflamatorios (Abbas & Lichtman, 2010).

La inflamacién aguda es parte de la inmunidad innata. Comienza de forma muy rapida:
unos minutos después del contacto con el agente inflamatorio, y su duraciéon es breve:
unas horas o pocos dias. Se caracteriza por tres aspectos fundamentales: cambios
hemodinamicos, migracién leucocitaria y permeabilidad vascular. Por su parte, la
inflamacidn crénica aparece cuando la inflamacidon aguda no se resuelve, y persiste
durante meses e incluso afios, coexistiendo el dafio tisular y los intentos de reparacion,
ocasionando fibrosis (Abbas & Lichtman, 2010) (Figura 1). Es el caso de enfermedades
como artritis reumatoide, la arterioesclerosis, la tuberculosis o la fibrosis pulmonar.
Ademds, es importante en el desarrollo del cancer y en enfermedades que anteriormente

se consideraban exclusivamente degenerativas, como el Alzheimer (Cain et al, 2009).
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INFLAMACION AGUDA VS CRONICA
RESOLUCION

CONDICIONES FISIOLOGICAS INFLAMACION AGUDA =\
Z——\
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N
—
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INFLAMACION CRONICA

FIBROSIS

Figura 1. Condiciones fisioldgicas en la inflamacién aguda vs inflamacién crénica.

Tras una induccidn inflamatoria de distinta naturaleza (mecénica, por infeccién, por
hipoxia...) comienza la liberacién de mediadores inflamatorios por los leucocitos
tisulares, entre los que se encuentran las citoquinas inflamatorias, y suponiendo el inicio
del proceso inflamatorio. La liberacién de las citoquinas inflamatorias produce
alteraciones vasculares y quimiotaxis, favoreciendo la llegada de moléculas
inflamatorias y leucocitos al foco inflamatorio. Esto constituye en si mismo la fase aguda
de la inflamacién (Ley 2006). El conjunto de citoquinas inflamatorias varia en funcién de
la naturaleza de la induccién y de la intensidad, siendo un proceso estrechamente

regulado por mecanismos inhibidores, que equilibran el proceso.

Este inicio del proceso inflamatorio ha sido ampliamente estudiado para el desarrollo de
terapias antiinflamatorias (Preshaw, 2017), permitiendo reducir el dafio ocasionado por

las células inflamatorias al foco inflamatorio y a los tejidos circundantes.

Actualmente se estadn estudiando también de manera extensiva los mecanismos
involucrados en la resolucion de la inflamacién, siendo los mejores caracterizados la
resolucién local por derivados del acido araquiddnico, la resolucidén por las descargas

del sistema nervioso auténomo y la resolucion por citoquinas antiinflamatorias (Villagrana
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et al, 2014). La regulacion de estas vias permite disminuir la proliferacién y maduracion
de células inmunes, la induccién de la apoptosis y fagocitosis de leucocitos activos y la
inhibicién y depuracién de mediadores inflamatorios (Villagrana et al, 2014). Sin embargo,
los tratamientos basados en la resoluciéon de la inflamacidn solamente tienen
aplicabilidad en enfermedades crénico-degenerativas. Por ello, para enfermedades que
cursan con un proceso inflamatorio no degenerativo, seria interesante controlar la
inflamacién en estadios mas tempranos. A pesar de ello, la terapéutica convencional
orientada a la inhibiciéon de mediadores proinflamatorios presenta desventajas a causa
de la interaccidn con otros procesos fisiolégicos que cursan con inflamacién (Villagrana

etal, 2014).

Muchas de las patologias existentes cursan con un proceso inflamatorio. Por ejemplo,
las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, la preeclampsia y el cancer son
enfermedades con una gran prevalencia en la poblacién, y, aunque se ha demostrado
que cursan con un proceso inflamatorio, se desconoce si la inflamacidn constituye en si

misma la base patoldgica de la enfermedad (zhang et al, 2013).

A pesar de la gran cantidad de recursos empleados en la investigacidn y caracterizacién
de los componentes celulares y moleculares de la inflamacidn (Serhan et al, 2010), las
estrategias terapéuticas empleadas en la actualidad son insuficientes. Esto es
especialmente grave si tenemos en cuenta que se estima que mas de la mitad de la
poblacién mundial desarrollarad algun tipo de enfermedad inflamatoria a lo largo de su

vida, aumentando la prevalencia cada afio (SEDISA. Sociedad Espafiola de Directivos de la Salud).

En este estudio, exploramos el papel de endoglina, un co-receptor de la superfamilia de
TGF-B, como potencial regulador de las respuestas inflamatorias involucradas en las
primeras etapas del proceso inflamatorio. Esta tesis se centra en el papel de la endoglina

en la respuesta inflamatoria aguda.

Se ha demostrado que la proteina endoglina estd aumentada en patologias inflamatorias
especialmente en enfermedades cardiovasculares, preeclampsia y cancer,

considerdndose un marcador de mal prondstico. Sin embargo, desconocemos si
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endoglina podria estar teniendo un papel en la induccién del componente inflamatorio,
o incluso en la base patoldgica de estas enfermedades. Esto hace muy atractivo
cualquier estudio que vislumbrara informacién acerca de la relacién de endoglina e
inflamacién, ya que podria constituir, en si misma, una molécula reguladora de la

respuesta inflamatoria.

1.1. INFLAMACION AGUDA

Clinicamente, la inflamacidn aguda se caracteriza por 5 signos: rubor (enrojecimiento),
calor (aumento de la temperatura), tumor (hinchazén), dolor y pérdida de funcién. El
enrojecimiento y el calor se deben al aumento del flujo sanguineo al area inflamada, la
hinchazén se ocasiona por la acumulacién de liquido (edema), el dolor se origina por la
liberacidon de moléculas que estimulan las terminaciones nerviosas, como las citoquinas,
y la pérdida de la funcidn se produce por una combinacion de factores, consecuencia de
los anteriores (CHANDRASOMA, 2013).

La inflamacidn aguda es una respuesta inmediata e inespecifica frente a una lesién o
infeccidon. Consiste en la extravasacion e infiltracion de leucocitos, proteinas del plasma
y fluidos provenientes de la sangre, al foco inflamatorio (Figura 2). Los principales
leucocitos polimorfonucleares reclutados son los neutréfilos y los monocitos, que una
vez fuera del torrente sanguineo se diferencian a macréfagos. La liberacion de estas
células sanguineas a los sitios de inflamacién depende de cambios reversibles que se
dan en las células endoteliales en lugares de infeccién o dafio tisular. Estos cambios
incluyen una dilatacién arterial, lo que ocasiona un incremento en el flujo sanguineo, una
intensificacidn en la transmigracién endotelial leucocitaria, asi como un aumento en la
permeabilidad de los capilares y vénulas a proteinas del plasma. Estos cambios estan
estrechamente coordinados por citoquinas y moléculas procedentes de células
residentes en el tejido afectado, tales como mastocitos, macréfagos y células

endoteliales (Serhan et al, 2010).
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RESPUESTA INFLAMATORIA ANTE LESION

@

FAGOCITOS

©

ENpOTELIO ERMTRoCITOS

Figura 2. Representacion simplificada de la respuesta inflamatoria ante lesion.

Cuando la inflamacién se mantiene de manera continuada (semanas o meses), los
intentos fallidos de reparacidon comienzan a ocasionar dafio tisular, denominandose
inflamacién crénica. Esto puede producirse si no se resuelve la causa inflamatoria, o
empezar de manera progresiva y ocasionar dafio tisular crénico, siendo este el caso de
la artritis reumatoide, la ateroesclerosis y la tuberculosis, las cuales estan entre las
enfermedades mas invalidantes en la actualidad (Abbas & Lichtman, 2010). También es
importante en el desarrollo del cancer y de enfermedades, como el Alzheimer, que se
consideraron en un principio exclusivamente degenerativas. Cuando la respuesta
inmunitaria se produce de manera exagerada y descontrolada, la respuesta inmune, en
lugar de ser beneficiosa, es dafiina, como es el caso del asma bronquial. Estas
enfermedades suelen cursar con brotes repetidos de inflamacidn, presentando
caracteristicas mixtas de inflamacién aguda y croénica, lo cual complica

considerablemente sus tratamientos (Abbas & Lichtman, 2010).
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1.1.1. PRINCIPALES CITOQUINAS IMPLICADAS EN LA
INFLAMACION

El balance de las citoquinas inflamatorias, tanto quimiotacticas, proinflamatorias y
antiinflamatorias, son esenciales tanto en la induccidn inflamatoria como en la regulacién

y resolucion del proceso inflamatorio (Serhan et al, 2010).

Su papel fundamental en el avance del proceso inflamatorio las ha situado como un
objetivo principal en el campo de la inmunoterapia (Anestakis et al, 2015). Dada la
heterogeneidad de las enfermedades inflamatorias, los estudios se centran en analizar
las principales citoquinas implicadas en cada enfermedad, y valorar sus posibles

aplicaciones clinicas.

Como consecuencia de la respuesta inflamatoria, las citoquinas promueven la activacién
leucocitaria, que cuando es excesiva, ocasiona el sindrome de disfuncién multiple de
organos y numerosos fallos en los 6rganos vitales (Bhatia et al, 2000; Bhatia, 2002). Existen
cientos de citoquinas implicadas en el proceso inflamatorio, pero algunas de las

principales citoquinas mediadoras son TNFa, IL1B3, IL6 e IL10 (Cohen, 2002).

En el foco inflamatorio, los macréfagos con fenotipo proinflamatorio liberan el factor de
necrosis tumoral a (TNFa) y la interleucina 1B (IL1B), que son citoquinas proinflamatorias
que actutan a nivel de receptores de membrana (Cohen, 2002; Norman et al, 1995; Putensen &

Wrigge, 2000).

Los niveles de TNFa estan elevados en el torrente sanguineo en enfermedades que
cursan con inflamacidn sistémica, siendo TNFa uno de los principales mediadores (Cohen,
2002; Norman et al, 1995; Putensen & Wrigge, 2000). De manera similar, IL1B activa neutrdfilos
y provoca un aumento de expresion de moléculas de adhesion, tanto leucocitarias como

endoteliales (Cohen, 2002; Norman et al, 1995; Putensen & Wrigge, 2000).

Durante la induccidn de un proceso inflamatorio agudo, TNFa e IL1B se liberan al torrente

sanguineo 30-90 minutos después de la exposicidn a lipopolisacérido (LPS), activando
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cascadas inflamatorias secundarias que incluyen a otras citoquinas, mediadores
lipidicos, especies reactivas de oxigeno (ROS) y aumentando la expresidén de moléculas
de adhesidn, lo que desencadena el inicio de la migracién leucocitaria a los tejidos (Cohen,

2002; Norman et al, 1995; Putensen & Wrigge, 2000).

La interleucina 6 (IL6) es producida por distintos tipos celulares, entre los que se
incluyen monocitos-macréfagos, células endoteliales activadas, fibroblastos y células
del musculo liso en respuesta a endotoxinas o a las propias citoquinas TNFa e IL1B
(Cohen, 2002). Elevados niveles de IL6 se han descrito en distintos casos de inflamacidn
aguda, como quemaduras, cirugias y shock séptico (Nijsten et al, 1991). El nivel de IL6
circulante se utiliza como marcador para el prondstico de la severidad del sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA) de distinto origen, como la sepsis (Leser et al, 1991) y

la pancreatitis aguda (Remick et al, 2002).

Por su parte, la interleucina 10 (IL10) es una citoquina antiinflamatoria (Kasama et al, 1994;
Fiorentino et al, 1991). Sus niveles plasmaticos estan elevados en modelos animales de
endotoxemia, e inhibe la liberacién de citoquinas proinflamatorias, como TNFa, IL1B e
IL6, por parte de los macréfagos, por lo que previene el dafio tisular. Ademas, IL10 inhibe
la produccién de mediadores proinflamatorios por parte de los macréfagos alveolares
en el sindrome de dificultad respiratoria aguda (Lo et al, 1998). Pacientes con dicho
sindrome, de distinta etiologia, presentan menor cantidad de IL10 en el BAL y plasma (y
mayores niveles de TNFa) que pacientes en riesgo de SDRA pero que no padecen la
enfermedad (Armstrong & Millar, 1997).

Entre los pacientes del sindrome de dificultad respiratoria aguda, una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial es la septicemia por neumonia
bacteriana (Mizgerd, 2006; Wheeler & Bernard, 1999). Las bacterias de neumonia
invasoras del tracto respiratorio son detectadas por macréfagos alveolares, que residen
en el tejido pulmonar (Mizgerd, 2008). Una vez que los macréfagos alveolares identifican
la bacteria se inicia la respuesta inflamatoria, liberandose las citoquinas inflamatorias
TNFa, IL1B e IL6. Estos mediadores activan a las células epiteliales del tracto respiratorio

produciéndose la liberacién de quimiocinas, lo cual provoca la migracion de neutréfilos
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al espacio alveolar. Los neutréfilos infiltrados en el tejido tienen un papel clave,

fagocitando y eliminando a las bacterias invasoras (Knapp, 2009; Fadok et al, 1998).

Aunque se han descrito ampliamente las principales citoquinas implicadas en las
distintas enfermedades inflamatorias (Preedy & Hunter, 2011), los conocimientos
actuales son insuficientes para desarrollar terapias efectivas. En esta tesis, exploramos
el papel del co-receptor de TGF-f3, endoglina, como potencial regulador del inicio de la
respuesta inflamatoria, lo cual esta estrechamente regulado por el balance de citoquinas

inflamatorias.

1.1.2. INDUCCION DE LA INFLAMACION AGUDA

La inflamacién aguda se induce ante cualquier lesidn tisular o infeccidén por parte de
componentes de la inmunidad innata, constituyendo una primera linea de defensa. Por
ello, los elementos que inducen inflamacién aguda son muchos y muy diversos (Abbas
& Lichtman, 2010).

Los modelos animales son esenciales para el estudio de las bases fisiopatoldgicas de las
enfermedades, entre las que se encuentran las enfermedades inflamatorias. Dada la
complejidad de la respuesta inflamatoria, durante esta tesis se han desarrollado tres

modelos animales muy diferentes, que nos permiten simular y estudiar dicha respuesta.

El primer objetivo al disefiar los modelos inflamatorios era que nos aportaran informacion
diversa, lo cual nos permitiria hacer un estudio mucho mas completo. Por ello, se
optimizaron tres modelos inflamatorios muy distintos, en los cuales las inducciones
inflamatorias son de naturaleza diferente, y se dan a su vez en tres tejidos distintos. Esto

nos permite evaluar el proceso inflamatorio de manera mucho mas amplia y eficaz.

En esta tesis nos centramos en el estudio de tres agentes inductores de inflamacién: la

inflamacién pulmonar por nebulizacién de lipopolisacérido, la inflamacién aguda renal
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ante dafio por isquemia-reperfusiéon y la induccién de la inflamacion aguda por

tratamiento con carragenina en el air pouch.

1.1.2.1. INFLAMACION AGUDA PULMONAR

El sindrome de dificultad respiratoria aguda es un sindrome que cursa con inflamacion,
aumento de la permeabilidad vascular y diversas respuestas patoldgicas ante lesién en
el parénquima pulmonar, ocasionando dafio agudo pulmonar (Weinacker & Vaszar, 2001;
Tasaka et al, 2002). En concreto el SDRA se caracteriza por una respuesta inflamatoria
local, la cual conlleva la distribucion de mediadores inflamatorios por el torrente
sanguineo. Los mediadores inflamatorios tienen un papel clave en la patogénesis del
SDRA, siendo la principal causa de muerte de los pacientes que sufren dicho sindrome
(Bhatia & Moochhala, 2004). La gravedad del SDRA se relaciona directamente con la
magnitud de la respuesta inflamatoria sistémica, pudiendo ocasionarse por infecciones
(bacterianas, viricas, por hongos o pardsitos) o por lesiones no infecciosas (shock
hemorrdgico, pancreatitis aguda y quemaduras). En nuestro modelo, inducimos

inflamacién por nebulizacién pulmonar de lipopolisacarido.

Dada la implicaciéon del proceso inflamatorio en la patogénesis del SDRA, se considerd
muy interesante desarrollar un modelo animal que mimificara sus caracteristicas, para lo
cual se optd por inducir la respuesta inflamatoria por administracién por nebulizacién de
LPS en el pulmdén, un modelo ampliamente descrito (Matute-Bello et al, 2008). Este modelo
nos permite valorar la respuesta inflamatoria pulmonar ante infeccidn, asegurando,

gracias a la nebulizacién, una afectacién similar en ambos pulmones.

Se diseiié este modelo inflamatorio porque el pulmdén constituye un tejido muy
interesante para este tipo de valoraciones. Por un lado, es un érgano de gran tamaiio, lo
cual evita las posibles limitaciones causadas por falta de tejido. Ademés, como es el
o6rgano en el que se da el intercambio gaseoso, presenta una enorme densidad
endotelial, haciendo posibles los estudios de expresidon de moléculas de adhesidon

endotelial y en especial, la valoraciéon de la permeabilidad vascular.
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El LPS, o endotoxina, es un componente mayoritario de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, siendo el principal responsable de la estimulacidn del sistema
inmune ante infeccidn bacteriana. Una endotoxina es una fraccion de lipopolisacérido
que al solubilizarse actlia como una toxina. Se libera de la bacteria estimulando varias
respuestas de inmunidad innata, como la secreciéon de citoquinas proinflamatorias,
aumento de la expresion endotelial de moléculas de adhesidn vascular y activacion de
la capacidad fagocitica del macréfago. El lipopolisacarido consta principalmente de dos
partes: un glucolipido denominado lipido A, y un heteropolisacarido denominado ncleo,
unidos entre si por el azlcar 4cido 2-keto-3-deoxioctanato (Romero Hurtado & Iregui,
2010). El lipido A estd compuesto por un disacdrido de dos unidades de glucosamina
fosforilada y constituye en si la endotoxina bacteriana, la cual desencadena la respuesta

inmune.

La exposicion aguda a LPS da lugar a inflamacién aguda pulmonar, desencadenando por
ello la cascada inflamatoria, con migracién leucocitaria, aumento de la liberacién de
citoquinas y permeabilidad en los capilares pulmonares, generando edema pulmonar

(Kabir et al, 2002; Matute-Bello et al, 2008).

1.1.2.2. INFLAMACION AGUDA RENAL

El fallo renal agudo (FRA) empeora severamente el prondstico de los pacientes
hospitalizados: el 1-5% de los pacientes terminan padeciendo FRA (Kribben et al, 2003),
con una mortalidad muy elevada, de hasta el 70% (Kellum, 2008). La causa principal de
FRA en pacientes hospitalizados es la hipoperfusidon renal: dafio por isquemia-
reperfusion (Lameire et al, 2005; Chertow et al, 2005; Kribben et al, 2003). El dafio por isquemia-
reperfusion en el rifidn es muy comun en los transplantes renales (Boros & Bromberg,
2006). Ademads, patologias asociadas a la isquemia, como infarto de miocardio, infarto
cerebral o septicemia, tienen un gran impacto tanto en la mortalidad como en la

morbilidad de los pacientes.

La isquemia afecta tanto la funcién como a la estructura de las células tubulares

epiteliales, llegando a necrosis en los casos méas severos (Zappitelli, 2008). Ademas de
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la necrosis tubular, la isquemia-reperfusién provoca inflamacién y microvasculopatias
intersticiales, lo cual retrasa la restauracién de la funcién renal, empeorando gravemente
el prondstico de los pacientes con FRA isquémico (Devarajan, 2006). La
microvasculopatia post-isquémica se caracteriza por engrosamiento de las células
endoteliales, ocasionando que, aunque la reperfusion sea efectiva, algunos capilares
permanecen isquémicos (Lehr et al, 1993). Esto prolonga la isquemia pese a que la causa
primaria de hipoperfusién haya cesado (Patschan et al, 2011, 2006). La causa principal suele
ser trombosis, vasoconstriccion y el engrosamiento edematoso de las células

endoteliales.

Se eligié el modelo inflamatorio de isquemia-reperfusién renal, en el cual se practican
30 minutos de isquemia en uno de los rifiones, seguidos de 48 horas de reperfusién. La
isquemia induce una rdpida liberacién de moléculas inflamatorias al torrente sanguineo,
que llegan al foco inflamatorio durante la reperfusién. El hecho de practicar una isquemia
renal, nos permite, por un lado, que el ratén se mantenga con vida durante los 30 minutos
de la isquemia, ya que tiene el otro rifidn en funcionamiento mientras tanto, siendo un

modelo mucho menos agresivo.

El proceso inflamatorio intersticial tras isquemia-reperfusién comienza con disfuncién
de las células endoteliales y tubulares. Esto ocasiona una liberacién de citoquinas
proinflamatorias tanto al rifidn como al torrente sanguineo, destacando TNFa, IL1B e IL6,
entre otras (Kielar et al, 2005; Ramesh & Reeves, 2004). Niveles elevados en plasma de IL6 se
correlacionan con un mayor riesgo de muerte en pacientes con FRA (Simmons et al, 2004).
Tras la liberacidn de citoquinas proinflamatorias, aumenta la infiltracidén al intersticio
renal de neutréfilos, macréfagos, células natural killer y células T, donde modulan la
respuesta inflamatoria (Devarajan, 2006; Bonventre & Weinberg, 2003; Friedewald &
Rabb, 2004). La primera poblacién leucocitaria que comienza a acumularse en los
capilares peritubulares, en el intersticio y en los mismos tlbulos son los neutréfilos
(Devarajan, 2006). Aun asi, la isquemia-reperfusién no siempre cursa con infiltracién
neutrdfila, aungue el blogueo de la funcién de los neutrdfilos (Friedewald & Rabb, 2004)
y la deplecién de macrdfagos (Day et al, 2005) en distintos modelos animales protege del
FRA.
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Por su parte, la concentracién del vasodilatador éxido nitrico (NO) estd reducida en los
capilares tras IR. La falta de NO disminuye la vasodilatacion del capilar, ocasionando una
vasoconstriccién que aumenta la adhesidn de leucocitos a la cara luminal del endotelio

(Webb et al, 2004).

1.1.2.3. INFLAMACION AGUDA SINOVIAL

Las articulaciones estan rodeadas de una capsula recubierta por una membrana llamada
sinovia. Cuando la sinovia se irrita por abrasién continuada, causado por infecciones,
traumatismos o enfermedades autoinmunes directas, como la artritis reumatoide,
aumenta la produccién del liquido sinovial, ocasionando edema, rigidez y dolor articular

agudo (SER - Sociedad Espafiola de Reumatologia).

La inyeccidn de carragenina se utiliza para inducir sinovitis en distintos modelos (Wang
et al, 2017). La carragenina es un co-polisacdrido sulfatado lineal de origen natural, que
se extrae de las algas rojas de la familia Rhodophyceae, particularmente de chondrus
crispus (Torres et al, 2016). Estad formada por una estructura lineal de B-D-galactosa y 3,6-
anhidro-a-D-galactosa. Las unidades de disacérido presentan variabilidad en sus
grupos sulfatados, presentando un contenido de sulfato de entre el 22-38% del peso de
la carragenina comercial (van de Velde et al, 2002). Hay distintas variedades de carragenina,
presentando cierta variabilidad en su estructura quimica y propiedades. Las de mayor
importancia comercial son las carrageninas iota, kappa y lambda. Las carrageninas son
empleadas de manera industrial en el sector alimenticio, como espesantes y gelificantes
(van de Velde et al, 2002), asi como en la industria farmacéutica como excipientes. Por su
parte, en medicina experimental, la carragenina se utiliza desde hace décadas para

probar el efecto de agentes antiinflamatorios (Zacharopoulos & Phillips, 1997).

Las carrageninas pueden tener distintas actividades bioldgicas, incluyendo Ila
inmunomodulatoria, anticoagulante, antitrombdtica, antiviral y antitumoral. El edema en
la pata inducido por carragenina es uno de los modelos mas comunes en el estudio de

farmacos antiinflamatorios y analgésicos, existiendo en la literatura unos 400 articulos
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sobre el uso de este modelo (Posadas et al, 2004). Para generar edema, se utiliza de manera
local una solucién de carragenina al 1-3% en salino, inyectada de manera local (Estakhr et
al, 2011). Sin embargo, en el caso de modelos de condiciones fisiopatoldgicas especificas

se utilizan soluciones mas concentradas (Estakhr et al, 2011).

En la fase temprana de la inflamacién inducida por carragenina se detectan histamina,
bradiguinina y serotonina, mientras que en fases mas tardias se detectan las
prostaglandinas, las cuales se relacionan con el aumento de la permeabilidad vascular.
Ademads, se da el aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias TNFa, IL13 e IL6
(Cuzzocrea et al, 1999). La fase inicial del edema se atribuye a la liberacién de histamina, 5-
hidroxitriptamina y bradiquinina, mientras que la segunda fase de inflamacién se asocia
tanto con el aumento de prostaglandinas como con la induccién de COX-2. La respuesta
inflamatoria a carrageninas también se asocia con infiltracién neutréfila, la cual
contribuye a la inflamacién mediante mediadores inflamatorios como ROS, anién
superdxido (O2) y radicales hidroxilos (Posadas et al, 2004). Ademas, la carragenina causa
la produccién y liberacién de NO en el foco inflamatorio, lo cual contribuye al dafio tisular

y sinovial, edema e hiperalgesia (Omote et al, 2001).

Lainyeccién de aire en el dorso de roedores permite la formacién de una cavidad (pouch)
que nos permite estudiar la respuesta inflamatoria (Romano et al, 1997). Se ha demostrado
que el mantenimiento de dicho pouch durante 7 dias da lugar al desarrollo de tejido
granuloso en el tejido conjuntivo del ratdn, conteniendo gran cantidad de fibroblastos,
macréfagos y granulocitos (Colville-Nash & Lawrence, 2003). La formacién de este
tejido permite estudiar la respuesta ante estimulos inflamatorios e irritantes mediante la
cuantificacién de exudado inflamatorio y la medida de la concentracién leucocitaria
(Colville-Nash & Lawrence, 2003), razén por la cual elegimos el modelo del air pouch
como nuestro tercer modelo inflamatorio para estudiar el comienzo de la inflamacidn
aguda. Al combinar la formacién del air pouch con la inyeccién de carragenina, es posible
estudiar la respuesta inflamatoria aguda de manera reproducible en el exudado
inflamatorio presente en la cavidad del pouch vy el infiltrado en el tejido. Esto hace que

este modelo sea muy adecuado para nuestro proyecto, ya que nos permite valorar la
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permeabilidad vascular analizando el exudado inflamatorio en la cavidad del pouch y el

infiltrado leucocitario presente en la piel del dorso del ratén.

1.2. CASCADA DE ADHESION LEUCOCITARIA

El proceso de extravasacion leucocitaria es un paso clave en la respuesta inflamatoria.
Implica la migracién de los leucocitos del torrente sanguineo a los tejidos diana, donde
ejercen su funcidn efectora. La extravasacion leucocitaria estd mediada por la accidn
cooperativa de receptores de adhesidn celular y factores quimiotacticos, ocasionando
cambios morfoldgicos drasticos tanto en leucocitos como en las propias células
endoteliales. Es un proceso activo que permite la rapida y eficiente llegada de leucocitos
a los focos inflamatorios, sin comprometer la integridad endotelial (Barreiro & Sanchez-

Madrid, 2009).

Ante un dafio tisular o infeccidn, los leucocitos circulantes migran al foco inflamatorio
para eliminar el desencadenante primario de la inflamacion y reparar los tejidos dafiados.
En la inmunidad innata, este proceso comienza una vez que el sistema inmune reconoce
las moléculas asociadas a patdgenos (liberadas por microorganismos durante una
infeccién) o moléculas asociadas a dafio (que derivan de células muertas) (Medzhitov,
2008). Ademads, los antigenos también pueden desencadenar la inflamacién al ser
reconocidos por células T de memoria, dando lugar al reclutamiento de leucocitos
mediante la secrecidn de citoquinas inflamatorias. Las células tisulares centinelas, entre
las que se incluyen mastocitos, macréfagos y células dendriticas, tienen un papel clave
en la deteccién de estas sefiales, pudiendo liberar gran variedad de mediadores

proinflamatorios que conllevan reclutamiento leucocitario (Medzhitov, 2008).

El primer paso en la cascada de migracién leucocitaria es la creacién de interacciones
de adhesién débil entre los leucocitos y las células endoteliales de las vénulas
postcapilares de las zonas cercanas al foco inflamatorio. Esto permite la estimulacién in
situ de los leucocitos por quimioatractantes presentes en la superficie luminal de las

células endoteliales, ocasionando el arresto leucocitario, la adhesién firme, el gateo y la
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subsecuente transmigracién a través del endotelio (Ley et al, 2007). Como estas etapas
son previas a la transmigracion celular, la modificacién de cualquiera de ellas resultaria
en cambios en el infiltrado leucocitario, y por ello, reduciria el dafio originado en el foco

inflamatorio por la liberacién continuada de citoquinas inflamatorias.

Como en esta tesis vamos a valorar el papel de endoglina como potencial regulador de
las etapas iniciales de la respuesta inflamatoria aguda, el entendimiento de las etapas
previas a la transmigracidn leucocitaria en condiciones control, asi como la propia
transmigracién leucocitaria, son de gran interés. Su comprensién nos permitird

interpretar los posibles cambios originados por la presencia de endoglina.

La cascada de adhesidn leucocitaria esta principalmente controlada por dos familias de
receptores de adhesion: las selectinas, expresadas en los leucocitos y células
endoteliales, y las integrinas, expresadas Unicamente en los leucocitos (Ley et al, 2007).
La activacién de las células endoteliales es un paso decisivo para que se desencadene
la cascada de adhesidon leucocitaria, y puede suceder de manera rapida o lenta. La
manera rapida ocurre en cuestién de minutos, ya sea tras la induccién de la sintesis de
proteinas o aumentando la expresién de moléculas de adhesion en la membrana celular
(como la P-selectina), lo cual permite la unién de leucocitos y células endoteliales. Las
células endoteliales también pueden activarse de manera mas lenta, ddndose en
cuestion de horas la induccién de la transcripcidon de moléculas asociadas al trafico
leucocitario: selectinas, ligandos de integrinas y algunos quimioatractantes (Pober &
Sessa, 2007). Esta activacidn lenta de las células endoteliales se desencadena por la

presencia de citoquinas inflamatorias, como TNFa e IL1(3.

Minutos después del arresto leucocitario en las células endoteliales, los leucocitos
integran sefiales quimiotacticas adicionales (Alon & Shulman, 2011; Rot & von Andrian,
2004). La presencia y gradiente de citoquinas sera clave en la determinacion del sitio y
ruta de migracién: entre células endoteliales (paracelular) o a través de una célula
endotelial (transcelular). El gateo del leucocito en la cara luminal del endotelio,
inspeccionando posibles sitios para migrar al foco inflamatorio, permite el encuentro del

leucocito con distintas citoquinas. Este gateo se hace posible gracias a protrusiones
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leucocitarias que se extienden a través de las uniones adherentes entre células
endoteliales o que atraviesan el propio cuerpo endotelial, siendo un mecanismo de
deteccion de gradientes quimiotacticos que permite ademas al leucocito elegir un lugar

apropiado para cruzar el endotelio (Alon & Shulman, 2011).

Una vez que se traspasa el endotelio, los leucocitos tienen que atravesar la capa de
pericitos y la membrana basal, siendo un proceso en el que tanto el leucocito como
componentes celulares y de la matriz sufren modificaciones espaciales y en su
sefializacién (Nourshargh et al, 2010). Ademds, tras la transmigracién los leucocitos
presentan un fenotipo alterado, proactivo, con mayor supervivencia y capacidad

destructora de patégenos y células tumorales.

1.2.1. INTERACCIONES LEUCOCITO-ENDOTELIALES EN
VENULAS POSTCAPILARES

En la cascada de adhesidn leucocitaria, cada paso condiciona al siguiente, dandose
ademads un continuo solapamiento (Figura 3). Las opciones moleculares en cada paso
son de gran diversidad, pudiendo darse distintas combinaciones de alta especificidad

en funcidn del antigeno, del tejido y del contexto inflamatorio (Ley et al, 2007).

Tanto la naturaleza de la induccidn inflamatoria, como el tejido en el que se sitla el foco
de la inflamacién, dardn lugar a cambios en la cascada de adhesidn leucocitaria vy,
consecuentemente, en la cantidad de infiltrado leucocitario. Asi, una induccidn
inflamatoria por infeccidon, como es el caso del LPS, inducird un mayor infiltrado

leucocitario que una induccidén isquémica (Knapp, 2009).

Las caracteristicas anatémicas de los distintos tejidos permitirdn que el reclutamiento
leucocitario sea mas o menos eficiente (Block et al, 2012). De hecho, la cascada de
adhesién leucocitaria varia en funciéon del tejido en el que se encuentre el foco
inflamatorio, dandose en vénulas postcapilares en el rifién, mientras que se da en

capilares en el tejido pulmonar (Block et al, 2012). Esto facilita las interacciones de las
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integrinas leucocitarias con las endoteliales debido a la reducida luz del endotelio
capilar, siendo un tejido en el que podemos observar gran cantidad de aclimulos de

infiltrado leucocitario en condiciones inflamatorias (Herter & Zarbock, 2013).

Las integrinas son una familia de 30 heterodimeros que participan en una gran variedad
de funciones celulares. La unién de las integrinas a sus ligandos conlleva un cambio de
conformacion del citoesqueleto, asi como redistribucién intracelular (Herter & Zarbock,
2013). En general, los leucocitos tienen sus integrinas en estado de reposo. Las
integrinas leucocitarias desarrollan afinidad por sus ligandos endoteliales especificos,
dandose adhesiones fuertes que resisten el empuje del flujo sanguineo (Alon & Shulman,

2011; Carman & Springer, 2003; Ley et al, 2007).

Para gue se de esta transicion, es necesario que leucocitos que circulan de manera libre
por el torrente sanguineo queden capturados en el endotelio, proceso mediado por la
interaccion de glicoproteinas leucocitarias (como PSGL-1) con selectinas. La expresién
de las selectinas se induce tanto en vénulas postcapilares activadas de manera aguda o
crénica (P y E-selectina) como en plaquetas (Ley et al, 2007; Zarbock et al, 2011). Adema3s,
los leucocitos circulantes pueden unirse a su vez a leucocitos unidos al endotelio

mediante la unién entre L-selectina y PSGL-1 (Walcheck et al, 1996).

El rodamiento leucocitario mediado por selectinas se estabiliza generalmente por
microvellosidades leucocitarias, que ralentizan el rodamiento permitiendo que se den
interacciones con citoquinas e integrinas endoteliales (Chen & Springer, 1999). En los
neutréfilos en rodamiento se da la unién de E-selectina endotelial con fia PSGL-1
leucocitaria, desencadenandose uniones débiles entre integrinas leucocitarias clave,
como LFA-1y VLA-4, con sus ligandos endoteliales: la molécula de adhesidn intercelular
(ICAM-1) y la molécula de adhesién vascular (VCAM-1), dandose una ralentizacién del
rodamiento mediado por selectinas. Aunque ICAM-1y VCAM-1 no se localizan en los
bordes endoteliales ni intervienen directamente en la transmigracién, participan en
eventos que ocurren justo antes de la diapédesis, reclutdndose en los bordes

endoteliales durante la transmigracién. ICAM-1y VCAM-1 intervienen de manera directa
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en la adhesion firme de los leucocitos a la superficie apical de las células endoteliales

(Barreiro et al, 2008; Carman & Springer, 2004).

El arresto leucocitario requiere la activacion de al menos una de las principales integrinas
leucocitarias: LFA-1 (presente en leucocitos efectores), Mac-1 (presente en neutrdfilos
y monocitos) o VLA-4 (presente en monocitos, eosindfilos y células By T efectoras).
Una vez que el leucocito esta adherido de manera firme al endotelio, ICAM-1 se agrupa
en los bordes endoteliales de justo debajo del leucocito y continla rodeandole,
desplazdndose los agrupamientos de ICAM-1 a la vez que se va desplazando el

leucocito.

Tras el arresto, los leucocitos efectores pueden o translocarse a través de la capa
endotelial, generalmente en uniones endoteliales paracelulares, o gatear, mediante
uniones de sus integrinas, por la cara luminal endotelial, buscando sitios dptimos para la
transmigracion (Phillipson et al, 2009). In vivo, se ha demostrado que el gateo permite la
deteccidn de gradientes de quimiocinas que dirigen a los leucocitos de tejidos sanos al
foco inflamatorio, reduciéndose asi posibles dafios colaterales causados por el infiltrado

inflamatorio (McDonald et al, 2010).

INTERACCIONES LEUCOCITO-ENDOTELIO

(3]

RODAMIENTO ARRESTO ADHESION FIRME PROTUSION TRANSMIGRACION PARACELULAR

2344

1CAM-1| VCAN-1

PECAM-1

Ve-cadherina

Figura 3. Representacion de las interacciones leucocito-endotelio, y las principales moléculas implicadas.
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Como ocurre en otros procesos migratorios, los leucocitos reorganizan su citoesqueleto
de actina, generando un borde delantero protrusivo y un urépodo contractil (Hyun et al,
2012). El reciclaje de integrinas en el borde protrusivo contribuye al gateo leucocitario
hacia sitios dptimos para transmigrar (Katagiri et al, 2006). Durante el gateo, los leucocitos
generan numerosos contactos de tipo integrina con la cara luminal endotelial (Shulman et
al, 2009). Esto hace posible que el gateo leucocitario pueda darse en direcciéon contraria
o perpendicular al flujo sanguineo, permitiendo una exploracién total de la superficie

luminal vascular (Carlin et al, 2013; Phillipson et al, 2009; Sumagin et al, 2010).

1.2.2. MIGRACION CELULAR TRANSENDOTELIAL

El paso de gateo leucocitario a la rotura del endotelio y consecuente migracion
transendotelial (MTE) estd orquestado por multiples eventos moleculares y celulares.
Entre ellos destacan la deteccidn de sitios éptimos de transmigracién que proporcionen
una guia quimiotactica a través del lumen, interacciones reversibles con la cara luminal
endotelial y cambios en la morfologia del leucocito que permitan al gran nucleo

leucocitario atravesar las uniones estrechas interendoteliales (Nourshargh et al, 2010).

En un 70-90% de los casos, la transmigracién es por la via paracelular (entre células
endoteliales adyacentes), dandose la MTE por via transcelular en casos aislados (Ley et
al, 2007; Muller, 2011; Woodfin et al, 2011). Sin embargo, en las células endoteliales del
cerebro la proporcidn es la contraria, siendo la via transcelular la mas comun. Esto se ha
atribuido a que las uniones adherentes entre células endoteliales cerebrales son méas

estrechas, restringiéndose la via transcelular (Engelhardt & Ransohoff, 2012).

Tanto la via paracelular como la transcelular conllevan cambios endoteliales causados
por el leucocito. Por ejemplo, la adhesién leucocitaria mediada por integrinas
desencadena la agrupacion del ICAM-1 endotelial, y el consecuente reclutamiento de
VCAM-1 en estructuras membranosas que actlan como plataformas para el arresto
leucocitario firme y la posterior MTE (Barreiro et al, 2008; Carman & Springer, 2004). La unién

de ICAM-1y VCAM-1 a ligandos como CD9, CD151 y CD147 en leucocitos en la fase de
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gateo desencadena eventos que incrementan la permeabilidad de la barrera endotelial:
aumento del calcio intracelular (Huang et al, 1993; Pfau et al, 1995), generacion de ROS (Deem
et al, 2007; Martinelli et al, 2009) y activacion de la proteina quinasa activada por mitégeno
p38 (MAPK)(Hu et al, 2000). Ademas, en la MTE por la via paracelular, la unién de ICAM-1
da lugar a la fosforilacién en las tirosinas de moléculas clave en el mantenimiento de las
uniones adherentes endoteliales, facilitdndose asi indirectamente la diapédesis. En la via
transcelular, agrupaciones de ICAM-1 se pueden translocar a dominios de caveola ricos
en actina, formando canales intracelulares a través de los cuales los leucocitos

atraviesan el endotelio (Carman et al, 2007; Millan et al, 2006).

Una vez que los leucocitos se han unido a las zonas de uniones endoteliales, la rotura
del endotelio esta finamente regulada por moléculas de adhesién expresadas de manera
selectiva, o que presentan mayor expresion, entre células endoteliales adyacentes. En
las uniones adherentes destaca VE-cadherina y la familia de moléculas de adhesidon de
uniones (JAM). En los bordes de células endoteliales adyacentes también aumentan los

niveles de PECAM-1, CD99 e ICAM-2 (Muller, 2011; Nourshargh et al, 2010).

El paso clave para la MTE es la unién homofilica del PECAM-1 leucocitario con el PECAM-
1 del borde de la célula endotelial (Muller, 2011; Mamdouh et al, 2003). Es ademas el punto
de no retorno para el leucocito. In vivo, los pasos anteriores de arresto, rodamiento y
adhesidn firme son reversibles. La mayoria de los leucocitos que pasan por una vénula
postcapilar cercana al foco inflamatorio no son capturados, muchos se llegan a unir al
endotelio y se sueltan, volviendo a la circulacién. Pero una vez que se da la diapédesis,
continda la migracién al foco inflamatorio y no vuelve al torrente sanguineo(Muller,
2015). De hecho, el bloqueo de PECAM con anticuerpos impide la MTE por completo,
quedando los leucocitos en la etapa de gateo en superficie apical endotelial. Siguen
activados y continlan con el gateo, pero mientras se mantiene PECAM bloqueado no

inician la diapédesis (Schenkel et al, 2004).

Uniones homofilicas entre el PECAM leucocitario y el endotelial dan lugar a sefiales de
reclutamiento del compartimento de borde lateral reciclable (CBLR). Durante la MTE, hay

gran cantidad de moléculas que se reciclan en compartimentos intracelulares o
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vesiculas, como CBLR, caveolas y endosomas (Ley et al, 2007; Muller, 2011; Vestweber, 2012).
Su funcién parece ser el mantenimiento de la integridad endotelial y aportar
compartimentos membranosos que rodeen al leucocito a su paso por la célula endotelial
(Mamdouh et al, 2003). Asi el CBLR es un depdsito de moléculas necesarias para la MTE,
como son PECAM-1, CD99 y JAM-A, permitiendo el reclutamiento de moléculas clave al
sitio de diapédesis (Muller, 2011).

Ademds, para que la MTE sea eficiente es necesario que se dé la pérdida transitoria de
VE-cadherina de la superficie celular (Weber et al, 2007). VE-cadherina tiene un papel
crucial en la integridad endotelial, manteniendo adhesiones estrechas homofilicas entre
células endoteliales adyacentes. Esto la convierte en una de las moléculas responsables
de la permeabilidad endotelial, manteniendo en condiciones fisioldgicas la barrera
endotelial ante macromoléculas y leucocitos (Vestweber, 2012). Las funciones de VE-
cadherina estan reguladas de manera directa por cateninas citoplasmaticas, que
controlan las interacciones de VE-cadherina con la actina cortical del citoesqueleto.
Ademads, en condiciones fisioldgicas, VE-cadherina estd asociada a una fosfatasa
especifica (VE-PTP), que se disocia del complejo VE-cadherina ante la presencia
leucocitaria (Vockel & Vestweber, 2013). VE-PTP provoca la fosforilacidn en residuos de
tirosina tanto en VE-cadherina como en las cateninas asociadas, permitiéndose el
reclutamiento del adaptador endocitico a-adaptina, dandose la endocitosis reversible de

VE-cadherina en los lugares cercanos a la diapédesis (Wessel et al, 2014).

1.2.3. ROTURA DE LA PARED VENULAR TRAS LA MIGRACION
TRANSENDOTELIAL

Para salir por completo de la pared de la vénula, los leucocitos que estan atravesando la
barrera endotelial tienen que pasar la cubierta de pericitos y la membrana basal
(Nourshargh et al, 2010) (Figura 4). Los pericitos son células murales que se encuentran
embebidas en la membrana basal, envolviendo a las células endoteliales de manera
discontinua. Los pericitos pueden expresar de manera inducible tanto moléculas de
adhesidn clave, como ICAM-1y VCAM-1, como quimiocinas y receptores de citoquinas

proinflamatorias (Pober & Sessa, 2007; Stark et al, 2013; Voisin & Nourshargh, 2013). Se ha
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demostrado que los pericitos aportan un sustrato adhesivo, mediado por la interaccion
del ICAM-1 expresado por los pericitos con Mac-1 o LFA-1 de neutréfilos, participando
activamente en la transmigracién y permitiendo que el neutrdfilo localice lugares 6ptimos

para infiltrarse en el tejido (Proebstl et al, 2012).

Al igual que las células endoteliales, los pericitos contribuyen en las propiedades de
barrera propias de la membrana basal. La membrana basal es una compleja red proteica,
principalmente constituida por laminina y coladgeno IV, formando una barrera muy poco
permeable para los leucocitos (Rowe & Weiss, 2008). A dia de hoy, se piensa que existen
zonas de la membrana basal que son menos densas, conocidas como regiones de baja
expresién (RBE), que ademds coinciden espacialmente con huecos entre pericitos
adyacentes. Por ello, las RBE se comportan como salidas elegidas para atravesar la
membrana basal (Voisin & Nourshargh, 2013). De hecho, se ha demostrado que su
tamafio aumenta considerablemente durante la transmigracién leucocitaria (Voisin et al,

2010).

MIGRACION TRANSENDOTELIAL

LEUCOCITO TRANSMIGRANDO.

PERICITO

CELULA ENDOTELIAL

LEUCOCITO EN RODAMIENTO

Figura 4. Representacién de la migracion leucocitaria transendotelial, a través de los espacios entre

pericitos.
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Aunque las células endoteliales son la fuente principal de moléculas quimiotacticas para
leucocitos efectores, los pericitos, fragmentos de la membrana basal, macréfagos
perivasculares, mastocitos, sefales antigénicas y leucocitos recién extravasados liberan
también factores quimiotacticos, enviando sefiales de corto alcance que dirigen a los
leucocitos durante la diapédesis (Nourshargh & Alon, 2014). Por ello, los mecanismos
que guian al leucocito en la migraciéon desde el lumen vascular hasta el tejido
extravascular, donde ejercera sus funciones efectoras, son mdltiples y cooperativos, y

estan estrechamente relacionados.

Mas adelante en el proceso inflamatorio, los neutréfilos extravasados que han sido
fagocitados por macréfagos perivasculares regulan de manera negativa la extravasacion
leucocitaria, mediante la secrecién de mediadores de la resolucion de la inflamacion
como resolvinas, lipoxinas (Wolf et al, 2008) y citoquinas antiinflamatorias como IL10.
Estos mediadores reducen la extravasacion leucocitaria, la respuesta ante
quimioatractantes y la expresién de moléculas de adhesién endotelial (Soehnlein et al,
2009). Esta retroalimentacion negativa es critica, ya que, aunque la extravasacion
leucocitaria es necesaria para mantener las funciones vitales y proteger al organismo de
agentes infecciosos o lesiones, ocasiona dafio tisular cuando se descontrola. Un
reclutamiento leucocitario excesivo contribuye al desarrollo de enfermedades
inflamatorias crénicas, entre las que se encuentran ateroesclerosis, diabetes mellitus y

artritis reumatoide entre otras (Ley & Reutershan, 2006).
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2. PERMEABILIDAD VASCULAR

La funcidn principal de la vasculatura es asegurar el aporte de sangre oxigenada a los
tejidos, para posteriormente recoger la sangre sin oxigeno y llevarla de nuevo a los
pulmones. Ademas, la vasculatura controla distintas funciones homeostéticas, como la
hemostasia, el transporte de lipidos y la respuesta inmune (Lanitis et al, 2015). En un
individuo sano, la vasculatura es estable, permitiendo la supervivencia de las células

endoteliales (Lee et al, 2007).

En condiciones control, la vasculatura es permeable a solutos y pequefias moléculas,
restringiendo la extravasacion de células y moléculas de mayor tamafio. En muchas
patologias, como el cancer y enfermedades que cursan con inflamacién, la barrera
vascular pierde su estructura y la permeabilidad aumenta extremadamente (Figura 5).
La fuga de células y moléculas de gran tamafio ocasiona edema e inflamacién, llegando

a hacerse cronica en ciertas patologias (Lee et al, 2007).

2.1. IMPORTANCIA FISIOPATOLOGICA

El edema se define como la acumulacién de liquido en el espacio intersticial, y en la
actualidad se considera un signo clinico, propio de patologias como las enfermedades
cardiovasculares. La mayor parte de la circulacién de liquido y proteinas a la cavidad
intersticial ocurre en los capilares o en las vénulas postcapilares pulmonar (Siddall et al,

2017), coincidiendo con los lugares éptimos para la migracién transendotelial.

La permeabilidad vascular puede incrementarse de manera patoldgica y generar edema
por distintas causas, entre las que se encuentra la insuficiencia renal, la cirrosis hepéatica,

la insuficiencia cardiaca y la inflamacién (Cho & Atwood, 2002).

El edema puede ser sistémico, provocando una tumefacciéon de todos los tejidos y
organos, o puede ser localizado, entre los que destaca el edema pulmonar (Siddall et al,

2017; Akdemir et al, 2014). En esta manifestacion clinica, se acumula liquido en los
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pulmones por un aumento de presidén en los capilares pulmonares, edematizandose
tanto el espacio intersticial del parénquima pulmonar como el propio espacio alveolar
(Akdemir et al, 2014). Una de las causas que provocan el edema pulmonar es la inhalacién
de productos téxicos o las infecciones, causando insuficiencia respiratoria (Assaad et al,

2017).

También destacan los edemas cutdneos, generandose por las picaduras de insectos,
dafio mecénico, las quemaduras, o el contacto de la piel con irritantes como las

carrageninas (Posadas et al, 2004).

Dada la repercusion fisiopatoldgica y la extensién en la poblacién de los edemas
pulmonares y cutdneos, nos propusimos estudiar el papel de endoglina en la
permeabilidad vascular en condiciones inflamatorias en dos modelos animales que
mimificaran dichas patologias. Por un lado, el modelo de nebulizacién pulmonar de LPS
nos permite valorar el edema pulmonar ante infeccién aguda en presencia de endoglina,
mientras que mediante el tratamiento con carragenina en el modelo del air pouch

podemos valorar el edema cutéaneo.
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PERMEABILIDAD VASCULAR

PERMEABILIDAD VASCULAR PERMEABILIDAD VASCULAR
EN CONDICIONES FISIOLOGICAS DURANTE INFLAMACION

PEQUENA CANTIDAD DE FLUIDO GRAN CANTIDAD DE FLUIDO

ESPACIOS ESPACIOS
INTERENDOTELIALES INTERENDOTELIALES
ESTRECHOS AUMENTADOS

Figura 5. Diferencias entre la permeabilidad vascular en condiciones fisiolégicas y en condiciones

inflamatorias.

2.2. MECANISMOS EN LA PERMEABILIDAD
VASCULAR

En condiciones fisioldgicas, las moléculas menores a 40 kDa pueden extravasarse de
manera espontdnea (Egawa et al, 2013), mientras que moléculas de mayor tamafio
necesitan la ruptura de la barrera vascular para extravasarse al tejido. Como ya hemos
explicado, aunque este proceso ocurre generalmente en las vénulas postcapilares, los

capilares y vénulas de mayor tamafio también pueden aumentar su permeabilidad.

El mecanismo de la permeabilidad vascular puede variar dependiendo del érgano y del

tipo de vaso. A dia de hoy, se consideran dos modelos principales. El primero requiere
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la formacion de poros transendoteliales por vesiculas o vacuolas: el organulo vesiculo-
vacuolar. El segundo modelo, requiere la disociacion reversible de uniones paracelulares

entre células endoteliales.

2.2.1. EL ORGANULO VESICULO-VACUOLAR

El organulo vesiculo vacuolar estd implicado principalmente en la extravasacién de
macromoléculas. El transporte vesicular a través del endotelio (transcitosis) es un
importante mecanismo para la liberacion de macromoléculas al tejido. Durante Ia
transcitosis, regiones de la membrana plasmatica llamadas caveolas se separan,
funcionando como transportadores vesiculares, y se fusionan con la membrana
plasmatica abluminal, liberando su contenido en el espacio perivascular. La transcitosis
endotelial ocurre en ciertos vasos, bajo ciertas condiciones fisioldgicas. Por ejemplo, la
transcitosis es comun en la vasculatura cerebral, aumentando considerablemente ante

alteraciones de la barrera hematoencefalica (Armulik et al, 2010).

2.2.2. UNIONES PARACELULARES

Las uniones entre células endoteliales pueden ser adherentes u oclusivas. El principal
componente de las uniones adherentes es VE-cadherina, la cual forma uniones
homofilicas entre célula endoteliales adyacentes (Dejana et al, 1999). Las uniones
adherentes se separan en respuesta a distintos estimulos, como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y citoquinas proinflamatorias como la histamina y la
bradiguinina. Estos estimulos causan la hiperfosforilacién de VE-cadherina y por ello, su
disociacién. VE-cadherina estd también fosforilada en el estado basal, a través de la
activacion de c-Src. El evento que desencadena la internalizacién de VE-cadherina sigue
sin identificar (Gavard & Gutkind, 2006).

En condiciones fisioldgicas, la disociaciéon de las uniones adherentes es transitoria, y
vuelven a cerrarse debido al reciclaje de VE-cadherina, situdndose de nuevo en la

superficie celular (Fukuhra et al, 2006). Hay distintos articulos que muestran las uniones
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adherentes abiertas, o incluso se ha observado la dindmica de apertura y cierre in vivo
(Baluk et al, 1997). En enfermedades caracterizadas por una permeabilidad vascular
excesiva, la regulacién de la apertura y cierre de las uniones estd descontrolada,
manteniéndose abiertas de manera continua, ocasionado permeabilidad vascular

crdnica (Nagy et al, 2008).

Se ha hipotetizado que la retraccidon del citoesqueleto de actina, que provoca la
contraccion de las células endoteliales, podria facilitar la apertura de las uniones
adherentes, por lo que también podria estar implicada en el aumento de permeabilidad
vascular. Sin embargo, esta hipdtesis no es clara, ya que los cambios celulares
observados podrian deberse al mismo desensamblaje de las uniones adherentes. Por
ello, seria necesario estudiar mas a fondo el posible papel del citoesqueleto de actina en

la permeabilidad vascular.

2.3. REGULACION DE LA PERMEABILIDAD
VASCULAR

La permeabilidad vascular puede regularse de manera directa por moléculas que
provoquen desestabilizaciéon de la barrera endotelial, ya sea por la formaciéon de
vesiculas o por la apertura de uniones intercelulares. La magnitud de la permeabilidad
vascular también se puede regular indirectamente por la presién y el flujo sanguineo.
Asi, un incremento en el flujo sanguineo supondria un aumento en la permeabilidad
vascular (Baskurt et al, 2004; Meininger & Davis, 1992). Entre los factores que regulan la
permeabilidad destacan los factores de crecimiento, como VEGF (Ferrara, 2005) vy

citoquinas inflamatorias.

Las citoquinas inflamatorias que destacan en la regulacién de la permeabilidad vascular
son la histamina y la bradiquinina. Ambas median la activaciéon de la serina/treonina
quinasa Akt, que fosforila y activa eNOS. Una vez fosforilado, eNOS cataliza la
generacion de NO, el cual es un potente vasodilatador. Ademas, NO nitrosila la B-

catenina que esta fisiolégicamente unida a VE-cadherina, provocando su disociacion y
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la consecuente ruptura de las uniones adherentes entre células endoteliales (Thibeault et

al, 2010).

2.4. PERMEABILIDAD VASCULAR Y MIGRACION
TRANSENDOTELIAL

Durante muchos afios, se ha asumido que el proceso de permeabilidad vasculary la MTE
estaban directamente relacionados: a mayor permeabilidad, mayor facilidad para que se
dé la extravasacidon leucocitaria. Por ello, tradicionalmente se ha entendido Ia
permeabilidad vascular como un requisito para que se diera la MTE. Esto parecia
evidente porque moléculas relacionadas con la adhesidn leucocitaria y transmigracién
se relacionaban a su vez con la ruptura de uniones endoteliales, como trombina,
histamina y bradiquinina (Mehta & Malik, 20086).

Sin embargo, se ha demostrado que una MTE eficiente no requiere de un aumento en la
permeabilidad de las uniones endoteliales (Weber et al, 2015; Winger et al, 2014). En estudios
de inflamacidn en la vasculatura de la traguea in vivo, se demostré que la permeabilidad
vascular se da principalmente en las vénulas postcapilares de menor didmetro (20-40
um), mientras que la mayoria de los leucocitos transmigran en vénulas mas distales, de
mayor tamafio (40-60 um) (Baluk et al, 1997; McDonald, 1994). Por ello, permeabilidad y MTE

no tienen por qué ocurrir simultdneamente.

De hecho, la permeabilidad vascular y la MTE se controlan mediante residuos de tirosina
del dominio citoplasmatico de VE-cadherina distintos. Esto se estudié con ratones
mutantes para distintos residuos de tirosina, demostrdndose que los que presentaban
una mutacion tenian defectos en la induccidn de la permeabilidad vascular, pero
presentaban una extravasacién leucocitaria normal, mientras que los ratones mutantes
para otro residuo de tirosina presentaban una MTE neutréfila defectuosa, pero

respondian con normalidad a agentes inductores de la permeabilidad (Wessel et al, 2014).
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Los mecanismos de ruptura de las uniones adherentes y modulacién de VE-cadherina
que permiten la permeabilidad vascular y MTE son distintos, aunque algunas de las
moléculas que participan en ambos fendmenos sean comunes. Asimismo, la MTE es un
fendmeno local que requiere de miultiples sefiales entre el leucocito y el endotelio

(Muller, 2011, 2015), mientras que la permeabilidad vascular es una respuesta global.
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3. ENDOGLINA

Se ha demostrado que la proteina endoglina estd aumentada en patologias que cursan
con un proceso inflamatorio, entre las que se encuentran las enfermedades
cardiovasculares, la preeclampsiay el cancer (Bernabeu et al, 2009; LOpez-Novoa & Bernabeu,
2010). Sin embargo, se desconoce si endoglina podria estar teniendo un papel en la
induccidon del componente inflamatorio, o incluso en la base patoldgica de estas

enfermedades.

A pesar de que se han empleado gran cantidad de recursos en la caracterizacion de los
componentes celulares y moleculares de la inflamacion, a dia de hoy las terapias
relacionadas con las enfermedades inflamatorias siguen siendo paliativas, estando lejos
aun quedan lejos de estrategias terapéuticas que aborden las enfermedades

inflamatorias de manera efectiva.

En esta tesis, exploramos el papel de endoglina como potencial regulador de las
respuestas inflamatorias involucradas en el comienzo de inflamacién, centrandonos en

concreto en el papel de la endoglina en la respuesta inflamatoria aguda.

3.1. EXPRESION Y DISTRIBUCION CELULAR

Endoglina (CD105), es una glicoproteina de membrana homodimérica, de 180 kDa,
formada por dos subunidades de 90 kDa unidas por puentes disulfuro (Gougos &
Letarte, 1990).

Se expresa fundamentalmente en células endoteliales, especialmente en venas y
capilares (Mahmoud et al, 2009), y tanto en adultos como en la vasculatura embrionaria
(Arthur et al, 2000), por lo que es considerada como uno de los principales marcadores
endoteliales. Ademads, endoglina se expresa en menores niveles en el musculo liso
vascular y en pericitos (Conley et al, 2000; Rivera & Brekken, 2011). También se ha descrito la

expresion de endoglina en células de origen hematopoyético, como precursores de
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células B (zhang et al, 1996), proeritroblastos (Buhring et al, 1991), macrdfagos (Lastres et al,
1992; O'Connell et al, 1992), y células estromales de la médula dsea (St-Jacques et al, 1994a;
Rokhlin et al, 1995), en los sincitiotrofoblastos de la placenta (Gougos et al, 1992; St-Jacques et
al, 1994b), en fibroblastos (Gougos and Letarte, 1988), condrocitos del cartilago (Parker et
al, 2003), células mesangiales de rifidn (Rodriguez-Barbero et al, 2001; Diez-Marques et al, 2002)

y en las células estrelladas del higado (Meurer et al, 2005).

3.2. ENDOGLINA COMO RECEPTOR AUXILIAR DE
TGF-B

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) pertenece a una superfamilia de
moléculas pleiotrépicas entre las que se encuentran las proteinas morfogenéticas dseas
(BMPs), las activinas, inhibinas, factores de crecimiento y diferenciacion y factores
neurotréficos derivados de la glia (Massagué, 2000). Controlan tanto el desarrollo como la
homeostasis del organismo, y estdn implicados en la regulacién de la proliferacion,
diferenciacién y apoptosis celular, procesos involucrados en la reparacion tisular, en la

angiogénesis y en la respuesta inmune (Massagué, 1998).

TGFB-1 es la isoforma més abundante de la superfamilia de TGF-B, y participa en
distintos efectos bioldgicos: regula la proliferacion celular, la apoptosis y procesos de
desarrollo, la diferenciacién celular y migracién, ademas de modular la respuesta inmune

(Shi & Massagué, 2003; ten Dijke & Arthur, 2007).

La sefializacién intracelular de TGFB-1 estd mediada por receptores heterotriméricos
con actividad serina/treonina quinasa y por proteinas citoplasmaticas denominadas
Smads. El TGFB-1 se une a su receptor tipo I, TBRII para activar el receptor tipo I, TBRI,
y fosforilar a las proteinas Smads. Existen dos receptores tipo | principales para TGFB-
1: las quinasas similares al receptor de activina: ALK5 y ALK1. ALK5 fosforila las proteinas
Smad?2 y Smad3, mientras que ALK1 fosforila a Smad1y Smad5 (Goumans et al, 2002; Lebrin
et al, 2005; Bertolino et al, 2005). Una vez activadas, las Smads forman un complejo que viaja

al nlcleo, donde acttia como factor de transcripcion.
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Endoglina actla como receptor auxiliar (receptor de tipo lll) de la superfamilia de TGF-
B. A través de una secuencia de unidn proteina-proteina presente en el dominio
extracelular de endoglina, se favorece la estabilizacién del complejo de receptores que
se forma tras la llegada del ligando, formado por los receptores de tipo | y tipo Il. La
formacion de este complejo permite la fosforilacién de los residuos intracelulares
especificos, y, por tanto, la activacidon de la cascada de sefializacidén de las Smads al
interior celular. Endoglina carece de actividad enzimética, por lo que, aunque no activa
por si sola ninguna via de sefializacién, modula la sefial, ya que en su dominio intracelular
existen residuos susceptibles de ser fosforilados, asi como regiones claves de
interacciéon con otras proteinas que pueden estar participando o interfiriendo en la
cascada de sefializacion (Bernabeu et al, 2009; LOpez-Novoa & Bernabeu, 2010; NUfiez-GOmez et

al, 2017).

3.3. ESTRUCTURA

Endoglina es una glicoproteina de membrana homodimérica, de 180 kDa, formada por
dos subunidades de 90 kDa cada una, unidas por dos puentes disulfuro. Su dominio
extracelular se encuentra altamente glicosilado por oligosacaridos unidos a las cadenas
peptidicas mediante enlaces N-Asn y O-Ser/Thr, que suponen aproximadamente el 20%
del total del peso de la proteina. De los 658 aminodcidos que tiene endoglina, 561
corresponden a su dominio extracelular y 47 a la cola citoplasmatica (Gougos & Letarte,
1990; Llorca et al, 2007). Existe una segunda isoforma de endoglina, S-endoglina,
minoritaria y mas corta, que consta de 625 aminoacidos, puesto que carece de gran
parte del dominio intracelular (Bellon et al, 1993). Ademés, endoglina presenta una forma
soluble que circula en plasma (endoglina soluble), que se corresponde con la regién

extracelular de endoglina de membrana.

3.3.1. EL DOMINIO EXTRACELULAR DE ENDOGLINA

El dominio extracelular de endoglina consta de dos regiones diferenciadas: un dominio

N-terminal, y el dominio ZP (zona pellcida), muy conservado entre las diferentes
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especies. Los primeros 25 aminodcidos corresponden al péptido sefial o secuencia lider,
que dirige endoglina a la membrana citoplasmatica, donde este fragmento es eliminado
(Gougos & Letarte, 1990).

El dominio N-terminal es portador de la secuencia de unién de TGF-B en su papel de
receptor auxiliar (LOpez-Casillas et al, 1994; Llorca et al, 2007; Castonguay et al, 2011; Alt et al,
2012).

El dominio ZP, por su parte, consta de 260 aminodcidos y estd implicado en las
interacciones proteina-proteina (Jovine et al, 2005). Participa en la oligomerizacién de
endoglina y en su interaccién con los receptores TRRIl y ALK5S (Guerrero-Esteo et al, 2002).
Ademads, presenta el tripéptido RGD (arginina-glicina-aspartato), comprendido entre los
aminoacidos 374 y 376, implicado en adhesidn celular (Gougos & Letarte, 1990; Cheifetz et

al, 1992; Llorca et al, 2007).

3.3.2. EL DOMINIO INTRACELULAR DE ENDOGLINA

Tras el dominio extracelular, endoglina posee una Unica regién transmembrana y un
corto dominio citoplasmatico, que consta de 47 aminodcidos y se encuentra
constitutivamente fosforilado en las células endoteliales (Lastres et al, 1994; Yamashita et al,
1994). En este dominio citosdlico endoglina presenta numerosos residuos serina, treonina
y tirosina susceptibles de ser fosforilados (Lastres et al, 1994; Koleva et al, 2006; Pan et al,
2014). Los tres ultimos residuos C-terminales constituyen una secuencia de unién a

motivos PDZ tipo | de otras proteinas (Guerrero-Esteo et al, 2002).

3.3.3. LAS ISOFORMAS DE ENDOGLINA

El gen de endoglina consta de 15 exones, pero en ocasiones, el ARNm resultante de su
transcripcién puede sufrir splicing alternativo, dando lugar a dos isoformas diferentes

de la proteina: la isoforma larga, L-endoglina, y la isoforma corta, S-endoglina.
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La isoforma predominante es L-endoglina, a la que corresponde la estructura proteica
anteriormente descrita. Pero si durante la transcripcién génica no se elimina el Ultimo
intrén, localizado entre los exones 13 y 14, el ARNm maduro resultante da lugar a la
traduccion de una proteina mas corta, S-endoglina, que carece de gran parte del dominio
intracelular ya que el intrén introduce un coddén de parada prematuro (Bellon et al, 1993;

Perez-Gomez et al, 2005).

S-endoglina humana consta de 625 aminoacidos, con una cola citoplasmatica de 14
aminoacidos, de los cuales solo 7 son comunes a la isoforma larga (del 612 al 618),
puesto que los 7 aminodacidos terminales corresponden a la regién del intréon que se
traduce, hasta el coddn de paro (del 619 al 625). Este dominio intracelular, por tanto,
carece del tripéptido PDZ, asi como de sitios clave de fosforilacién como son la Ser®?'y
todos los residuos fosforilables por miembros del complejo de receptores de TGF-B,

pero conserva los sitios de fosforilacién por Src.

S-endoglina se expresa significativamente en higado y pulmdn en ratén (Perez-Gomez et
al, 2005), y su expresién aumenta durante la senescencia de las células endoteliales
(Blanco et al, 2008) y en situaciones de estrés oxidativo y envejecimiento en macréfagos

(Aristorena et al, 2014a).

La mayoria de estudios se han realizado atendiendo a la isoforma mayoritaria, L-
endoglina. Se cree que ambas isoformas, L y S-endoglina, modulan de manera distinta
la sefializacidn de las vias ALK1y ALK5. En distintos modelos celulares se ha demostrado
que la sobreexpresion de S-endoglina favorece la sefializacion a través de
ALK5/Smad2/3, mientras que L-endoglina lo hace a través de ALK1/Smad1/5/8 (Blanco et
al, 2008; Velasco et al, 2008).

Por su parte, la forma soluble de endoglina, endoglina soluble, es una proteina circulante
que se corresponde con la regidn extracelular, N-terminal, de endoglina de membrana.
La endoglina soluble se genera mediante el corte proteolitico de la endoglina de
membrana por la metaloproteinasa MMP14 en la posicidon 586-587, préximo al dominio

transmembrana, liberando al medio el fragmento correspondiente a casi todo el dominio
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extracelular, de aproximadamente 80 kDa (Hawinkels et al, 2010; Kaitu'u-Lino et al, 2012)

(Figura 6).

LAS ISOFORMAS DE ENDOGLINA

L-ENDOGLINA S-ENDOGLINA ENDOGLINA SOLUBLE

DOMINIO HUERFANO

RGD

DOMINIO ZP

EXTRACELULAR
MMP-14

- -2

INTRACELULAR

Figura 6. Estructura de las distintas isoformas de endoglina: L-endoglina, S-endoglina y endoglina soluble.

En condiciones fisioldgicas aparece en plasma en bajas concentraciones y aumentada
en diversas patologias como la preeclampsia, leucemia mieloide aguda, distintos tipos
de tumores sélidos y cardiomiopatia dilatada, donde los niveles elevados de endoglina
soluble estan asociados a un peor prondstico (Bernabeu et al, 2009; Cruz-Gonzalez et al, 2008;
Pérez-Gomez et al, 2007). Ademas, en pacientes con diabetes e hipertension, la presencia
de altas concentraciones de endoglina soluble se ha relacionado con alteraciones

cardiovasculares (Blazquez-Medela et al, 2010).

3.3.3.1. FUNCIONES DIFERENCIALES DE LAS ISOFORMAS DE
ENDOGLINA

3.3.3.1.1. LY S-ENDOGLINA

Apenas se conoce el papel que desempefia S-endoglina in vivo. Aunque hay muy pocas

investigaciones como para sacar conclusiones sdlidas, estudios en ratén sugieren que
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puede comportarse como una molécula antiangiogénica, de manera contraria a la
funcién proangiogénica que se le atribuye a la L-endoglina. Ratones que sobreexpresan
S-endoglina presentan un retraso en el crecimiento tumoral, similar a aquel observado
en ratones deficientes de endoglina (Quintanilla et al, 2003; Perez-Gomez et al, 2005; Duwel et
al, 2007). También se le ha atribuido un papel en senescencia (Blanco et al, 2008), y se ha
sugerido que el ratio L-endoglina / S-endoglina puede verse reducido con el

envejecimiento.

Se han descrito diferentes respuestas celulares a la sobreexpresién de L-endoglina o de
S-endoglina, sugiriendo un papel esencial del dominio intracelular de la proteina en la
modulacién de numerosos procesos (Figura 7). Asi, en un modelo celular de mioblastos
de rata, la sobreexpresion de L-endoglina promueve la activacion de la via de Smad1/5/8,
inhibe la via de Smad2/3 y estimula la proliferaciéon celular. Por el contrario, la
sobreexpresion de S-endoglina induce la sefializacién a través de Smad2/3 y la

produccién de componentes de la matriz extracelular (Velasco et al, 2008).
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ISOFORMAS DE EN LINA EN SENALIZACION

L-ENDOGLINA S-ENDOGLINA

o o \ o
Smad1 Smad3
D (o] 4/

ALKS ALK1 ALKS ALK1

Figura 7. La sefializacién intracelular de las isoformas de endoglina

Una posible hipétesis es que, al carecer de la mayor parte del dominio intracelular, S-
endoglina esté actuando como un dominante negativo del efecto de L-endoglina, al
competir con ella por la unién al complejo de receptores de TGF-B. De esta forma, S-
endoglina ejerceria el mismo papel que L-endoglina en aquellos procesos mediados
exclusivamente por el dominio extracelular, pero antagonizaria el efecto de la isoforma

principal cuando es el dominio intracelular quien modula el proceso en cuestion.

3.3.3.1.2. ENDOGLINA SOLUBLE

El mecanismo de accién de endoglina soluble aln no ha sido bien definido. Una de las
teorfas comlUnmente aceptada es que endoglina soluble ejerce su accién mediante la

inhibicién de la ruta de sefializacién de TGF-.
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Como se ha explicado anteriormente, endoglina de membrana actlia como modulador
de esta via de sefializacidn, interaccionando con el ligando y con el resto de receptores
mediante su dominio extracelular. Por lo tanto, se sugiere que el exceso de endoglina
soluble podria interaccionar con el ligando TGF-B y antagonizar su unidn a los receptores
de membrana (Venkatesha et al, 2006). Sin embargo, se ha demostrado que endoglina por
si sola, no puede unirse a TGF-B, si no que requiere de la interacciéon con los otros

receptores del complejo, TBRIy TRRII (Barbara et al, 1999).

Podria ser cierto que endoglina soluble estuviera modificando la sefializacién a través
de TGF-B, pero interaccionando con el complejo de receptores formado tras la unién del
ligando, y no mediante unién directa al mismo. En este caso, al carecer del dominio
citoplasmético, endoglina soluble actuaria de manera similar a la S-endoglina,
modificando la sefial al interior celular. Otra posibilidad es que se forme un complejo
entre endoglina soluble y el receptor soluble de tipo | o Il de TGF-B (endoglina soluble-
sTBRI o endoglina soluble-sTRRII), bloquee la interaccidon con los receptores de
membrana e inhiba su sefializacion. A pesar de estas hipdtesis, se hacen necesarias mas

investigaciones antes de poder hacer conclusiones al respecto.
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4. ENDOGLINA E INFLAMACION

La expresidn y funcidén de endoglina se ha estudiado profundamente en relacién con
células endoteliales y fisiologia vascular en general (Lépez-Novoa & Bernabeu, 2010). La
endoglina se ha asociado con distintas patologias, entre las que se encuentran la
Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (HHT), cancer, preeclampsia o hipertensién

(Bernabeu et al, 2009; Shovlin, 2010; Kapur et al, 2012; Rana et al, 2012; Valbuena-Diez et al, 2012).

A pesar de que se ha demostrado la relacion de endoglina con distintas patologias,
actualmente no se ha descrito su papel en la inflamacidén. El hecho de que la expresion
de endoglina aumente, tanto en condiciones inflamatorias como en distintas patologias
que cursan con inflamacién, sitla a endoglina como una molécula extremadamente
interesante, lo cual hace necesaria la profundizacién en el estudio de los efectos de

endoglina en inflamacién.

4.1. ENDOGLINA EN PATOLOGIAS

Se han relacionado niveles elevados de endoglina de membrana con distintos procesos
inflamatorios. La expresion de endoglina de membrana en células endoteliales aumenta
en la piel, el higado, el intestino y el pulmdn durante los procesos inflamatorios, siendo
mayor la expresidbn en zonas de infiltrado inflamatorio (Torsney et al, 2002).
Particularmente, la expresion de endoglina se triplica durante la cicatrizacién de heridas.
Ademads, se ha demostrado que la expresién maxima de endoglina coincide con el pico

de extravasacion leucocitaria (Torsney et al, 2002).

La expresion de endoglina se valord en arteroesclerosis, demostrandose que en las
placas arteroesclerdticas humanas la mayoria de las células de musculo liso vascular
expresan elevados niveles de endoglina, mientras que no se detecta en paredes
arteriales normales (Conley et al, 2000). Ademas, se ha observado una mayor expresion de
endoglina en las muestras de piel con soriasis que en piel normal (Rulo et al, 1995). En

artritis reumatoide, se valoré la expresion de endoglina en tejido sinovial, siendo muy
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superior en las células mieloides y en los macréfagos del tejido sinovial de artritis
reumatoide que en los casos control (Szekanecz et al, 1995). Ademas, se ha demostrado

que endoglina aumenta su expresion tras un dafio vascular (Ma et al, 2000).

Muchas de las patologias en las que se observa una sobreexpresion de endoglina cursan
con microambientes hipdxicos, como es el caso de la isquemia (NUfiez-Gomez et al, 2017).
Los mecanismos que causan este aumento de los niveles de endoglina son
probablemente multifactoriales, pudiendo tener especial importancia la hipoxia causada

por la isquemia del tejido (LOpez-Novoa & Bernabeu, 2010).

Se ha observado aumento en la expresidén de endoglina tras isquemia-reperfusién en
rifndn. La expresion de endoglina en animales control es endotelial, mientras que tras la
isqguemia empieza a expresarse también en zonas de fibrosis e inflamacién en el

intersticio renal (Docherty et al, 2006).

Los mismos resultados se han obtenido al practicar isquemia en la pata trasera (Jerkic et
al, 2006) y tras induccién de infarto de miocardio por ligadura de la arteria coronaria en
ratdn, expresandose endoglina intensamente en las células endoteliales de la zona

infartada (van Laake et al, 2006).

Dado el elevado aumento de endoglina observado tras isquemia en rifién, se ha
considerado el modelo de isquemia-reperfusion renal como un modelo éptimo para

valorar el posible papel de endoglina en la inflamacion.

Como el rifidén es uno de los tejidos en el que se observa un mayor aumento de la
expresion de endoglina tras una induccién inflamatoria, se eligié dicho modelo porque
nos permite observar, con mayor facilidad, un potencial efecto de endoglina en

comparacién con tejidos donde la expresion sea menor.

Otro proceso patoldgico que cursa con hipoxia y sobreexpresion de endoglina de

membrana es la angiogénesis tumoral (Bernabeu et al, 2009). Se ha observado aumento en
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la expresion de endoglina durante la proliferacion de células endoteliales tumorales
(Miller et al, 1999) y en la vasculatura de tumores sélidos en glandula mamaria (Li et al, 2001),
préstata (Kassouf et al, 2004), cérvix (Brewer et al, 2000), cdlon y recto (Takahashi et al, 2001;
Akagi et al, 2002), pulmdn (Tanaka et al, 2001), cabeza y cuello (Kyzas et al, 2006), rifidn (Sandlund
et al, 2006), es6fago (Saad et al, 2005) y Utero (Saad et al, 2003).

En patologias que cursan con inflamacién se hace patente, como hemos explicado, un
aumento en la expresién de endoglina de membrana. Sin embargo, también se observa
un aumento en los niveles circulantes de endoglina soluble en distintas patologias,
encontrandose elevada en el plasma y la orina de pacientes con cancer,
arterioesclerosis, diabetes y preeclampsia (Li et al, 2000, Bldzquez-Medela et al, 2010,

Cruz-Gonzalez et al, 2008, Venkatesha et al, 2006).

Al analizar los niveles de endoglina soluble en el plasma de pacientes sanos y en
pacientes con cancer de pecho, el 86% de los pacientes con céncer tenian valores
detectables de endoglina soluble, mientras que en los pacientes control solo fue
detectable en el 73% de los pacientes. Los pacientes con metdastasis tenian una
concentracién de endoglina soluble en plasma aln mayor, y, de hecho, los pacientes con
metdstasis en drganos distantes presentaron concentraciones de endoglina soluble
incluso mayores (Li et al, 2000). Estos mismos resultados también se observan en
pacientes con tumores sdlidos colorrectales y de pecho (Takahashi et al, 2001), en cédncer
de prostata (Fujita et al, 2009), en leucemia mieloide aguda y en desdrdenes crénicos

mieloproliferativos (Calabro et al, 2003).

Estos datos sugieren que los niveles de endoglina soluble en plasma podrian utilizarse
como un biomarcador para monitorizar de manera temprana sintomas de metastasis,
gravedad y recaida en tumores sélidos y leucemias. Sin embargo, los valores de
endoglina soluble en plasma disminuyen tras la quimioterapia (Takahashi et al, 2001), lo que
limita la utilidad de endoglina soluble como marcador de metdstasis y recurrencia

(Bernabeu et al, 2009).
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También se han detectado elevados niveles de endoglina soluble en el plasma de
pacientes con arterioesclerosis en comparacion con controles sanos (Blann et al, 1996).
Asimismo, la endoglina soluble aumenta en el plasma de pacientes con diabetes, siendo
mayor en los pacientes con diabetes mas severas (Blazquez-Medela et al, 2010). Por otro
lado, un estudio observacional reveld que los niveles de endoglina soluble en plasma en
pacientes que habian sufrido infarto agudo de miocardio son mayores que los de
pacientes sanos, y que, de hecho, la concentracidn de endoglina soluble disminuye 48

horas tras el infarto (Cruz-Gonzalez et al, 2008).

Sin embargo, aunque actualmente la presencia de endoglina soluble se asocie a un peor
prondstico, no estd claro por qué endoglina soluble se encuentra elevada en estas

enfermedades.

El hecho de que aparezca en mayores concentraciones en el plasma de pacientes con
las patologias descritas anteriormente nos haria pensar que tenga efectos perjudiciales,
pero esto no estd demostrado cientificamente. No hay estudios que analicen de qué
magnitud seria la enfermedad de dichos pacientes si endoglina soluble no aumentara su
concentracién en plasma. Por ello, antes de hacer conclusiones que sitlen a endoglina

soluble como una molécula dafiina, es necesario obtener mas informacidn al respecto.

Se ha demostrado en gran cantidad de publicaciones que hay niveles elevados de
endoglina soluble en el plasma de pacientes con preeclampsia, una enfermedad que
afecta a las embarazadas, y se caracteriza por hipertension sistémica, proteinuria y
edema en el tercer trimestre de embarazo (Sibai et al, 2005; Young et al, 2010). Este sindrome
afecta tanto al feto como a la madre y se da aproximadamente en el 5% de las
gestaciones. La preeclampsia severa se caracteriza por la apariencia del sindrome de
HELLP (hemdlisis, aumento de enzimas del higado y bajo recuento plaquetario),
convulsiones y reduccion del tamafio fetal, ocasionando en muchos casos abortos (Sibai
et al, 2005; Young et al, 2010). Se piensa que la preeclampsia es consecuencia de una
invasion trofobldstica pobre a las arterias espirales, dando lugar a defectos en la

placentacién (Khong et al, 1986).
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La hipoxia y el estrés oxidativo se consideran responsables de la patogénesis de la
preeclampsia (Soleymanlou et al, 2005; Al-Gubory et al, 2010). Asimismo, tanto la hipoxia como
sefiales inflamatorias extracelulares pueden inducir la acumulacién intracelular de ROS

(Duranteau et al, 1998; Nakagawara et al, 1982).

Durante el embarazo, se induce un proceso inflamatorio que estad incrementado en
preeclampsia (Redman & Sargent, 2003; Redman et al, 1999). En esta enfermedad se ha
descrito un aumento de citoquinas proinflamatorias como TNFaq, IL6 e IL13, mientras que
se da una disminucién de citoquinas antiinflamatorias, como IL10 e IL4 (Conrad et al, 1998;

Hennessy et al, 1999; Szarka et al, 2010).

Este incremento en los factores proinflamatorios en placenta puede inducir la muerte de
trofoblastos y la activacion de células endoteliales, lo que da lugar a la disfuncién
endotelial observada en preeclampsia (Chen et al, 2010). Las citoquinas proinflamatorias
TNFa, IL6 e IL1B incrementan la permeabilidad vascular, aumentan la expresiéon de
moléculas de adhesidon en células endoteliales y activan los leucocitos (Bamforth et al,
1996; Hofmann et al, 2002; Puhlmann et a/, 2005), aumentando tanto la infiltracidn leucocitaria

como el dafio endotelial.

Ademads, la disminucién de citoquinas antiinflamatorias estd relacionada con una
desregulacion de la respuesta inmune, que también juega un papel muy importante en
el correcto desarrollo del embarazo (Wegmann et al, 1993). Por ello, el aumento de
citoquinas proinflamatorias y la disminucién de antiinflamatorias contribuye al desarrollo

de las alteraciones presentes en esta enfermedad.

Se cree que el estrés oxidativo generado es uno de los principales responsables del
aumento de la respuesta inflamatoria en preeclampsia. Oxisteroles como 25-
hydroxicolesterol y 7-ketocolesterol, promueven la liberacién de IL6 y TNFa (Aye et al,
2012). A su vez, la respuesta inflamatoria puede incrementar el estrés oxidativo y las ROS
son consideradas como segundos mensajeros en la propagacion del estimulo
inflamatorio (Hensley et al, 2000). Ademas, se ha descrito que citoquinas inflamatorias

como NFkB y TNFa, favorecen el aumento de HIF-1a (Gorlach & Bonello, 2008; Taylor, 2008).
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Por todo ello, tanto las citoquinas proinflamatorias como el incremento de ROS
contribuyen a la disfuncién endotelial mediante alteraciones estructurales de células

endoteliales, cambios en la permeabilidad vascular y aumento de infiltracién leucocitaria.

Dado que en preeclampsia existe un aumento de los niveles de endoglina soluble
circulante, asi como condiciones inflamatorias, podriamos pensar que existe una
relacion. Por ello, nos proponemos 3 modelos animales que presentan elevados niveles
de endoglina soluble circulantes en los cuales inducimos 3 respuestas inflamatorias de
distinta naturaleza. Los resultados que obtengamos sobre la potencial relacién de
endoglina soluble y la inflamacién, podrian servir para explicar, al menos en parte, el

papel de endoglina soluble en la inflamacién presente en los casos de preeclampsia.

El hecho de que endoglina aumente su expresidon en condiciones inflamatorias la
convierte en una molécula de gran interés biomédico. A pesar de ser una proteina que
se expresa de manera constitutiva en las células endoteliales, las cuales presentan un
papel muy activo en la inflamacién, la mayoria de las publicaciones que estudian
endoglina se centran en su funcién en la fisiologia vascular en general (Bernabeu et al,
2009; LOpez-Novoa & Bernabeu, 2010), y no analizan en detalle qué papel tiene en la
respuesta inflamatoria, y, por ello, en las patologias en las que endoglina aumenta su

expresion.

Si se definiera més profundamente si la endoglina tiene algun papel en la inflamacidn,
podria constituir en si misma una diana terapéutica muy atractiva. Actualmente, la
informacidon que se conoce sobre el papel de endoglina en inflamacién es minima, y dada
la creciente morbilidad de las enfermedades inflamatorias a nivel mundial, tenemos la
necesidad de encontrar tratamientos alternativos, lo cual significa, vislumbrar toda la

informacidn posible sobre moléculas que regulen la respuesta inflamatoria.

Ademds, distintos estudios han valorado la respuesta inflamatoria en ausencia de
endoglina o cuando su expresidon se encuentra reducida a la mitad (haploinsuficiencia de
endoglina). Mediante este tipo de estudios se ha observado que la presencia de

endoglina interfiere con la respuesta inflamatoria (Docherty et al, 2006, Scharpfenecker et al,
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2012, Jerkic et al, 2010, Shen et al, 2014), lo que la convierte en una molécula de enorme
interés biomédico. A pesar de ello, los estudios que relacionan endoglina e inflamacién
son pocos, y en todos los casos valoran Unicamente los efectos en la inflamacion de una
mayor o menor presencia de endoglina de membrana, sin valorar en ninglin momento si
se trata del dominio extracelular o el dominio intracelular de endoglina el responsable de

dichos efectos, lo cual seria totalmente necesario para futuras aplicaciones biomédicas.

Se ha demostrado que, en haploinsuficiencia de endoglina, los rifiones sometidos a
isquemia-reperfusién muestran una histologia practicamente normal, sin observarse las
alteraciones tipicas provocados por la reperfusion, mostrando, de hecho, una infiltracion
leucocitaria minima. Ademds, en haploinsuficiencia de endoglina no se observa el
aumento en la expresién de iINOS y VCAM-1 ni la infiltracidn tisular de macréfagos
propios de la isquemia, asi como una menor actividad mieloperoxidasa en comparacion

con los WT isquémicos (Docherty et al, 2006).

De hecho, tras irradiar tejido de ratones haploinsuficientes de endoglina, se observa
menos infiltracién de macréfagos y una consecuente menor produccién de citoquinas
proinflamatorias IL1B e IL6y menor marcaje de CD45 que los ratones WT (Scharpfenecker
et al, 2012). De hecho, la haploinsuficiencia de endoglina da lugar a una menor
transmigracion leucocitaria, tanto en el peritoneo como en sangre, observandose tras
induccidn inflamatoria con carragenina, asi como tras LPS (Rossi et al, 2013). Por otro lado,
se ha estudiado el efecto de endoglina en la migracién leucocitaria in vitro.
Observandose que tras afadir el quimioatractante CXCL12, la transmigracién
leucocitaria es mayor a través de los mioblastos que expresan endoglina que a través de

los mock (Rossi et al, 2013).

Todos estos estudios concluyen que la haploinsuficiencia de endoglina da lugar a una
respuesta inflamatoria reducida, tanto a nivel de expresion de moléculas de adhesiény
citoquinas inflamatorias, asi como actividad MPO e infiltrado inflamatorio (Docherty et al,

2006, Scharpfenecker et al, 2012, Rossi et al, 2013).
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Desde otro punto de vista, distintos estudios deducen que, la menor respuesta
inflamatoria en haploinsuficiencia de endoglina se asocia con una peor resoluciéon de la
inflamacidn, dando lugar a la cronicidad del proceso inflamatorio. La haploinsuficiencia
de endoglina se asocia a una menor supervivencia a la colitis, pasando los ratones
haploinsuficientes por una colitis en general mas severa que los WT (Jerkic et al, 2010).
Mientras que los ratones WT se recuperan de la fase aguda, observandose una
disminucién del infiltrado inflamatorio y regeneraciéon de la mucosa, los ratones
haploinsuficientes de endoglina contindan con inflamacidn persistente y dafio en la
submucosa, sin signos de resolucién, y con sintomas de inflamacién crénica, como son
la presencia de infiltrado inflamatorio residual, dafio en la submucosa y ensanchamiento
de la capa serosa (Jerkic et al, 2010). Resultados similares se observaron al inducir un
infarto cerebral, asocidndose la haploinsuficiencia de endoglina con un mayor volumen

cerebral infartado y peor recuperacion (Shen et al, 2014).

El estudio del papel de endoglina en inflamacién, asi como la haploinsuficiencia de
endoglina, se relaciona directamente con el sindrome de Rendu-Osler-Weber o HHT1, el
cual es una enfermedad vascular causada por mutaciones en el gen de endoglina
(McAllister et al, 1994). Como en esta patologia la expresién de endoglina se reduce a la

mitad, se han utilizado los modelos animales haploinsuficientes para su estudio.

La HHT es una enfermedad hereditaria autosémica dominante que se caracteriza por
displasias vasculares, epistaxias frecuentes, telangiectasias mucocutdneas y
malformaciones arteriovenosas en pulmon, cerebro, higado y tracto gastrointestinal
(Govani & Shovlin, 2009). Como la expresién de endoglina es muy elevada en las células
endoteliales, se ha especulado que la pérdida de funcién de uno de los alelos de
endoglina pueda ser la causa de las lesiones vasculares tipicas en HHT. Sin embargo,
dado que dichas lesiones aparecen Unicamente en distintas zonas en ciertos érganos,
se considera que es necesario un segundo evento, como inflamacién, infeccién, dafio
vascular, isquemia o trauma, que junto con la haploinsuficiencia de endoglina genere la
lesidn. De hecho, ratones con haploinsuficiencia de endoglina criados en zonas libres de

patégenos no suelen mostrar sintomas de HHT.

94



Como en lesiones vasculares se observa una sobreexpresién de endoglina, se ha
propuesto que, quizas, en dichas condiciones se hace especialmente necesaria la
funcién de endoglina, y al estar reducida la expresidon, se podrian ocasionan las

malformaciones vasculares (Ldpez-Novoa & Bernabeu, 2010).

Un hecho interesante es que endoglina también esté presente en monocitos activados
y precursores hematopoyéticos y mesenquimales, lo que sugiere un papel en la
respuesta inmune (Lastres et al, 1994; Rokhlin et al, 1995; St-Jacques et al, 1994b). De hecho,
algunos estudios muestran una mayor incidencia de infecciones severas en pacientes
con HHT (Dupuis-Girod et al, 2007; Mathis et al, 2012) lo cual sugiere que esta patologia cursa
con alteraciones en la respuesta inmune. Ademads, se han observado defectos en la
mielopoyesis y eritropoyesis en células madre embrionarias de ratones que carecen de
endoglina (Cho et al, 2001) observidndose que, en zonas isquémicas, las células
mononucleares derivadas de pacientes con HHT1 son menos abundantes (van Laake et al,

2006).

Otro estudio relacionado, utiliza un ratén transgénico que no expresa endoglina en la
linea mieloide (Eng™"LysMCre), que, ademds, muestra una gran predisposicion a
desarrollar infecciones espontaneas por bacterias oportunistas. De hecho, este ratén
muestra mayor supervivencia tras peritonitis inducida por LPS, lo que indica que tiene
una respuesta inmune tardia. Los macréfagos del peritoneo muestran actividad
fagocitica defectuosa, lo cual es un defecto en uno de los pasos principales que
contribuye al inicio de la respuesta inmune (Ojeda-Fernandez et al, 2016). Esto podria
guardar relacién con la gran cantidad de enfermedades infecciosas que sufren los

pacientes con HHT.

A pesar de ello, los estudios realizados en haploinsuficiencia de endoglina no dejan de
ser un modelo que imita las condiciones de los pacientes de HHT, y que son dificilmente
extrapolables al resto de la poblacidn, y especialmente, a personas con enfermedades
inflamatorias. Por ello, se hace necesario ahondar en el estudio del papel concreto de

endoglina en inflamacién.
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Como se ha comentado, la endoglina de membrana tiene un papel en la inflamacidn,
observandose una reduccidon en la respuesta inflamatoria cuando la cantidad de
endoglina se reduce a la mitad. Sin embargo, también se ha observado que la presencia
de endoglina soluble modifica la respuesta inflamatoria. Actualmente, el papel de

endoglina soluble en el proceso inflamatorio no esta definido.

En un estudio reciente, se ha concluido que la combinacién de elevadas concentraciones
de endoglina soluble en plasma y dieta hipercaldrica en ratén induce la activacién de
mecanismos proinflamatorios, pro-oxidativos y vasoprotectores en la aorta (Jezkova et al,
2016). En este estudio, tras alimentar a los ratones durante 3 meses con dieta
hipercaldrica, se observa mayor cantidad de NFkB, P-selectina, ICAM-1y COX-2 en la
aorta correspondiente a ratones con elevada concentracién de endoglina soluble en
plasma, que en los que tienen concentraciones bajas de endoglina soluble. Sin embargo,
estas diferencias no se observan al hacer la misma comparacién en ratones con dieta
estadndar (Jezkova et al, 2016). Por ello, los resultados indican que es necesaria la
combinacién de dieta hipercaldrica y elevados niveles de endoglina soluble en plasma
para la inducciéon de mecanismos proinflamatorios, y que el hecho de que la
concentraciéon de endoglina soluble en plasma sea elevada no da lugar a inflamacién.
Por su parte, un estudio in vitro concluye que el tratamiento con endoglina soluble en
células endoteliales da lugar a la activacion de algunas moléculas inflamatorias, como
NFkB e IL6, que aumentan su expresion y niveles en células tratadas con endoglina
soluble. Sin embargo, el tratamiento con endoglina soluble no tiene efecto en otros
marcadores de disfuncién endotelial e inflamacién, como eNOS, VCAM, COX-1, COX-2

e ICAM-1 (Varejckova et al, 2017).

No obstante, como se ha explicado anteriormente se ha demostrado en ensayos de
transwell en los que células B (Nalm6) transmigran a través de una monocapa de
mioblastos transfectados con endoglina humana (L6E9), que la transmigracién aumenta
en presencia de endoglina de membrana (Rossi et al, 2013). Sin embargo, la transmigracién
se ve reducida tanto en presencia del ectodominio RGD (Arg-Gly-Asp), asi como ante
endoglina soluble. Al repetir el experimento utilizando monocitos U937 transmigrando

por una monocapa de células endoteliales bovinas con expresién de endoglina inducible
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(GM7372-EL), se obtiene el mismo resultado: la transmigracién disminuye en presencia

de endoglina soluble in vitro (Rossi et al, 2013) (Figura 8).

REPRESEMTACIONDEL POSILE PAPEL DE EXCOGLIA INFLAMACION
5

DE MEMBRANA EN LA EXTRAVASACION LEUCOCITARIA

Figura 8. Representacion de un posible papel de endoglina de membrana en la extravasacion leucocitaria.

Ademads, endoglina soluble disminuye la adhesién leucocitaria. Tras estimular la
adhesidn de linfocitos B a células endoteliales con TNFa, se comprobéd que la adhesién
disminuye tanto en presencia de endoglina soluble como ante anticuerpos anti-E-
selectina (Rossi et al, 2013). Por todo ello, los autores concluyen que la endoglina de
membrana interacciona mediante su dominio RGD con la integrina leucocitaria a5@1. La
endoglina soluble, al contener el dominio RGD compite con la endoglina de membrana
por la unidén a las integrinas leucocitarias, interfiriendo con la de adhesién y
trasmigracion caracteristicas del proceso inflamatorio. Con todo ello, se hace patente la
necesidad de mas investigaciones que permitan definir el papel de endoglina soluble en

inflamacion.

Actualmente, no hay estudios que valoren el papel diferencial de las isoformas de
endoglina en inflamacién aguda. Los Unicos estudios que hay al respecto se centran en
inflamacidén crénica, valorandose la fibrosis tubulointersticial en modelos de dafio renal

agudo. Estas publicaciones han demostrado que mientras que la sobreexpresion de L-
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endoglina aumenta la fibrosis inducida por obstruccién ureteral unilateral (OUU) (Oujo et
al, 2014), la sobreexpresién de S-endoglina la disminuye (Mufioz-Félix et al, 2016), o que
pone de manifiesto que el dominio citoplasmatico de endoglina tiene un papel en la
regulacion de la fibrosis, la cual estd estrechamente relacionada con la inflamacidn

crénica.

El hecho de que las isoformas L-endoglina y S-endoglina presenten funciones
antagdnicas es de gran interés, ya que, dado que solo se diferencian en el dominio
intracelular, cualquier diferencia que observemos se debe a que dicho proceso se
controla por ese dominio. Esto, junto con que S-endoglina aumente en senescencia
(Aristorena et al, 2014b), abren un campo de gran interés y enorme aplicabilidad
biosanitaria. Sin embargo, es necesario investigar mas acerca del papel concreto de las

isoformas de endoglina en inflamacion.

El papel de endoglina de membrana también ha sido estudiado en otro proceso clave de
la respuesta inflamatoria: la permeabilidad vascular. Sin embargo, no existen
actualmente estudios que relacién el papel de endoglina soluble en la permeabilidad

vascular.

4.2. ENDOGLINAY PERMEABILIDAD VASCULAR

La haploinsuficiencia de endoglina, en condiciones basales, da lugar a un aumento en la
permeabilidad vascular in vivo mediante inyeccion de Evans blue en colon (lerkic et al,
2010). Estos mismos resultados se observaron en retina tras inyeccién de FITC-Dextrano,
existiendo mas focos de permeabilizacién en haploinsuficiencia de endoglina (Rossi et al,

2016).

Por otro lado, en una publicacidon reciente se valoré la permeabilidad vascular in vitro,
utilizando para ello células endoteliales embriogénicas nulas en endoglina (Eng”),
haploinsuficientes en endoglina (Eng*-) y WT (Jerkic & Letarte, 2015). Esto es muy

interesante, ya que in vivo el fenotipo Eng” es letal, muriendo los embriones durante el
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desarrollo embrionario. Al analizar la permeabilidad al FITC-Dextrano de estos modelos
celulares, se observa que las células nulas en endoglina y las haploinsuficientes son mas
permeables que las WT. Estos resultados indican que las células endoteliales deficientes
en endoglina tienen la permeabilidad vascular activada de manera constitutiva (Jerkic &
Letarte, 2015).

Ademéds, se ha observado que los niveles de VE-cadherina disminuyen
considerablemente en las células nulas para endoglina respecto a las WT, mientras que
no se observan diferencias en las haploinsuficientes (Jerkic & Letarte, 2015). Estos
resultados ponen de manifiesto el papel de endoglina de membrana en el mantenimiento
de las uniones entre células endoteliales, observandose tanto in vivo como in vitro que
en el modelo animal de haploinsuficiencia de endoglina, la permeabilidad vascular esta
aumentada, y, de hecho, estd alin mas aumentada en modelos celulares nulos para
endoglina. Este deterioro endotelial se ha asociado directamente con procesos
patoldgicos, como una mayor intravasacion de células tumorales, demostrandose que

los ratones Eng*-presentan mayor metdstasis que los ratones WT (Anderberg et al, 2013b).

La disminucién de la transmigracién endotelial en condiciones de haploinsuficiencia de
endoglina es compatible con un aumento en la permeabilidad vascular. Esto se debe a
que, mientras que la permeabilidad vascular es un proceso pasivo, la transmigracién
leucocitaria es activo, dandose, como se ha comentado, una gran cantidad de
interacciones entre moléculas de adhesidon leucocitarias y endoteliales, asi como una

disminucidn de la estabilidad de las uniones entre células endoteliales.

Los hallazgos resumidos anteriormente, hacen patente la estrecha relacién entre
endoglina y permeabilidad vascular, lo cual seria muy interesante de cara a buscar una
aplicacion biomédica. Sin embargo, para ello seria necesario definir mucho mas a fondo

el papel de endoglina en la permeabilidad vascular.
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4.3. RELEVANCIA Y APLICABILIDAD DEL ESTUDIO

La informacién obtenida acerca del efecto que produce endoglina en la regulaciéon de la
respuesta inflamatoria tendria un impacto en el ambito biomédico mas que evidente. En
este proyecto, se llevan a cabo tres modelos de inflamacién en ratén, en los que el
agente lesivo es distinto (abrasivo en el caso de la carragenina, por hipoxia en el caso
de la isquemia, y bacteriano en el caso del lipopolisacérido) y ademas se centran en
tejidos distintos (piel, rindn y pulmén, respectivamente). A su vez, se analizan en
profundidad el papel de las distintas isoformas de endoglina en la extravasacion
leucocitaria y en la permeabilidad vascular, procesos clave que se ven alterados en todas
y cada una de las enfermedades en las que hay un proceso inflamatorio implicado.
Cualquier avance en este campo supone un avance biomédico ya que no se ha estudiado
nada al respecto, y el desarrollo de nuevas terapias capaces de modular la respuesta

inflamatoria es indiscutible.

Conocer el papel de las isoformas de endoglina en los procesos que cursan durante la
respuesta inflamatoria nos permitiria plantear un nuevo enfoque en el estudio y el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias aplicable a distintos niveles. Por ejemplo,
en el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), que presenta una mortalidad del
30%, el proceso fisiopatoldgico critico es la inflamacidn exacerbada, ocasionando dafio
epitelial y endotelial, edema e infiltracién masiva de neutréfilos y macréfagos, o el caso
de las lesiones isquémicas que ocurren inevitablemente durante la obtencién de érganos
para trasplantes, empeorando por la respuesta inflamatoria tras la reperfusion, la cual
genera la liberaciéon de radicales libres de oxigeno (ROS), dando lugar a necrosis. Los
resultados de este proyecto podrian ser utilizados para disefiar nuevas estrategias
terapéuticas en el tratamiento de procesos inflamatorios, basadas en la endoglina, que
supondrian un cambio absoluto de la calidad de vida de estos pacientes, y, por ende,

una consecuente reduccion del gasto sanitario.

Por otro lado, se ha asignado un papel muy importante a la endoglina soluble en la
génesis de la preeclampsia (LOpez-Novoa & Bernabeu, 2010). Se han encontrado niveles

elevados de endoglina soluble en el suero de mujeres con esta enfermedad, lo que se
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correlaciona con la gravedad de la alteracién (Venkatesha et al, 2006) provocando
disfuncién endotelial, que conlleva a hipertensidn, proteinuria y otras manifestaciones
sistémicas de la preeclampsia. Hasta la fecha el Unico tratamiento efectivo de la
preeclampsia es realizar cesarea o provocar el parto. En funcién de los resultados que
obtuviéramos, se podria pensar en una estrategia para el control de la respuesta
inflamatoria mediante el control de la expresién de endoglina. Por todo ello, conocer el
papel de las isoformas de endoglina en los distintos procesos que cursan durante la
respuesta inflamatoria nos permitiria plantear un nuevo enfoque en el estudio y el

tratamiento de las enfermedades inflamatorias.
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OBJETIVOS
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La endoglina es una proteina que participa en el proceso inflamatorio. Los estudios
relacionados han demostrado que la expresidn de endoglina aumenta en patologias que
cursan con una respuesta inflamatoria. Sin embargo, apenas se ha estudiado el efecto
de las distintas isoformas de endoglina en la inflamacién, ni cdmo pueden alterar la

respuesta inflamatoria.

Por ello, para conocer el papel de las isoformas de endoglina tanto en condiciones
control, como tras induccién inflamatoria, nos centramos en varios mecanismos

esenciales en el proceso inflamatorio. Nos hemos planteado los siguientes objetivos:

Objetivo general:

1. Analizar el papel de las isoformas de endoglina: endoglina soluble, L-endoglina
y S-endoglina en el proceso inflamatorio, asi como la implicacién del dominio

intracelular.

Objetivos especificos:

1. Investigar el efecto de endoglina soluble, L-endoglina y S-endoglina en el
infiltrado leucocitario tras tres estimulos inflamatorios de distinta naturaleza, en
tres tejidos diferentes, con el fin de comprobar si los resultados son similares

ante distintas situaciones inflamatorias.

2. Estudiar el papel de endoglina soluble, L-endoglina y S-endoglina en la
permeabilidad vascular tras estimulos inflamatorios de distinta naturaleza, en

tejidos diferentes.
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MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES

Los reactivos, productos, materiales y equipos empleados para la realizacion de este
trabajo estan recogidos en las Tabla 5 y jError! No se encuentra el origen de la

referencia., que se encuentran al final de este apartado de “Materiales y métodos".
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2. RATONES QUE SOBREEXPRESAN
ENDOGLINA LARGA (L-ENG+), ENDOGLINA
CORTA (S-ENG+) Y ENDOGLINA SOLUBLE
(SENG+)

Los animales de experimentacidn utilizados en este trabajo son ratones transgénicos de
fondo genético C57BL/6J que sobreexpresan de forma ubicua las proteinas humanas L-

endoglina (L-ENG+), S-endoglina (S-ENG+) o endoglina soluble (sEng+).

Estos ratones se generaron mediante la microinyeccién de los respectivos vectores
pCAGGS en un pronlcleo fecundado de CBA x C57BL/6J. Estos vectores se
construyeron en el laboratorio del Dr. Carmelo Bernabéu (Centro de Investigaciones
Bioldgicas, CSIC, Madrid). El vector es portador de la secuencia de ADNc de endoglina.
En el caso de los ratones L-ENG+, lleva la secuencia de exones del gen de endoglina,
mientras que para los ratones S-ENG+ el vector contiene la secuencia de exones del 1
al 13, mas la regién del intrén que se transcribe hasta el codén de parada (Oujo et al, 2014).
En los ratones sEng+, el ADNc corresponde a la secuencia de la endoglina soluble

humana.

En la generacién de estos vectores se utilizd un constructo formado por la secuencia
lider de endoglina (SL, que comprende los aminodcidos del 1 al 25), o la secuencia
truncada de endoglina (aminoacidos 26-437) en el caso de los ratones sEng+, seguida
por el epitopo de la hemaglutinina de Influenzza (HA) y el ADNc maduro de endoglina de
membrana o endoglina soluble respectivamente. Esta construccion fue clonada en el
sitio EcoRI de un vector pcEXV. Tras la digestidn con la enzima de restriccion EcoRl, el
fragmento se insertd en el sitio EcoRl de un plasmido pCAGGS, bajo el control del
promotor de actina, de expresion ubicua. Este plasmido es ademas portador de la
secuencia amplificadora del CMV (del inglés, Cauliflower Mosaic Virus), otro
amplificador y un intrén del gen de la B-globina antes del sitio EcoRI. Después de la
secuencia de endoglina, contiene un motivo de poliadenilacién del gen de la B-globina

(Oujo et al, 2014). Un esquema de esta construccidn se representa en la Figura 9.
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Figura 9. Construccion genética para la generacion de los ratones L-ENG+, S-ENG+ y sEng+. Adaptado

de Oujo et al, 2014

Con el objetivo de obtener fragmentos lineares para la microinyeccidn, este vector fue
digerido con las enzimas Sall/Kpnl. Se procedidé a la separacién y purificacion del
fragmento portador del gen de endoglina, de 5,2 kilobases (4,2 kilobases en el caso de
la endoglina soluble), mediante electroforesis en gel de agarosa. Los évulos fecundados
fueron inyectados en hembras gestantes en el Servicio de Animales Transgénicos de la
Universidad de Salamanca (NUCLEUS), mediante protocolos estandar. La
microinyeccidén en un estado tan inicial como es el dvulo fecundado permite que el
transgen esté presente en todas las células del organismo y, por tanto, también en la
linea germinal. De esta forma, los descendientes de estos ratones son portadores del
transgen en todas sus células y éste, gracias al promotor del gen de actina, se expresa
de forma ubicua. La descendencia fue genotipada mediante reaccién en cadena de la
polimerasa o PCR (del inglés, Polimerase Chain Reaction). Los animales transgénicos

fundadores se retrocruzaron con ratones C57BL/6J para perpetuar la linea transgénica.

Para la realizacidon de este trabajo se utilizaron los ratones L-ENG+, S-ENG+ y sEng+
mencionados. Todos los animales utilizados pertenecian a una generacion de
retrocruzamiento superior a ocho. Ademas, se han utilizado ratones C57BL/6J como
linea control o wild type (WT) de los ratones L-ENG+ y S-ENG+, y los hermanos de
camada (sEng-, CBAxC57BL/6J) como linea wild type de los sEng+.
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Los estudios se realizaron con ratones de 2-3 meses de edad en el caso de los L-ENG+
y los S-ENG+, y de 5-6 meses de edad en los sEng+, de un peso de unos 20-25 gramos.
Los experimentos se desarrollaron con las cuatro lineas de ratones, WT, L-ENG+, S-
ENG+ y sEng+, se disefiaron en paralelo y se llevaron a cabo siguiendo el mismo

protocolo.

2.1. CARACTERIZACION DE LOS RATONES QUE
SOBREEXPRESAN ENDOGLINA LARGA (L-ENG+),
ENDOGLINA CORTA (S-ENG+) Y ENDOGLINA
SOLUBLE (SENG+)

Con el objetivo de estudiar el papel de las isoformas de endoglina en el proceso
inflamatorio, en este trabajo se han utilizado modelos animales que sobreeexpresan de
forma ubicua endoglina humana: L-endoglina en el ratén L-ENG+, S-endoglina en el

ratén S-ENG+ y endoglina soluble en el ratén sEng+ (Figura 10).

Ratones transgénicos

O wr B c-ene+ O s-eve+ & seng+

(3 (@ (@ (e

Figura 10. Ratones transgénicos utilizados. Lineas de ratones utilizados, en el cédigo de colores empleado

en este estudio.
Para comprobar que estos ratones sobreexpresan las respectivas isoformas de

endoglina de membrana, se evaluaron los niveles de expresiéon de ARNm en lisados de

corazén, pulmdn, rifidn e higado de ratones WT, L-ENG+y S-ENG+ (Figura 11).
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Ademads, se analizaron por Western blot los niveles de endoglina humana en las tres
lineas de ratones en lisados de los mismos érganos (Figura 11). Como el epitopo se
encuentra en el dominio extracelular de endoglina no existen anticuerpos que
reconozcan especificamente cada una de las isoformas, por lo que se diferenciaron la

isoforma larga y la isoforma corta por la altura de la banda de Western blot.
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Figura 11. Expresién de endoglina humana en tejido. A, B. Anélisis de la expresion del ARNm de endoglina
total (A) y S-endoglina humanas (B) en tejido de ratones WT, L-ENG+, S-ENG+, analizada mediante qPCR.
C, niveles de endoglina humana en tejido de ratones WT, L-ENG+, S-ENG+, analizados mediante Western

blot.
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En la Figura 11 se observa que los ratones L-ENG+ sobreexpresan L-endoglina humana,
los ratones S-ENG+ sobreexpresan S-endoglina humana, mientras que los ratones WT
no expresan ninguna de las isoformas de endoglina de origen humano en los tejidos

analizados.

Con respecto a los ratones sEng+, estos presentan elevados niveles de endoglina
soluble humana circulante en la sangre, por lo que se determiné su concentracién en
plasma por la técnica de ELISA. En la Figura 12 se observa que los ratones sEng+
presentan endoglina humana en plasma (en torno a 1000ng/ml), a diferencia de los

ratones WT, que no la presentan.

1500+

10004

hEndoglina en plasma
(ng/ml)
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Figura 12. Concentracién de endoglina humana en plasma. Andlisis de la concentracién de endoglina

humana en el plasma de ratones WT y sEng+, analizado mediante ELISA y expresado en ng/ml.

Estos 3 ratones transgénicos constituyen por si mismos buenos modelos para valorar el
efecto de la sobreexpresion de las distintas isoformas de endoglina: L-endoglina, S-
endoglina y endoglina soluble, tanto en condiciones control como tras distintos tipos de

induccion inflamatoria.
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2.2. MANTENIMIENTO Y MANIPULACION DE LOS
ANIMALES

Los animales se mantuvieron en las dependencias del Servicio de Experimentacién de
Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca (NUCLEUS), en un animalario bajo barrera
libre de patdégenos (SPF). Los animales se manipularon siguiendo las recomendaciones
de la Declaracion de Helsinki de la Asamblea Médica Mundial y los principios del cuidado
y la utilizacién de los animales de experimentacidn estipulados en las regulaciones
internacionales y en las siguientes instituciones europeas y nacionales: la Directiva
Europea 2010/63/UE, la Ley del Estado Espafiol 32/2007 de cuidado de los animales y
los Reales Decretos RD1201/2005 y RD 53/2013 sobre la proteccion de los animales

utilizados en experimentacion y en otros fines cientificos.

El sacrificio de los animales se llevd a cabo siguiendo estrictamente las guias para la
eutanasia de los animales de experimentacidn detalladas en el Anexo Il del RD 53/2013,
basadas en el reglamento 1099/2009 del Consejo Europeo. Ademas, utilizamos como
referencia las recomendaciones dictadas por la Asociacion Médica de Veterinaria
Americana (AVMA).

2.3. DETERMINACION DEL GENOTIPO DE LOS
RATONES

Como se ha indicado anteriormente, el genotipo de los ratones se determiné mediante
PCR. Para ello, se digirié una pequefia porcién del extremo de la cola de los ratones en
tampdn de lisis (Tris 50 nM, EDTA 5 mM, NaCl 100 mM, DTT 1mM y espermidina 0,5 mM)
al que se afadieron 250 ng/puL de proteinasa K, durante 24 horas a 55°C. El
sobrenadante de esta digestion contiene el ADN gendmico extraido de la cola del ratén.
Dicho sobrenadante se almacend a -20°C. Con 0,5 pL de esta muestra de ADN, se
procedié a amplificar mediante PCR una regién especifica del fragmento extracelular del

gen de endoglina humana. Para ello se utilizaron unos cebadores de PCR que amplifican
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especificamente el gen de endoglina humana (jError! No se encuentra el origen de la

referencia.), ADN polimerasa, dNTP y el tampdn de reaccion.

Tade Longitud

Gen diana Secuencia de los cebadores (5’ - 3’) anillamiento amplicén (pb)

TGAAGCCACGAATGTTTTTCT
ENG 59 375
AGAGCATCCTCCTCCGACTGG

Tabla 1. Cebador de endoglina para genotipado y condiciones de PCR

En el caso de los ratones sEng+, se procedié al fenotipado de aquellos ratones en los
cuales se observo el producto de PCR correspondiente al fragmento del plasmido, para
determinar los niveles de sEng humana presente en el plasma de estos ratones. En la
realizacion de este estudio, empleamos aquellos animales que expresaban una
concentracién de sEng humana en plasma de mas de 500 ng/ml. El genotipado y

fenotipado de los animales lo llevé a cabo la técnico de laboratorio.
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3. TECNICAS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

3.1. EXTRACCION DE SANGRE DEL SENO VENOSO
SUBMANDIBULAR

Esta técnica se empled para la recogida de plasma en los ratones que no iban a ser
sacrificados, obteniéndose un volumen de hasta 200 pL. Se realizé con el animal
despierto. Inmovilizamos al ratén cogiendo un pellizco de piel lo mas amplio posible de
la regiéon dorsocervical y estirando la piel del cuello para practicar estasis venosa en la
regién cefélica durante un corto periodo de tiempo. Para la extraccion, se punzd con una
aguja de calibre 21 junto al dngulo caudal mandibular y se recogié la sangre con un tubo
eppendorf en el que previamente se afadieron unas gotas de heparina sédica 5000UlI
para evitar la coagulacién. Por Ultimo, se aplicé algo de presidon con una gasa estéril

humedecida en etanol al 70% para cortar la hemorragia.

3.2. EX'[RACCIéN DIRECTA DE SANGRE DEL
CORAZON

Esta técnica fue utilizada para la obtencién de volimenes grandes de sangre, de hasta
1.5 ml. Se realizé con el animal anestesiado via inhalatoria: isoflurano 2% en oxigeno. El
animal se situé decubito supino. Se le realizé una incisién por la linea alba, para acceder
a la caja tordcica y al corazdn. Para la extraccidn de la sangre se punzé el corazén con
una aguja de calibre 21 en direccién craneo-ventral con un angulo de 30° ejerciendo una
pequeiia presidn negativa en la jeringa, una vez introducida, hasta que saliera sangre.

Se terminé de llenar la jeringa retrayendo el émbolo lentamente.

Una vez extraida la sangre, por cualquiera de los dos procedimientos explicados, se
obtuvo plasma centrifugando a 7000 g durante 4 minutos a 4°C. Tras su recogida, se

almacenaron las muestras a -80°C para posteriores andlisis bioguimicos.
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3.3. INYECCION EN EL SENO VENOSO
RETROORBITAL

Esta técnica se utilizd para inyectar FITC-Dextrano. Se anestesia al ratén con isoflurano
y se le coloca decubito lateral izquierdo, con la cabeza hacia la derecha. Se aplica una
ligera presion a la piel dorsal y ventral de la cabeza, permitiendo que el globo ocular
derecho del ratén sobresalga parcialmente. Es importante no aplicar en ningn momento
presidn a la traquea, ya que se impediria que el ratdn respirara con normalidad. Con una
aguja de calibre 26 con el bisel hacia abajo, seguimos con cuidado el borde del globo
ocular hasta que la punta de la aguja esté en la base del ojo (Figura 13). Se inyecta
suavemente la solucién y retiramos la aguja muy lentamente para que no sangre (Yardeni

etal, 2011).

n’:E Seno Venoso Retroorbital

Figura 13. Inyeccion en el seno venoso retroorbital.
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4. DANO PULMONAR AGUDO INDUCIDO POR
LPS

El dafio pulmonar agudo inducido por LPS nos permiti6 evaluar el infiltrado
polimorfonuclear y la permeabilidad vascular, dada la gran cantidad de endotelio en el

tejido pulmonar.

4.1. LIPOPOLISACARIDO: PROPIEDADES Y
ADMINISTRACION

Los lipopolisacaridos son endotoxinas estables al calor y han sido reconocidos durante
mucho tiempo como un factor clave en la septicemia, induciendo la respuesta inmune
aguda en mamiferos e inflamacién neutrofilica en las vias respiratorias y el parénquima
pulmonar (Rietschel et al, 1994; Schletter et al, 1995). Los lipopolisacéridos bacterianos,
procedentes de bacterias Gram negativas, son macromoléculas de 10-20 kDa que
contienen una seccidn lipidica hidrofébica, el lipido A, responsable de su actividad

endotdxica y por ello de la activacidn de la respuesta inmune (Galanos et al, 1984).

La administracién pulmonar eficiente de compuestos tales como el LPS es, sin embargo,
dificil de lograr. Para asegurar la distribucién homogénea en ambos pulmones, se
nebulizé LPS, 5mg/ml, disuelto en PBS. Para ello construimos una cédmara de
nebulizacién (Figura 14) y la conectamos a un equipo de aire comprimido, a 2 bares de
presion. Los ratones se expusieron a un flujo continuo de LPS durante 30 minutos,
seguido de 5 minutos de acondicionamiento sin nebulizacién. Los ratones control se

expusieron a la nebulizacién de PBS durante el mismo tiempo.
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CAMARA NEBULIZACION

Figura 14. Camara de nebulizaciéon empleada.

4.2. CIRUGIA: LAVADO BRONCOALVEOLAR (BAL)

El primer procedimiento que se llevd a cabo para analizar el infiltrado leucocitario
extravasado en la cavidad pulmonar consistié en practicar un lavado broncoalveolar

(BAL) por intubacién traqueal.

Transcurridas 48 horas después de la nebulizacién de LPS, se sacrificé al ratén por

desplazamiento del O; mediante gaseado con COa.

Los ratones se colocaron en decubito supino y se realizé una cisura de la piel a la altura

de la trdquea. Tras retirar el tejido conjuntivo mas superficial, con unas pinzas de punta
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roma se separo ligeramente el muisculo esternohioideo y esternotiroideo para aislar la

trdquea, unos 4 mm por debajo de la glandula tiroidea.

Se pasé por debajo de la trdquea sutura 5/0 no absorbible estéril de seda trenzada y se
realizé un prenudo que no se llegd a apretar. 2mm encima del prenudo, y con unas tijeras
finas y muy afiladas practicamos un pequefio corte en la parte anterior de la traquea, por
el cudl introducimos la punta de una aguja de intubacién de punta redonda (Figura 15).
Apretamos con firmeza el prenudo y damos un segundo nudo, asegurandonos de que la

trdquea y la aguja estan unidas.

A continuacién, con una jeringuilla de 1 ml se inyectaron lentamente por la traquea 500
ul de PBS heparinizado frio, y se recogidé con suavidad, ya que si se ejerce demasiada
presion provocaria la aparicion de sangre en el lavado. Se descartaron los lavados

broncoalveolares en los que se observaron restos sanguineos.
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Figura 15. Procedimiento y material utilizados para el lavado broncoalveolar por intubacién traqueal
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El BAL se centrifugd a 300 g, a 4°C durante 10 minutos. Se guardd el sobrenadante para
determinar la concentracion de proteinas y realizar ELISA y se reconstituyd el pellet
celular en 500 ul de PBS, determindndose el nimero de leucocitos con una cdmara de

Neubauer.

En todos los casos, el I6bulo inferior izquierdo del pulmén se recogié en formol al 4%
durante al menos 24 horas a 4°C para su posterior andlisis histoldgico, y el resto del
tejido se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C para
posteriores andlisis bioquimicos (Figura 16). Se recogi6 sangre por extraccion directa

del corazdn y se obtuvo plasma.

Dial Dia3
Nebulizacién Recogida
delPsS de muestras

:

Figura 16. Cronograma del modelo de dafio pulmonar inducido por LPS
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5. INYECCION INTRAVENOSA DE FITC-
DEXTRANO TRAS DANO PULMONAR AGUDO
INDUCIDO POR LPS

El uso de dextrano unido a isotiocianato fluorescente (FITC-Dextrano) estd muy
extendido en estudios de permeabilidad in vivo. Mediante la inyeccidn intravenosa de
FITC-Dextrano, podemos evaluar la permeabilidad vascular estudiando la presencia en

mayor o menor concentracion de fluorescencia en el BAL.

Para el modelo de inyeccién intravenosa de FITC-Dextrano, se procedid exponiendo a
los ratones a LPS nebulizado, con la diferencia de que 24 horas después se inoculé FITC-

Dextrano.

5.1. INYECCION RETROORBITAL DE FITC-
DEXTRANO

Transcurridas 24 horas tras la nebulizacién de LPS, se inyectaron 100 ul de FITC-

Dextrano (25mg/ml) en NaCl 0,9% en el seno retroorbital.

Treinta minutos después, sacrificamos al ratén por desplazamiento del O, mediante
gaseado con COa. Practicamos un lavado broncoalveolar y se recoge sangre por

extraccion directa del corazén (Figura 17).
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Figura 17. Cronograma del modelo de Inyeccidn intravenosa de FITC-Dextrano tras dafio pulmonar agudo

inducido por LPS
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6. INFLAMACION INDUCIDA POR
CARRAGENINA EN AIR POUCH

La inflamacidn inducida por carragenina en air pouch nos permite evaluar de manera no
invasiva los leucocitos polimorfonucleares y las proteinas extravasadas en la cavidad del

pouch.

Se trata de un modelo bastante reproducible y que se mecaniza con facilidad, lo que
permite un andlisis muy fiable, dada la variabilidad intrinseca de los métodos in vivo.
Ademads, no es necesario sacrificar al ratdn después de realizar la técnica, por lo que

pueden destinarse a otros experimentos si fuera necesario.

6.1. CARRAGENINA: PROPIEDADES

Las carrageninas son poligalactanos sulfatados que se obtienen de varias especies de
algas rojas (Rhodophyceae). Estan compuestos de unidades repetidas de disacaridos
de D-galactosa (Macher 2008). Las carrageninas inducen una respuesta inflamatoria y
pueden activar respuestas inmunes mediadas por linfoma de células B-10 (Bcl-10) y
Toll-like receptor (TLR) (Borthakur et al, 2007; Bhattacharyya et al, 2008). En la mayoria de las
publicaciones las carrageninas se usan para inducir inflamacién en extremidades, en
modelos de air pouch o inyectdndose directamente en las articulaciones en modelos de

artritis.

6.2. MODELO DEL AIR POUCH

El primer procedimiento que se llevé a cabo fue la creaciéon y mantenimiento del volumen
del air pouch, para posteriormente inyectar PBS o carragenina y analizar el infiltrado

leucocitario extravasado.
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6.2.1. DIA 0: CREACION DEL POUCH

Previamente, se rasurd por completo el dorso del ratdén. Se anestesié al ratéon con
anestesia inhalatoria: isoflurano 2% en oxigeno y se limpid la espalda del ratdn con etanol
al 70%.

Los ratones se colocaron decubito prono, y con una jeringa unida a un filtro de 0,45 um
y a una aguja de calibre 30 se realiza una inyeccién subcutanea de 3 ml de aire estéril

en la zona dorsal.

6.2.2. DIA 3: MANTENIMIENTO DEL POUCH

Con el objeto de mantener constante el volumen del pouch, se realiza una segunda

inyeccién subcutanea de 3 ml de aire estéril en la cavidad del pouch, recuperando este

su tamanfo inicial (Figura 18).

Figura 18. Air pouch tras inyeccion subcutédnea de 3ml de aire estéril
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6.2.3. DIA 6: INYECCION DE CARRAGENINA

Se prepard una disolucién al 1% de carragenina en PBS. Con la aguja de calibre 30,
inyectamos un volumen total de 0,5 ml de carragenina en el pouch. A continuacion,
masajeamos con cuidado el dorso del ratén durante 30 segundos, asegurdndonos de
que la carragenina impregne por completo la cavidad del pouch. En los ratones control

se inyectaron 0,5 ml de PBS.

6.2.4. DIA 7: LAVADO DEL POUCH

Transcurridas 24 horas de la inyeccidn de carragenina, procedemos al lavado del pouch.
Para ello, inyectamos 2 ml de PBS frio heparinizado con una aguja de calibre 21.
Masajeamos el pouch con suavidad durante 30 segundos, sin sacar la aguja, ya que si
se dafia la piel provocaria la aparicion de sangre en el lavado. Se recogid poco a poco la
totalidad de la muestra, sin ejercer demasiada presion, descartdndose aquellos lavados

en los que se observaron restos de sangre.

El lavado se centrifugd a 300 g, a 4°C durante 10 minutos. Se guardd el sobrenadante
para determinar la concentracion de proteinas y realizar ELISA y se reconstituyd el pellet
celular en 2 ml de PBS, determinandose el niimero de leucocitos con un hemocitémetro
ADVIA® 120 (Figura 19).
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Figura 19. Cronograma del modelo de inflamacién inducida por carragenina en air pouch

Para recoger el tejido del pouch para histologia, se recorté alrededor de la periferia del
pouch y se grapé el tejido a cartulina para asegurar que se mantuviera estirado (Figura
20). Se sumergié en formol al 4% durante al menos 24 horas a 4°C para su posterior

analisis histoldgico.

Figura 20. Tejido correspondiente al air pouch, recogido para anélisis histoldgicos
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7. ISQUEMIA-REPERFUSION RENAL

Laisquemia-reperfusidn renal se asocia con una inflamacién tlbulointersticial, y provoca
una respuesta inflamatoria aguda (Thurman, 2007) que nos permite analizar la
generacion de citoquinas y quimiocinas en el rifién, y la consecuente infiltracién de

leucocitos.

7.1. CIRUGIA: ISQUEMIA RENAL

El primer procedimiento que se llevd a cabo para analizar la reperfusién post-isquémica
consistié en obstruir la arteria y la vena renal del ratén durante 30 minutos, para inducir

asfi la isquemia.

Para la cirugia, se procedid a anestesiar al ratdn con anestesia inhalatoria: isoflurano 2%
en oxigeno. Antes de comenzar la cirugia, se administré al animal una dosis del
analgésico buprenorfina (0,15 mg/kg), via subcutdnea, de tal forma que, una vez

terminado el procedimiento quirdrgico, ya estuviese ejerciendo sus efectos.

Los ratones se colocaron decubito supino sobre una almohadilla térmica para mantener
su temperatura constante a 37°C, y se desinfecté el abdomen con betadine. Se realizd
una incisién de unos 2 cm en linea alba y se separd la piel de la pared abdominal. Se
practicé una incisidon en el peritoneo en linea alba con cuidado de no dafiar ningin
organo. Se vigilé en todo momento la temperatura corporal y la hidratacién del ratén,

humedeciendo cada pocos minutos con salino a 37°C.

Tras la laparotomia, e intentando manipular lo menos posible el intestino, se localizaron
la arteria y la vena renal del rifidn izquierdo del ratdon. Con ayuda de unas pinzas, se
limpid ligeramente el conjuntivo de alrededor, y se pinzé el paguete vascular con unas
pinzas de arteria. Segundos después, se observé que el rifidn comenzaba a oscurecerse,

poniéndose completamente negro en unos 10 minutos (Figura 21).
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PINZA DE ARTERIA

RINON SIN ISQUEMIA RINON DURANTE LA ISQUEMIA
@ 10 seg. @ 10 min. - 30 min.

TONALIDAD RINON

Figura 21. Procedimiento para la isquemia-reperfusion renal

Se mantuvo la isquemia durante 30 minutos, vigilando que no se dieran sangrados. Tras
la isquemia, se retiraron las pinzas de arteria, y el rifidn reperfundié en pocos segundos,
volviendo a su color rojo original. Se cosid el peritoneo en continuo con sutura 5/0 no
absorbible, y se cerré la piel con grapas. Se desinfectd la herida con unas gotas de
betadine y se inyectaron al ratén 200 ul de salino subcutdneo para que se mantuviera
hidratado.
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Transcurridas 48 horas de la isquemia, anestesiamos al ratdén con isoflurano 2% en
oxigeno y se recogié sangre por extraccion directa del corazén. En todos los casos, el
rifndn izquierdo se dividié en dos mitades, recogiéndose una en formol al 4% durante al
menos 24h a 4°C para su posterior andlisis histolégico, y el resto se congeld
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C para posteriores andlisis

bioguimicos (Figura 22).

Dial @ Dial
O min. 30 min. Dia3

Isquemia Reperfusién Recogida
de muestras

i

Figura 22. Cronograma del modelo de isquemia-reperfusion renal
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8. METODOS DE CULTIVO CELULAR

8.1. LINEA DE CELULAS ENDOTELIALES EA.HY926

La linea celular endotelial EA.hy 926 wild type fue adquirida en ATCC. Se generd a partir
del cultivo primario de células umbilicales humanas, al fusionarlas con un clon de células

A549 tioguanina-resistentes mediante exposicion a polietilenglicol.

Para mantener estas células se utilizé medio de cultivo DMEM, con 4,5 g/L de glucosa,
suplementado con 50 U/mL de penicilina—estreptomicina y enriquecido con FBS al 10%.

El medio de cultivo se cambid cada 48 horas.

8.2. TECNICAS BASICAS EN CULTIVOS CELULARES

8.2.1. TRIPSINIZACION CELULAR

Se utilizé la técnica de la tripsinizacion celular para levantar las células endoteliales
adheridas y volverlas a sembrar en otro soporte. Después de retirar el medio y lavar con
PBS, se afiadié tripsina-EDTA (tripsina 0,25%, EDTA 0,02%) para separar las células de
la superficie de la placa. La accién de la tripsina se detuvo aproximadamente a los 3
minutos con medio de cultivo y a continuacidn las células se transfirieron a un tubo. La
suspension celular se centrifugdé a 600 g durante 3 minutos a temperatura ambiente. El
precipitado se resuspendié en la cantidad adecuada de medio de cultivo, dependiendo
de su posterior utilizaciéon. Si el experimento lo requeria, en este punto se procedié al

recuento celular.

8.2.2. RECUENTO CELULAR

Después de tripsinizar las células, una muestra de la suspensién celular se mezclé en

proporcién 1:1 con azul de trypan, que es capaz de penetrar a través de la membrana de
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células muertas o dafiadas, pero no de células vivas. A continuacién, 10 uL de esta
mezcla se depositaron en una cdmara de contaje y se introdujo en el contador
electrénico Countess® Automated Cell Counter. Este contador es capaz de discriminar
las células viables de las no viables, obteniéndose el nimero de células por mililitro. El

recuento se hizo siempre por duplicado y se utilizé el valor medio.

8.2.3. CONGELACION Y DESCONGELACION DE LiNEAS
CELULARES

Para congelar las células, en primer lugar, se tripsinizaron de la forma explicada
anteriormente. Las células se resuspendieron en 2 mL de medio frio con FBS al 50% y
DMSO al 10%. La suspension celular resultante se pasé a un vial de crioconservacion
que se almacend dentro de un recipiente relleno de isopropanol, en el que la temperatura
va disminuyendo lenta y gradualmente. Después de 24 horas, las células se almacenaron

en un tanque de nitrégeno liquido.

Para su descongelacidn, se introdujeron los viales en un bafio de agua a 37°C y, una vez
descongelados, se transfirié rdpidamente el contenido a 10 mL del medio de cultivo. Se
centrifugd la suspensién celular a 600 g durante 3 minutos a temperatura ambiente. El
precipitado se resuspendid en la cantidad adecuada de medio de cultivo y se sembraron

las células en una placa de cultivo.
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9. EVALUACION DE LA PERMEABILIDAD
VASCULAR

9.1. RECUENTO DEL NUMERO DE CELULAS

Los leucocitos presentes en el BAL se contaron utilizando una cdmara de Neubauer. Las
células se mezclaron en una proporciéon de 1:1 con el colorante de exclusiéon azul de
trypan al 0,4% y se contaron. Los leucocitos en el lavado del pouch se identificaron con

un hemocitémetro, distinguiéndose entre linfocitos, neutréfilos, baséfilos y monocitos.

9.2. DE,TERMINACI(')N DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS

Para la cuantificacién de la concentracidn proteica del BAL y del lavado del pouch, se
siguié el protocolo del kit comercial colorimétrico DC™ Protein Assay, basado en el
método de Lowry (Lowry et al, 1951). Se realizd una recta patrén con los reactivos del kit
y se midié la absorbancia del producto de reaccién a 720 nm en un lector de placas de
ELISA. Los valores de absorbancia de las muestras problema se extrapolaron en la recta

de absorbancias obtenida a partir de las diluciones seriadas, utilizando el software Gen5.

9.3. PRESENCIA DE FITC-DEXTRANO EN EL LAVADO
BRONCOALVEOLAR

En el modelo de inyeccién intravenosa de FITC-Dextrano tras dafio pulmonar agudo
inducido por LPS, medimos en un fluorimetro la fluorescencia en el sobrenadante del
BAL y en el plasma (diluido 1:20 en NaCl 0.9%) a una onda de excitaciéon de 485 nmy

una onda de emisién de 528 nm.

Fluorescencia en BAL

Por ultimo, calculamos el ratio de fluorescencia: -
Fluorescencia en plasma
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9.4. RATIO PESO HUMEDO/PESO SECO

En el modelo de inyeccién intravenosa de FITC-Dextrano tras dafio pulmonar agudo
inducido por LPS, se extrajeron los pulmones y se enjuagaron en PBS para eliminar restos
de sangre. Se secaron en papel y los pesamos en una balanza obteniéndose asi el peso
hdmedo. Se dejan en una estufa a 65°C durante 48 horas, y se vuelven a pesar,
obteniéndose el peso seco. Calculamos el ratio peso himedo/peso seco como un

indicador de edema.

9.5. ENSAYO DE MIGRACION A TRAVES DE
TRANSWELL

Esta técnica permite medir la capacidad del FITC-Dextrano para migrar a través de las
células endoteliales, basédndose en que el transwell tiene un poro de 3 um, por el que
migra el FITC-Dextrano pero no las células. Se sembraron 10° células/placa de la linea
celular endotelial EA.hy926 en el compartimento superior del transwell y se cultivaron
24 horas hasta confluencia. Se dejaron las células en medio de cultivo sin FBS durante

la noche y se activaron con LPS (1 ug/ml) durante 4 horas.

El medio de la cdmara superior se retird y se afiadié medio de cultivo DMEM con FITC-
Dextrano (1mg/ml), LPS (1 pg/ml) y endoglina soluble (500 ng/ml) en los casos
apropiados. El medio de la cdmara inferior se retiré y se afiadio DMEM (Figura 23). Tras
24 horas a 37°C, se retiraron los insertos y se midid la fluorescencia en la cdmara inferior

con un fluorimetro.
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EXPERIMENTO DE PERMEABILIDAD ENDOTELIAL

FITC-Dextrano

EA.hy 926

Figura 23. Esquema del experimento de permeabilidad endotelial con transwell
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10. ANALISIS HISTOLOGICO

Todos los estudios histoldgicos realizados en este trabajo, asi como las imagenes de
microscopia obtenidas, se llevaron a cabo en el Servicio de Patologia Molecular
Comparada y Nodo Coordinador BEOCyL (Centro de Investigacion del Cancer, CSIC-
Universidad de Salamanca, NUCLEUS).

Los tejidos destinados a la realizaciéon de los estudios histolégicos se fijaron con
formaldehido al 4% durante, al menos 24 horas. Después, se deshidrataron en etanol de
concentracién creciente desde 50% hasta absoluto y posteriormente en xileno. Tras la
deshidratacidn, se incluyeron en parafina en una estufa a 60°C durante 24 horas y se
obtuvieron blogues, que se cortaron con un micrétomo en secciones transversales de 3
um de grosor. Por Ultimo, los cortes se depositaron en un portaobjetos y se dejaron secar

en la estufa durante 1 hora.

10.1. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

Esta técnica permite visualizar la estructura morfoldgica de las células individualizadas
al microscopio dptico, su posicidn relativa y la forma de los nlcleos dentro de las

mismas.

Para llevar a cabo esta técnica de tincidn, los cortes se desparafinaron en xileno y se
hidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol (absoluto, 95% y 80%) hasta
llegar a agua destilada. A continuacidn, se sumergieron en la solucién de hematoxilina
durante 10 minutos. Tras esta tincidn, se lavaron los restos de colorante con agua y se
sumergié en eosina durante 30 segundos. Por Ultimo, se deshidrataron los cortes
sumergiéndolos nuevamente en soluciones de etanol de concentracién creciente (80%,
95% y absoluto) y xilol. Finalmente, se afiadié el medio de montaje DPX (resina acrilica
con base de xileno) y se colocd un cubreobjetos para proteger los cortes. Cuando el
medio de montaje estuvo seco, las preparaciones se visualizaron en un microscopio

Optico y se tomaron fotografias representativas.
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10.2. VALORACION HISTOLOGICA CUANTITATIVA

Los cambios histoldgicos en el tejido fueron evaluados por un patdlogo, ciego a la
muestra. Se empled un sistema cuantitativo para valorar el grado de afectacién de las
muestras histologias, calculdndose una puntuacién total para cada ratén. En todas las
muestras se valord la cantidad de infiltrado polimorfonuclear de 0-3. Ademas del

infiltrado inflamatorio, en el rifidn se valord la necrosis tubular.
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11. ANA,LISIS DEL NIVEL DE EXPRESION DE
PROTEINAS POR WESTERN BLOT

El método del Western blot (Gallagher et al, 2004) permite la identificacion de proteinas de
un extracto celular o tejido. Se basa en la separacién de las proteinas de una muestra en
un gel de poliacrilamida en funcidén de su tamafio, y su posterior transferencia a una
membrana. En dicha membrana son reconocidas mediante la utilizacién de anticuerpos
especificos contra las proteinas que se desean identificar (anticuerpos primarios), y
anticuerpos secundarios, que reaccionan con los anticuerpos primarios y estan
conjugados con la enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP, del inglés, HorseRadish
Peroxidase) que, al reaccionar con su sustrato, produce una reaccion facilmente

detectable y proporcional a la cantidad de proteina de la muestra.

11.1. OBTENC’I(')N DE EXTRACTOS DE PROTEINAS DE
TEJIDOS Y CELULAS

Para la extraccidn de proteinas de tejido, se pulverizaron los tejidos en hielo seco y se
pesaron 20-30 mg del pulverizado. Se lisé el tejido con 200 uL de tampdn de lisis (Tris
base 20 mM, pH 7,5; NaCl 140 mM, EDTA 50 mM, glicerol al 10% e IGEPAL CA-630 al
1%), en frio, al que se afiadieron inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se lisé la muestra

con micropistilos.

El lisado celular se centrifugé a 600 g, a 4°C durante 10 minutos. Después de la
centrifugacion, se recogié el sobrenadante y las muestras se almacenaron a -80°C hasta

Su uso.
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11.2. DETERMINACIC')N DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS

Para la cuantificacidon de la concentracion proteica de nuestros extractos celulares, se
siguid el protocolo del kit comercial colorimétrico DCTM Protein Assay, procediéndose

como se ha explicado.

11.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y
ELECTROFORESIS

Se prepararon las muestras en condiciones desnaturalizantes afiadiendo tampdn de
carga (Tris 125 mM, glicerol al 10%, SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 1% y azul de
bromofenol al 0.0005%; pH 6,8), y se hirvieron a 100°C durante 5 minutos (Laemmli,
1970).

Las proteinas se separaron mediante una electroforesis vertical en gel, 0 SDS-PAGE (del
inglés, Sodium Dodecyl Sulphate — PolyAcrilamide Gel Electrophoresis), con distinto
porcentaje de poliacrilamida segun el tamafio de la proteina a analizar (Tris base 0,4 M,
pH 8.8; APS al 0,1%, TEMED al 0,08% y acrilamida diluida al porcentaje deseado). El gel
se sometid posteriormente a una electroforesis, en cubetas Mini-PROTEAN®III
sumergido en tampodn de electroforesis (Tris 25 mM; glicina 192 mM y SDS 1,7 mM) y
aplicando un voltaje constante de 130 voltios (V). En paralelo a las muestras, cargamos

en el gel un marcador de proteinas de pesos moleculares conocidos.

11.4. TRANSFERENCIA

Las proteinas separadas e incluidas en el gel de acrilamida se transfirieron a una

membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF; del inglés, PolyVinyliDene Fluoride).
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La transferencia se llevd a cabo mediante el método en himedo en la cubeta Mini
PROTEAN®I|I, a una intensidad de corriente constante de 400 mA durante 1 hora en frio,

en tampodn de transferencia (glicina 192 mM, Tris 25 mM, pH 8.3).

11.5. BLOQUEO E INCUBACION CON LOS
ANTICUERPOS

Previamente a la incubacién con anticuerpos, se procedié al bloqueo de los lugares de
la membrana no ocupados por proteinas. Para ello, una vez finalizada la transferencia se
lavé la membrana con tampdn de lavado (Tween-20 al 0.1%, NaCl 150 mM, Tris 20 mM,
pH 7.5) y se incubd con tampdn de blogueo (BSA 1-5% en tampdn de lavado), durante 1

hora a temperatura ambiente en agitacion.

A continuacidn, se incubd la membrana con el anticuerpo primario, diluido en solucién
de bloqueo, durante al menos 90 minutos a temperatura ambiente (o toda la noche a
4°C) en agitacion. Las condiciones a las que se emplearon los anticuerpos se encuentran
en iError! No se encuentra el origen de la referencia.. Tras la incubacién con el
anticuerpo primario, se hicieron 3 lavados de 5 minutos con tampdn de lavado y se
incub6 la membrana con el correspondiente anticuerpo secundario (una
inmunoglobulina, IgG, conjugada con HRP), diluido en tampdn de lavado, durante 30-45
minutos, a temperatura ambiente, en agitacion. Se hicieron 3 lavados de 15 minutos del

anticuerpo secundario.

- ANTICUERPO ANTICUERPO
EPITOPO  KDA PRIMARIO SECUNDARIO
ENDOGLINA s . .
HUMANA 92 AcP de conejo 1:1.000 Anti-conejo 1:15.000
ICAM-1 | 100 AcP de cabra 1:1000 Anti-cabra 1:15.000
VCAM-1 | 100 AcP de cabra 1:1000 Anti-cabra 1:15.000
VE-CADHERINA | 125 AcP de rata 1:1000 Anti-rata 1:15.000
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CALNEXINA | 90 AcP de conejo 1:5000 Anti-conejo 1:15.000

Tabla 2. Anticuerpos y condiciones de Western blot

11.6. REVELADO

Para la deteccidn de la sefial ofrecida por el anticuerpo secundario, se utilizé un sistema

basado en la oxidaciéon del luminol potenciada con fosfo-iodofenol.

Las membranas se incubaron durante un minuto con una solucién de Tris 0,1M, pH 9,35;
luminol 2,2 mMy p-iodofenol 2,2 mM, suplementada con H202 al 0,03-0,06%. La catélisis
del H202 por la HRP unida al anticuerpo secundario libera O2, que oxida el luminol. El
luminol oxidado emite luminiscencia, que sera mayor cuanta mas proteina haya, puesto

que unird mayor cantidad de anticuerpo y habra més catélisis enzimaticas en ese punto.

Inmediatamente y en la oscuridad, se impresiond la membrana en una pelicula de
autorradiografia, que quedard velada en aquellas zonas donde la membrana emita

luminiscencia, mas cuanto mayor sea ésta.

Tras su exposicidn, se introdujo la pelicula en una maquina de revelado que sumerge las
peliculas en los liquidos de revelado, fijado y lavado, sucesivamente. Por dltimo, la

pelicula obtenida fue digitalizada y cuantificada con el software Scion Image.
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12. ANALISIS DEL NIVEL DE EXPRESION
GENICA POR QPCR

12.1. EXTRACCION DE ARN DE TEJIDO

Se empled el kit NucleoSpin® RNA |l para extraer ARN de las muestras de tejido de
pulmén vy rifién de ratdn. Al tratarse de un tejido, utilizamos micropistilos para su

homogenizado en el tampdn de lisis del kit.

12.2. OBTENCION DE ADNC

Para el andlisis de la expresion génica necesitamos utilizar ADN como sustrato de la
reaccion. Mediante el uso de enzimas transcriptasas reversas virales, se obtuvo ADNc a

partir del ARNm purificado de nuestras muestras (Kacian & Myers, 1976).

Con el fin de sintetizar ADNc, se diluyeron 250 ng de ARN de cada muestra con agua
libre de RNasas hasta un volumen final de 16 pL. Se afiadieron 4 ul de la iScript RT
Supermix 5X, que contiene transcriptasa reversa, dNTP, oligo (dT), random primers,
inhibidor de RNAsas, estabilizadores de MgCl. y el tampdn de reaccidn. Los 20 uL totales
fueron incubados en un termociclador MyCycler a 25°C durante 5 minutos, seguidos de

30 minutos a 42°C y 5 minutos finales a 85°C. El ADNc obtenido se almacend a -40°C.

12.3. DISENO DE CEBADORES PARA QPCR

Para el andlisis de la expresion de los genes de interés en las muestras, fue necesario
disefar secuencias de cebadores y comprobar su eficacia en la amplificacion de una sola

secuencia génica especifica.

Para el disefio de cebadores, se utilizé la base de genes del NCBI (National Center for

Biotechnology Information, USA). Gracias a su herramienta Primer-BLAST, se selecciond
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la pareja de cebadores que se considerd que mejor reunia los requisitos: longitud del
amplicén en torno a 100 pares de bases, porcentaje de pares GC en torno al 50%, y grado

de autocomplementariedad bajo.

Para comprobar el funcionamiento de la pareja de cebadores en cada caso, se llevaron
a cabo dos pruebas. En primer lugar, un gradiente de temperaturas consistente en una
dPCR que utiliza diferentes temperaturas de anillamiento. Esta prueba nos permiti, por
una parte, elegir la temperatura de anillamiento a la que mejor funcionasen nuestros
cebadores. Por otro lado, el andlisis de la curva de melting del producto de PCR, nos
permitié saber si se habia amplificado un solo producto o habia habido amplificaciones
inespecificas que invalidasen el uso de estos cebadores. Cabria la posibilidad de que
dos productos de PCR de diferente longitud tuviesen una curva de melting similar por
su composicidn en pares de bases, por lo que llevamos a cabo una electroforesis en gel
de agarosa de los productos de gPCR obtenido en la anterior prueba. Esto nos permitié

comprobar que nuestra pareja de cebadores sdlo ofrecia un producto de PCR.

Posteriormente, comprobamos la eficiencia de amplificacion de nuestra pareja de
cebadores, amplificando diluciones seriadas 1:3 de la muestra, y comprobando que el
producto de PCR obtenido en cada muestra conservaba la proporcién con respecto ala
muestra sin diluir. Asi, se elaboré una recta que enfrentaba el Ct con la dilucién de la
muestra. Se dieron por validas rectas con un valor de R? superior a 0,99. Ademas, la
eficiencia, es decir, la proporcién de ADN que rendia la reaccién de PCR en cada

muestra, o pendiente de la recta, debia estar entre el 90 y el 110%.

Las parejas de cebadores disefiados utilizadas en este trabajo se detallan en la jError!

No se encuentra el origen de la referencia..

148



12.4. PCR CUANTITATIVA, QPCR O PCR A TIEMPO
REAL

La técnica de PCR consiste en la amplificacién de regiones especificas de ADN gracias
a la utilizacién de cebadores especificos que anillan a ambos flancos de dicha regidn, y
a la accién de una enzima ADN polimerasa que sintetiza ADN nuevo mediante la copia
de la secuencia de dicha regidn gracias a la elongacién de los cebadores (Bessman et al,

1958).

La PCR a tiempo real o gPCR permite monitorizar la cantidad de ADN al final de cada
ciclo de amplificacién gracias a la utilizaciéon de un fluoréforo que se une a ese ADN
cuando estd en estado de doble cadena (Woo et al, 1998). El software acoplado al
termociclador registra la emisién de fluorescencia de cada una de las muestras a lo largo

de la PCR y genera una curva de amplificacién sigmoidea.

La PCR se preparé sobre un volumen final de 20 ul. Se mezcld 1 ul de cDNA, 10 ul de la
Supermix iQ™ SYBR®Green, 0,4 ul de cada cebador y 8,2 ul de H.0 mQ. La reaccién se
llevé a cabo en un termociclador iQ™ 5, empleando un protocolo que incubd la reaccidn
a 95°C durante 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos
a la temperatura de anillamiento especifica y 30 segundos a 72°C. La cdmara acoplada
al termociclador toma una imagen de la muestra al final de cada ciclo, detectando la
sefial fluorescente, mayor cuanto méas producto de PCR, al haber mas ADN de doble
cadena. Una vez terminado el protocolo, la temperatura del termociclador aumenta
desde 70°C a 95°C, de forma gradual en ciclos de 10 segundos, con un aumento de
0,5°C en cada ciclo y tomando una fotografia al final de cada ciclo. Esto provoca la
desnaturalizacion del ADN, obteniendo la curva de melting o disociacién de nuestro

producto de PCR, que debe ser Unica para confirmar que se trata de un producto Unico.

El software acoplado al termociclador establece una linea de threshold, es decir, una
linea horizontal que corta a las curvas de amplificaciéon de cada muestra cuando todas
ellas estan en su fase exponencial. Después calcula los niveles de expresion relativos de

las diferentes muestras en funcion de sus Ct, es decir, del ciclo de amplificacién de cada
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muestra en el que la curva de amplificacién en fase exponencial corta la linea de
threshold. Un Ct mas bajo indica una mayor cantidad de ADN del gen en cuestién, puesto

que significa que esa muestra alcanza antes la fase exponencial de amplificacion.

Se utilizaron como housekeeping la expresién de los ARNm de RPS13 (del inglés,
Ribosomal Protein S13) , de B-actina y de GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa).

Gen diana Secuencia de los cebadores (5’ - 3') Ta de anillamiento

TCTACAAATGTGGCTGAGGACT
B-Actina 59
GAGGGACTTCCTGTAACCACTT

TCTTTGCTTATGTGGCGTGTG

cD45 56
ATCCCCTTCTGATGCGCCTA
TCTAGGCCATCCCACTCACA

cXCL12 59
CAGCCGTGCAACAATCTGAA
AGGTGCTTCTGGTCCTCAGT

ENG 65
CCACTCAAGGATCTGGGTCT

S-ENG | GGAAGTCCATAGGACTGTCTTCA 65
CACTGTGGGGGCCTGGGGTA

SELE (E- | ATGTGATGATGTCCCTCGGC o

selectina) | cTTCCTGGGTCCACTTTCCC
GTCGGTGTGAACGGATTT

GAPDH 59
GAATTTGCCGTGAGTGGAGT
CGCTGTGCTTTGAGAACTGT

ICAM-1 59
GGTGAGGTCCTTGCCTACTT
GCCTGTGTTTTCCTCCTTGC

IL1B 59
TGCTGCCTAATGTCCCCTTG
IL6 | TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC 59
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CD31 (PECAM)

PRS13

VCAM-1

CDHS5 (VE-
cadherina)

AGTCTCCTCTCCGGACTTGT

CGGTTATGATGATGTTTCTGGA
AAGGGAGGACACTTCCACTTCT

GATGCTAAATTCCGCCTGAT
TAGAGCAGAGGCTGTGGATG

GAACCCAAACAGAGGCAGAG
GGTATCCCATCACTTGAGCAG

ATTGGCCTGTGTTTTCGCAC
CACAGTGGGGTCATCTGCAT

Tabla 3. Cebadores y condiciones de PCR
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13. TECNICA DE ELISA

La técnica de ELISA es un ensayo de inmunoadsorcion, basado en la deteccién de un
antigeno presente en la muestra mediante anticuerpos que, directa o indirectamente,
producen una reaccién cuantificable espectrofotométricamente (Engvall & Perimann,
1971; Voller, 1978).

En este trabajo, se determind por ELISA la concentracién de distintas moléculas clave
en el proceso inflamatorio, mediante el empleo de kits comerciales especificados en la
jError! No se encuentra el origen de la referencia. y siguiendo las instrucciones del
fabricante. También se estudié por ELISA la actividad mieloperoxidasa, proveniente de

los grénulos azurdéfilos de los granulocitos.

Proteina diana Nombre Casa comercial Referencia
. kit Quantikine Human
hEndoglina Endoglin/CD105 Inmunoassay R&D Systems DNGOO
IL10 Mouse IL-10 ELISA Kit (Sandwich LSBIO LS-F9770
ELISA)
Mouse IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine
IL1B ELISA Kit R&D Systems MLBOOC
IL6 Mouse IL-6 Quantikine ELISA Kit R&D Systems M6000B
Mouse TNF-alpha Quantikine
TNFa ELISA Kit R&D Systems MTAOOB
Mieloperoxidasa | MPO Mouse, ELISA kit Hycult Biotech HK210-02

Tabla 4. ELISAs utilizados
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14. TRATAMIENTO DE LOS DATOS Y
ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los resultados se expresaron como la media + el error estdndar de la media (EEM).
Para datos normales, se utilizo el test estadistico de anélisis de la varianza (ANOVA) para

determinar las diferencias significativas entre mas de dos grupos de datos.

Consideramos significativo un valor de p<0,05.

En el andlisis de los datos de gPCR, se aplicé una transformacién logaritmica del valor
de expresion relativa obtenido. Esto permitié transformar la distribucién de los datos,
con sesgo positivo, en una distribucidon normal. Una vez transformado el conjunto de
datos, se puede conocer si hay outliers en la muestra y eliminarlos. Sobre el valor

transformado aplicamos los test estadisticos mencionados.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con Microsoft Excel 2016 y GraphPad Prism

6.

Reactivo / Producto Referencia Casa comercial
ADN polimerasa | 10.003 Biotools
Agarosa | 50000 Lonza
Agujas calibre 21 | 4657527 Braun
Agujas calibre 23 | 4657667 Braun
Agujas calibre 30 | 4656300 Braun
APS (Persulfato de amonio) | A3678 Sigma-aldrich
Azul de bromofenol | B8026 Sigma-aldrich
Azul de trypan | 710282 Thermo fisher scientific
BSA (albumina sérica bovina) | A7906 Sigma-aldrich
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Buprex (buprenorfina)
A-Carragenina

Cebadores PCR
Cubreobjetos

DC™ Protein Assay (Lowry)
DMEM

DMSO (dimetil sulféxido)
dNTP

DTT (ditiotreitol)

EDTA (etilendiaminotetracético)
Espermidina

Etanol

FBS (Suero bovino fetal)
Filtros estériles
FITC-Dextrano

Formol 4%

Glicerol

Glicina

Glutamina

Grapas quirurgicas
Heparina sédica 5000UI
Igepal CA-630

Inhibidores de fosfatasas PhosSTOP

Inhibidores de proteasas Complete

C1867

200x200

5000112

41966

154938

11277049001

D0632

E5134

S0266

100983

10270

Fd40

252931.1214

D4751

161-0724

G8540

654754.0

13021

04 906 837

11697 498

Rb pharmaceuticals
Sigma-aldrich

Isogen life science
Thermo fisher scientific
Bio-rad

Thermo fisher scientific
Sigma-aldrich

Roche

Sigma-aldrich
Sigma-aldrich
Sigma-aldrich

Merk

Thermo fisher scientific
Corning

Sigma-aldrich

Panreac

Sigma-aldrich

Bio-rad

Sigma-aldrich

F.s.t

Hospira

Sigma-aldrich

Roche

Roche



iScript RT Supermix

Isoflurano IsoFlo

Jeringas 10 mL

Jeringas 3 mL

Jeringuillas 1 mL

Lipopolisacarido (LPS)

Luminol

Marcador 1 kb

Marcador pesos moleculares PageRuler™
Material quirdrgico

Membranas de PVDF

Metanol

NazHPO4

NacCl

NHaCI

NucleoSpin® RNA Il

p-iodofenol

Peliculas Fuji Medical X-Ray Film Super RX
Penicilina — Estreptomicina

Pipetas de plastico de 5, 10 y 25 mL
Placas de cultivo

Portaobjetos

Puntas micropipeta con filtro

Puntas micropipeta sin filtro
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170-8841

34009xn

4616103v

4616025v

9161406v

L3129

A8511

10787-018

26616

66543

34885

20908

S3014

141121

740.955

110201

47410

15140-122

76x26

2000/80 /16

Bio-rad

Esteve

Braun

Braun

Braun

Sigma-aldrich
Sigma-aldrich

Thermo fisher scientific
Thermo fisher scientific
Fine science tools (f.s.t.)
Pall corporation
Sigma-aldrich
Sigma-aldrich
Sigma-aldrich

Panreac

Macherey nagel
Sigma-aldrich

Fuji medical

Thermo fisher scientific
Corning

Corning

Thermo fisher scientific
Neptune

Deltalab



Rascadores de células | 353086 Corning

RedSafe | 21141 Intron biotechnology
rhEng (Endoglina recominate humana) | 1097-en R&d systems
SDS (Dodecil sulfato sédico) | 152002c Bio-rad
Sutura 5/0 no absorbible | 06185 Arago
TEMED (tetrametil-etilendiamina) | 142093 Panreac
Transwell con FluoroBlock™ | 351152 Corning
Tripsina 0,25% - EDTA 0,02% | 25200 Thermo fisher scientific
Tris base | 4438669 Merck
Tubos de plastico de 1,5 mL | 175508 Nirco
Tubos de plasticode 15y 50 mL | - Corning
Tubos de plastico de 2 mL | 4092.7n Deltalab
Tween-20 | P7949 Sigma-aldrich
Xileno | 141769 Panreac
B-mercaptoetanol | ;-5 Sigma-aldrich

Tabla 5. Reactivos y productos utilizados

Equipos / Aparatos

Casa comercial

Almohadilla térmica

Camara digital Olympus DP70

Campana de flujo laminar vertical Gelaire TC-
48

Cassette de revelado
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DAGA
Olympus
Flow Laboratories

Amersham



Centrifugas

Countess® Automated Cell Counter
Equipo electroforesis PCR

Equipo de Western blot Mini-Protean®Ill
Escaner

Fuente de alimentacion Power Pac 3000
Fluorimetro Synergy H1

Incubador

Hemocitometro ADVIA® 120

Lavador de placas de ELISA (ELX50)
Lector de placas ELISA Epoch

Lupa

Maquina anestesia inhalatoria

Ma&quina de revelado Medical X Ray Processor
Nanodrop (ND-1000)

Nebulizador

Termociclador iQ™ 5

Termociclador MyCycler™
Transiluminador GelDoc

Ultracentrifuga

Ultracongelador

Tabla 6. Equipos y aparatos utilizados
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Eppendorf

Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad

Bio-Rad

Canon

Bio-Rad

BioTek

P.Selecta

Siemens Healthcare

Siemens Healthcare

BioTek

Nikon

MSS Isoflurane

Kodak

Thermo Fisher Scientific

APEX

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Beckman

Thermo Fisher Scientific
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RESULTADOS Y DISCUSION
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La L-endoglina es la isoforma mayoritaria de endoglina, y por ello, con mucha diferencia,
la mas estudiada. La isoforma S-endoglina no resulta de tanto interés cientifico como la
L-endoglina. Sin embargo, los estudios que comparan los efectos de L-endoglina 'y S-
endoglina son muy interesantes y de gran utilidad, ya que, dado que estas isoformas son
idénticas en su dominio extracelular, pero difieren en el intracelular, los diferentes
efectos que cause la presencia de una u otra de estas isoformas se deberan
exclusivamente a la ausencia del dominio intracelular. Por consiguiente, si L-endoglina
y S-endoglina causan el mismo efecto, serd que éste estd controlado por el dominio
extracelular, mientras que, si el efecto es distinto, nos indica que podria regularse por el

dominio citoplasmatico.

Por ello, en esta primera parte del estudio, nos proponemos valorar el efecto de las
distintas isoformas de endoglina de membrana en el proceso inflamatorio. El estudio
comparativo de ratones wild type, y ratones que sobreexpresan L-endoglina o S-
endoglina nos permite valorar el papel de la sobreexpresién de L-endoglina en
condiciones control y condiciones inflamatorias, y, a su vez, valorar si estos efectos se

regulan por el dominio extracelular o el intracelular.
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1. ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS ISOFORMAS
DE MEMBRANA DE ENDOGLINA EN EL
PROCESO INFLAMATORIO

Se ha relacionado un aumento de los niveles de endoglina de membrana con distintos
procesos inflamatorios. La expresién de endoglina de membrana en células endoteliales
aumenta en piel, higado, intestino y pulmdén en condiciones inflamatorias, siendo mayor
la expresidn en zonas de acumulos de infiltrado leucocitario y durante la cicatrizacién de
heridas (Torsney et al, 2002). Ademds, endoglina aumenta su expresion en placas
arteroesclerdticas (Conley et al, 2000), en piel con soriasis (Rulo et al, 1995), en artritis
reumatoide (Szekanecz et al, 1995), tras dafio vascular (Conley et al, 2000), isquemia-
reperfusion (Docherty et al, 2006), infarto de miocardio (van Laake et al, 2006), y cancer

(Bernabeu et al, 2009).

Los estudios que existen actualmente relacionando endoglina de membrana con
inflamacidn se centran en estudiar los efectos que produce la deficiencia de endoglina.
Sin embargo, no hay estudios que valoren los efectos de la sobreexpresién de endoglina

de membrana en las primeras etapas de la respuesta inflamatoria aguda.

Por ello, y dado la gran aplicabilidad clinica que tendria la obtencién de conocimientos
en este campo, en esta primera aproximacion al andlisis de la relacién de la endoglina de
membrana con las primeras etapas de la inflamacién, nos proponemos dos hipdtesis

iniciales.

En primer lugar, valorar si un aumento en la expresion de la isoforma larga de endoglina
de membrana da lugar a un aumento del reclutamiento leucocitario, tanto en condiciones

control, como tras induccién inflamatoria aguda.

En segundo lugar, valorar si las posibles diferencias observadas entre los ratones que
sobreexpresan endoglina de membrana y los ratones WT se deben al dominio

extracelular de endoglina o al intracelular. Dicho de otro modo: valorar si el dominio
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responsable del posible papel de la endoglina de membrana en la respuesta inflamatoria
aguda es el dominio extracelular o el dominio intracelular. Para ello, compararemos los
resultados obtenidos en presencia de sobreexpresion de endoglina de membrana larga
con los obtenidos ante sobreexpresién de endoglina de membrana corta. Como ambas
isoformas son idénticas en su dominio extracelular, si observaramos un comportamiento

diferente Unicamente podria deberse al dominio intracelular.

Para elucidar el efecto de la sobreexpresiéon de L-endoglina y S-endoglina en la
inflamacién, se evaluaron las alteraciones histopatoldgicas, el reclutamiento
leucocitario, la expresidn y concentracion de citoquinas quimiotacticas e inflamatorias,

la permeabilidad vascular y la expresion de moléculas de adhesién leucocitarias.

1.1. ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS ISOFORMAS DE
MEMBRANA DE ENDOGLINA EN EL RECLUTAMIENTO
LEUCOCITARIO

1.1.1. VALORACION HISTOLOGICA DEL EFECTO DE LAS
ISOFORMAS DE MEMBRANA DE ENDOGLINA EN EL
DANO TISULAR INDUCIDO POR ESTIMULOS
INFLAMATORIOS

Estudiamos, mediante la tincion de hematoxilina-eosina, las posibles alteraciones
estructurales presentes en el tejido del pulmédn, la piel y el rifidn, inducidas por la
sobreexpresion de L-endoglina y S-endoglina en condiciones control. Ademas,
valoramos el efecto de la sobreexpresion de endoglina de membrana sobre las
alteraciones tisulares inducidas tras estimulos inflamatorios de distinta naturaleza,
correspondientes a los modelos de LPS, air pouch e isquemia-reperfusién renal,

respectivamente.
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1.1.1.1. ALTERACIONES EN PULMON TRAS TRATAMIENTO CON LPS

Como podemos ver en la Figura 24, los pulmones control presentan una apariencia sana,
con bronquiolos, sacos alveolares y vasos sanguineos conservados. No hay presencia
de infiltrado leucocitario ni de otros sintomas inflamatorios. No se observan diferencias
entre los ratones control WT, L-ENG+y S-ENG+.

Tras el tratamiento con LPS observamos alveolos colapsados, con paredes alveolares
muy engrosadas y zonas parcheadas de infiltrado inflamatorio intraalveolar y subpleural,
compuesto mayoritariamente por macréfagos muy activados, con signos de fagocitosis,
células polimorfonucleares de tipo neutrdfilo, linfocitos y células plasmaticas (marcado
con un circulo amarillo). No hay diferencias en el infiltrado inflamatorio entre los ratones
WTy los L-ENG+, la cantidad de infiltrado es significativamente menor en los pulmones
de los ratones S-ENG+ (Figura 24).

cowro ox

Figura 24. Estudio histoldgico del pulmén de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Imagenes representativas
de la tincién H&E correspondiente a pulmones de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con
LPS. Micrografias obtenidas mediante camara acoplada a un microscopio éptico con 200 y 400 aumentos,
respectivamente. WT (n=6), L-ENG+ (n=6) y S-ENG+ (n=6). El circulo amarillo marca una zona de

infiltrado leucocitario.
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Con la finalidad de valorar cuantitativamente las diferencias observadas en el estudio
histoldgico de los pulmones de ratones WT y sEng+ a nivel de infiltrado leucocitario, se

sistematizé la cuantificacion del infiltrado inflamatorio en el tejido.

Para ello, se siguieron los criterios establecidos en la literatura (Guo et al, 2012), descritos

en la Tabla 7. Se calculé una puntuacion total para cada ratdn.

Indice O 1 2 3
. Menos de 5 De5a10 De 10 a 20 Mas de 20
Infiltrado . . - -
. leucocitos por leucocitos por leucocitos por leucocitos por
leucocitario
campo campo campo campo

Tabla 7. Sistema cuantitativo utilizado en la histologia para medir el grado de infiltrado leucocitario

Como muestra la Figura 25, al cuantificar el infiltrado inflamatorio en el pulmédn
observamos que los ratones control no presentan infiltrado, correspondiéndose a un
indice O segun la Tabla 7. Sistema cuantitativo utilizado en la histologia para medir el
grado de infiltrado leucocitario, sin diferencias entre los controles WT, L-ENG+ y S-
ENG+. Al cuantificar el infiltrado en los ratones tratados con LPS, se da un significativo
aumento en la cantidad de infiltrado leucocitario, siendo de indice 1,5-2 en los WTy L-
ENG+ y significativamente menor en el caso de los pulmones correspondientes a los
ratones S-ENG+: indice 0,5-1.
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Figura 25. indice de infiltrado pulmonar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Valoracién histoldgica
cuantitativa del infiltrado pulmonar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con LPS. Cada
barra representa la media = EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=6) y S-ENG+ (n=6). Test estadistico ANOVA de
doble via, +p<0,0001 vs control, *p<0,005 vs LPS WT.

1.1.1.2. ALTERACIONES EN LA PIEL TRAS TRATAMIENTO CON
CARRAGENINA

Con la finalidad de valorar las posibles alteraciones histoldgicas que la sobreexpresion
de L-endoglina y S-endoglina puede causar en la piel, tanto en condiciones control como
tras induccidn inflamatoria, se realizé el estudio histoldgico de la piel correspondiente a

la zona del pouch.

En los ratones control, la piel esta estructuralmente conservada, observandose que la
epidermis, la dermis, la hipodermis, el tejido muscular y el conjuntivo estadn conservados,
y no hay presencia de infiltrado inflamatorio salvo un nimero reducido de fibroblastos
en conjuntivo laxo, ocasionados por la formacién subcutanea del air pouch (Figura 26).
No se observan diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. En los
ratones tratados con carragenina aumenta considerablemente la cantidad de infiltrado
inflamatorio de tipo polimorfonuclear neutréfilo y células plasméticas, estando
principalmente en el tejido conjuntivo (zona de contacto con la carragenina) y llegando
a penetrar el mdsculo y en ocasiones hasta la hipodermis. Este infiltrado inflamatorio

parece ser mayor en los ratones L-ENG+ (marcado con un circulo amarillo) que en los
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WT, mientras que en la piel de los ratones S-ENG+ se observa menor cantidad de

infiltrado.

CoNTROL 200X CARRAGENINA 200%

Figura 26. Estudio histoldgico de la piel del air pouch, de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Iméagenes
representativas de la tincion H&E correspondiente a la piel de la zona del air pouch de ratones WT, L-
ENG+ y S-ENG+, control y tratados con carragenina. Micrografias obtenidas mediante cdmara acoplada a
un microscopio éptico con 200 y 400 aumentos, respectivamente. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+

(n=6). El circulo amarillo marca una zona de infiltrado leucocitario.

Al cuantificar el infiltrado en la piel del pouch, comprobamos que, mientras que los
ratones control no presentan infiltrado inflamatorio (indice 0), los ratones L-ENG+
(indice 2) presentan mayor infiltrado que los WT (indice 1), mientras que en los ratones
S-ENG+ el infiltrado es significativamente menor (indice 0-1) (Figura 27).
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Figura 27. indice de infiltrado en la piel del air pouch en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Valoracién
histoldgica cuantitativa del infiltrado pulmonar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con
carragenina. Cada barra representa la media =+ EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=6). Test
estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs control.

1.1.1.3. ALTERACIONES EN RINON TRAS ISQUEMIA-REPERFUSION

Los rifiones control muestran una apariencia sana, con glomérulos y tdbulos
conservados, sin acumulos de infiltrado leucocitario ni estructuras patoldgicas. No se
aprecian diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+ (Figura 28). Tras
la isquemia-reperfusion, no se observa la aparicion de infiltrado inflamatorio. Sin
embargo, observamos necrosis tubular en tibulos proximales y distales, pérdida total
del epitelio de revestimiento tubular y depdsitos hialinos, especialmente en la zona
cortico-medular (marcado con un circulo azul). La necrosis tubular es de un grado similar
en ratones WTy L-ENG+, mientras que los ratones S-ENG+ presentan menor necrosis

tubular, observédndose una mayor conservacion del epitelio de revestimiento tubular.
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CONTROL 200X

Figura 28. Estudio histoldgico del rifion de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Imdgenes representativas de
la tincién H&E correspondiente al rifion de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y sometidos a isquemia-
reperfusidén. Micrografias obtenidas mediante cdmara acoplada a un microscopio éptico con 200 y 400
aumentos, respectivamente. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=6). El circulo azul marca una zona de

necrosis tubular.

La cuantificacién del grado de necrosis tubular se llevé a cabo siguiendo los criterios
establecidos en la literatura (Okusa et al, 1999), establecidos en la Tabla 8

indice 0 1 2 3
Pérdida del Necrosis
Necrosis . o borde en cepillo  Necrosis tubular < IS Y
Sin dafio tubular h . dilataciéon
tubular y/o presencia de  parcial

debris celular tubular total

Tabla 8. Sistema cuantitativo utilizado para medir el grado de necrosis tubular
Los rifiones control no presentan necrosis tubular (indice 0). Tras la isquemia-

reperfusidn, cuantificamos necrosis tubular considerable en los WT y los L-ENG+, los

cuales presentan un indice 3, mientras que el indice de necrosis tubular tras la isquemia
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es menor en los sEng+, los cuales presentan un indice 2 (Figura 29).

indice necrosis tubular
N
h

indice necrosis tubular
N
h

Cov;trol Isqu‘emia Cor;trol Isqu'emia

O wr B ceves O s-ene+

Figura 29. indice de necrosis tubular en el rifién de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Valoracién histoldgica
cuantitativa del infiltrado pulmonar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y sometidos a isquemia-
reperfusién. Cada barra representa la media =+ EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=6). Test
estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs control, *p<0,05 vs isquemia WT.

El andlisis de las alteraciones histopatoldgicas en pulmén, piel y rifién tras el tratamiento
con LPS, carragenina o isquemia-reperfusidén respectivamente, nos muestra, que la
sobreexpresion de L-endoglina o S-endoglina no altera la histologia de pulmédn, piel y
rindn en condiciones control, al no haber diferencias con los ratones WT. Sin embargo,
tras el estimulo inflamatorio, la respuesta inflamatoria es menor, en todos los tejidos, en

los ratones S-ENG+.

Esto indicaria que, tras induccién inflamatoria, el dominio intracelular de endoglina tiene

un papel en el reclutamiento leucocitario al foco inflamatorio.

Una vez analizadas las valoraciones histoldgicas, y teniendo en cuenta nuestras
hipdtesis iniciales, observamos, en primer lugar, que la sobreexpresion de la isoforma
larga de endoglina de membrana no provoca, por si misma, alteraciones histoldgicas en
condiciones control, siendo las muestras de aspecto similar a las de los ratones WT. En
condiciones inflamatorias, la presencia de endoglina de membrana no provoca
alteraciones histoldgicas significativas ni en pulmén tratado con LPS, ni en rifidn

sometido a isquemia-reperfusién ni en el modelo del air pouch con carragenina. Por ello,
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la sobreexpresion de endoglina de membrana no parece tener un papel en las

alteraciones histopatoldgicas causadas por la inflamacién.

Sin embargo, cuando comparamos los resultados obtenidos en ratones que
sobreexpresan endoglina larga de membrana con los que sobreexpresan la isoforma
corta, observamos diferencias. Los ratones que carecen del dominio intracelular de
endoglina de membrana presentan una reduccién de las alteraciones histopatoldgicas,
en los 3 modelos inflamatorios, lo cual nos indica, seguiin nuestra segunda hipédtesis, que
el dominio intracelular de endoglina es responsable de las alteraciones histoldgicas que

ocurren durante el proceso inflamatorio.

1.1.2. INFILTRADO LEUCOCITARIO

Para confirmar los resultados obtenidos en los andlisis histoldgicos, valoramos el

infiltrado extravasado tanto en el lavado broncoalveolar como en el lavado del pouch.

Al analizar el lavado broncoalveolar se observa que la cantidad de leucocitos presente
en los ratones control es minima. No se observan diferencias entre los controles WT, L-
ENG+y S-ENG+ (Figura 30), por lo que la sobreexpresién de L-endoglina y S-endoglina

no altera el infiltrado leucocitario en condiciones fisioldgicas.

La concentracion leucocitaria aumenta significativamente en los ratones tratados con
LPS, y podemos observar cémo, tras el tratamiento, no se observan diferencias
significativas entre los WT y L-ENG), mientras que el infiltrado leucocitario es

significativamente menor en el BAL de los ratones S-ENG+.
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Figura 30. Concentracidn de leucocitos en el lavado broncoalveolar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.
Andlisis de la concentracion de leucocitos en el BAL de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados
con LPS. Los datos se expresan por 10e%/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=10), L-ENG+
(n=10) y S-ENG+ (n=10). Test estadistico ANOVA de doble via: +p<0,0001 vs control, *p<0,01vs LPS WT.

Del mismo modo, se analizd la cantidad de infiltrado leucocitario en el lavado del pouch,
en ratones control y tratados con carragenina. Los ratones control, presentan niveles de
leucocitos por debajo de la sensibilidad del hemocitémetro (7 x 10° células por ml), por
lo que sélo se valoré en los tratados con carragenina. En la Figura 31 se observa que no
hay diferencias significativas en la concentracién de leucocitos entre los ratones WT, los
L-ENG+y los S-ENG+.
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Figura 31. Concentracion de leucocitos en el lavado del air pouch en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.
Andlisis de la concentracion de leucocitos en el lavado del air pouch de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
tratados con carragenina. Los valores se expresan en porcentaje, normalizados respecto a los WT. Cada

barra representa la media = EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=8) y S-ENG+ (n=7).

Para valorar el infiltrado en el tejido, se analizé6 mediante gPCR la expresién del ARNm
del marcador de infiltrado leucocitario CD45. En pulmdn, la expresiéon de CD45 es baja
en condiciones control, sin diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+y S-ENG+.
La expresion aumenta significativamente tras el tratamiento con LPS, sin diferencias
entre el ratén WT y el L-ENG+. Sin embargo, este aumento no es tan elevado en los

ratones S-ENG+ (Figura 32, Ay B), que presentan menor expresion que los WT.

Por otro lado, la expresién en rifidn es mayor en los controles L-ENG+ y S-ENG+ que en
los WT (Figura 32, C y D). Tras la isquemia-reperfusion, la expresiéon se mantiene
constante en los ratones WT, mientras que en los ratones L-ENG+y S-ENG+ se observa

una disminucién significativa con respecto al control.

Estos resultados explican los obtenidos al estudiar la histopatologia del pulmén y el rifidn
(Figura 24 y Figura 28): el tratamiento con LPS provoca un aumento del infiltrado
leucocitario, similar en los ratones WT y L-ENG+, pero inferior en los S-ENG+, mientras
que en rifién, 48h después de la isquemia-reperfusion, no se estd dando sintesis de

CD45, lo cual apoya el hecho de que no se observara infiltrado en el anélisis histoldgico.
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Figura 32. Anélisis de la expresién de CD45 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis mediante qPCR
de los niveles de expresion de CD45 en pulmon (A, B) y en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan
como el logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT.
Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico
ANOVA de doble via: (A, B) +p<0,0001 vs control, (C) *p<0,05 vs control WT, #p<0,0001 vs control L-
ENG+, (D) +p<0,05 vs control, *p<0,01 vs control WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+.

A la vista de los resultados, podemos deducir que, mientras que la sobreexpresion de L-
endoglina y S-endoglina no interfiere de manera significativa con el infiltrado
inflamatorio en condiciones control, la extravasacion leucocitaria tras induccion
inflamatoria con LPS, carragenina o isquemia es menor en los ratones S-ENG+, es decir,
en ausencia del dominio intracelular de endoglina de membrana. Estos resultados
confirmarian lo observado al analizar la histologia: tras el estimulo inflamatorio, el
dominio intracelular de endoglina tiene un papel en el reclutamiento leucocitario al foco

inflamatorio. Mientras que en condiciones control no parece observarse ningun efecto.
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Apenas se conoce el papel que desempefia S-endoglina in vivo. Se han descrito
diferentes respuestas celulares a la sobreexpresion de L-endoglina o de S-endoglina,
sugiriendo un papel esencial del dominio intracelular de la proteina en la modulacién de
numerosos procesos (Velasco et al, 2008; Duwel et al, 2007; Quintanilla et al, 2003; Perez-Gomez

et al, 2005).

Actualmente, no hay estudios que valoren el papel diferencial de las isoformas de
endoglina en inflamacién aguda. Los Unicos estudios que hay al respecto se centran en
inflamacidén crénica, valorandose la fibrosis tubulointersticial en modelos de dafio renal
agudo. 15 dias después de una obstruccion ureteral unilateral (OUU), los ratones que
sobreexpresan L-endoglina presentan mayor cantidad de fibrosis renal que los ratones
WT. Los rifiones obstruidos correspondientes a los ratones L-ENG+ tienen mayores
niveles y mayor expresion de ARNm de coldgeno | y fibronectina que los WT (Oujo et al,

2014).

Al utilizar el mismo modelo de fibrosis en ratones que sobreexpresan S-endoglina se
obtuvo el resultado contrario. Se observd que la extension del tejido fibrdtico es mayor
en los ratones WT que en los S-ENG+. Los niveles de coldgeno | y fibronectina son
mayores en los ratones WT que en los S-ENG+. Ademas, los niveles de marcadores
inflamatorios como CD68, COX-2, iNOS, y moléculas de adhesién como VCAM-1 e
ICAM-1, eran menores en los ratones S-ENG+ que en los WT (Mufioz-Félix et al, 2016). Estos
resultados indican que, mientras que la sobreexpresién de L-endoglina aumenta la
fibrosis inducida por OUU, la sobreexpresion de S-endoglina la disminuye, lo que pone
de manifiesto que el dominio citoplasmatico de endoglina tiene un papel en la regulacién

de la fibrosis, un componente clave en la inflamacién crénica.

A la vista de nuestros resultados, no se observan diferencias significativas en
condiciones control a nivel de infiltrado inflamatorio entre los ratones WT, L-ENG+y S-
ENG+, corroborando los resultados de Oujo et al. y Mufioz-Félix et al. (Oujo et al, 2014;

Mufioz-Félix et al, 2016).
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Esto nos lleva a concluir que la sobreexpresidn de las distintas isoformas de endoglina,
por si sola, no altera el reclutamiento leucocitario. Ademds, podemos observar que, tras
induccién inflamatoria, ya sea por nebulizacién de LPS, carragenina o isquemia-
reperfusion, no se observan diferencias a nivel de infiltrado leucocitario entre los ratones
WT y los L-ENG+. Esto nos permite deducir que la sobreexpresién de L-endoglina no

altera el reclutamiento leucocitario.

Sin embargo, observamos que, tras induccién inflamatoria, los ratones S-ENG+
presentan menor reclutamiento leucocitario en comparacién con los WT, lo cual apoya
los resultados obtenidos por Mufioz-Félix et al., en los cuales observan menor expresion
de moléculas leucocitarios como CD68, COX-2 e iNOS, tras obstruccidn ureteral
unilateral en ratones que sobreexpresan S-endoglina (Mufioz-Félix et al, 2016). Esto indica
que la presencia de S-endoglina induce una reduccién del estado inflamatorio, tanto en

modelos de inflamacién aguda como en modelos de fibrosis renal (Mufioz-Félix et al, 2016).

Las isoformas L-endoglina y S-endoglina tienen el dominio extracelular idéntico,
diferencidndose sdélo en su dominio intracelular. Por ello, el hecho de observar
diferencias a nivel de reclutamiento leucocitario entre ratones que sobreexpresan L-
endoglina y S-endoglina, nos indica que el dominio intracelular de endoglina tiene un

papel en este proceso.

De acuerdo a los resultados expuestos por Rossi et al., el dominio extracelular de
endoglina participa en el reclutamiento leucocitario mediante la unién del dominio RGD
de endoglina con las integrinas a5B1 leucocitarias, observando una menor
transmigracion leucocitaria en ratones haploinsuficientes de endoglina (Rossi et al, 2013).
Sin embargo, esta teoria no permite explicar todos nuestros resultados, y no concuerdan

algunos aspectos.

En primer lugar, si es verdad que la endoglina de membrana facilita el reclutamiento
leucocitario mediante la unién de su dominio RGD con las integrinas leucocitarias, seria
Iégico esperar un aumento significativo en la transmigracién leucocitaria en presencia

de elevadas cantidades de endoglina de membrana. Sin embargo, no observamos este
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incremento en los ratones que sobreexpresan L-endoglina, ni en condiciones control, ni

tras la induccidn inflamatoria.

Ademas, el dominio extracelular de L-endoglina y S-endoglina es idéntico, por lo que,
segln esta teoria, no esperariamos observar diferencias en el reclutamiento leucocitario
ante la sobreexpresion de L-endoglina o S-endoglina. Sin embargo, nuestros resultados
muestran que la presencia de S-endoglina reduce el infiltrado leucocitario, lo cual indica

que el dominio intracelular de tiene un papel en el reclutamiento leucocitario.

Se ha observado que, ratones que sobreexpresan S-endoglina presentan un retraso en
el crecimiento tumoral, similar a aquel observado en ratones deficientes de endoglina
(Quintanilla et al, 2003; Pérez-GOmez et al, 2005; Duwel et al, 2007). Los autores sugieren que
esto puede deberse a que S-endoglina pueda comportarse como una molécula
antiangiogénica, de manera contraria a la funcién proangiogénica que se le atribuye a la
L-endoglina, lo cual pone de manifiesto el papel del dominio intracelular de endoglina de

membrana.

El cancer es una patologia que cursan con un aumento crénico de la permeabilidad
vascular, aumentando los espacios inter-endoteliales y, consecuentemente, la salida de
moléculas y leucocitos de los vasos sanguineos, y, en ocasiones, extravasacion de
células tumorales a distintos tejidos y al sistema linfatico, ocasionando metéastasis (Patel
et al, 2016). De hecho, se ha demostrado en modelos de tumor preclinico, que, limitando
el reclutamiento leucocitario tumoral, disminuye el desarrollo del tumor (Marelli et al, 2017).
Teniendo en cuenta que el componente inflamatorio es critico para el crecimiento
tumoral (Marelli et al, 2017) y de acuerdo a nuestros resultados, el retraso tumoral
observado en los ratones que sobreexpresan S-endoglina podria deberse, al menos

parcialmente, a una disminucion en el reclutamiento leucocitario.

Para comprobar si ante la sobreexpresion de S-endoglina, ademdas de estar reducidas
las alteraciones histopatoldgicas y el reclutamiento leucocitario, también existen
modificaciones a nivel de citoquinas, se analizd la expresiéon y concentracién de las

citoquinas CXCL12, IL1B e IL6, ya que nos aporta informacién sobre el efecto de la
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sobreexpresion de L-endoglina y S-endoglina en el estado inflamatorio, tanto en

condiciones control como tras induccidn de la inflamacion.

1.1.3. EXPRESI{)N Y CONCENTRACION DE CITOQUINAS
QUIMIOTACTICAS E INFLAMATORIAS

Para valorar el estado inflamatorio, analizamos si la quimiotaxis leucocitaria continua
activa 48 horas después de la induccién inflamatoria. Se analizé la expresion de la

citoquina quimiotactica CXCL12 en pulmén y rifidn.

1.1.3.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE CXCL12

CXCL12 es una citoquina de potente capacidad quimiotactica para leucocitos. Al analizar
la expresién del ARNm de CXCL12 no se observan diferencias entre los ratones control
WT, L-ENG+ y S-ENG+ (Figura 33, A y B). Tras el tratamiento con LPS, la expresién
aumentd significativamente en los ratones WT. Sin embargo, en los ratones L-ENG+ y
S-ENG+ no observamos ese aumento de expresion tras LPS, diferencidndose de manera

significativa respecto al WT.

Con respecto a la expresién de CXCL12 en rifidn, no hay diferencias entre los ratones
control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras la isquemia-reperfusion, observamos una
disminucién significativa, tanto en los ratones WT, como en los L-ENG+ y S-ENG+, sin

diferencias en su expresion (Figura 33, Cy D).
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Figura 33. Analisis de la expresion de CXCL12 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis mediante gPCR
de los niveles de expresion de CXCL12 en pulmdn (A, B) y en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-
ENG+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se
representan como el logaritmo en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las
muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+
(n=5), enrifidn: WT (n=5), L-ENG+ (n=4) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: +p<0,005

vs control. *p<0,01 vs WT, respectivamente.

Estos resultados indican que 48 horas tras el tratamiento con LPS, en los ratones L-
ENG+ y S-ENG+ no continla activa la quimiotaxis a leucocitos, al contrario que los
ratones WT. De hecho, particularmente en el caso de los S-ENG+, no hay practicamente
diferencias en la expresién del ARNm de CXCL12 entre los ratones control y los tratados
con LPS. Esto se explica seguin lo observado en la valoracién histolégica: en pulmén
continuaria activa la quimiotaxis leucocitaria 48 horas después de la induccidn

inflamatoria por LPS, mientras que en rifiones sometidos a isquemia-reperfusion no.
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Posteriormente, analizamos las citoquinas inflamatorias IL13 e IL6 para valorar los
efectos de la sobreexpresidn de las distintas isoformas de endoglina de membrana en el

estado inflamatorio.

1.1.3.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE IL1BE IL6

Al analizar la expresion del ARNm de la citoquina proinflamatoria IL18 en pulmdn, no se
observan diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el
tratamiento con LPS, la expresién aumenta, siendo este aumento significativamente
menor en el caso de los ratones S-ENG+ (Figura 34, A y B). En rifidn, los controles L-
ENG+ y S-ENG+ tienen mayor expresion que los controles WT (Figura 34, C y D). Tras
la isquemia-reperfusion, se observa que en los ratones WT y L-ENG+ aumenta la
expresion del ARNm de IL1B, mientras en los S-ENG+ practicamente no aumenta la

expresion con respecto a los controles S-ENG+.
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Figura 34. Anélisis de la expresion de IL1B en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis mediante qPCR de
los niveles de expresion de IL1B en pulmdn (A, B) y en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan
como el logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT.
Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=>5), en rifidén:
WT (n=5), L-ENG+ (n=4) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,005 vs control.
(B)*p<0,05 vs LPS WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+. (C)*p<0,0001 vs control WT, #p<0,0001 vs control
L-ENG+. (D)*p<0,0005 vs control WT.

Al analizar la expresion del ARNm de la citoquina IL6 no se observan diferencias entre
los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el tratamiento con LPS, se da un
aumento en la expresién de IL6, siendo este aumento significativamente menor en los
ratones S-ENG+ (Figura 35, A y B). Con respecto a la expresion de IL6 en rifién, no se
observan diferencias significativas entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+,
aunque los L-ENG+ y S-ENG+ muestran, ligeramente, mayor expresion que los WT. Tras
la isquemia-reperfusién, se observa una reduccidn significativa de la expresion, tanto en
los ratones L-ENG+ como en los S-ENG+, ya que en los ratones control L-ENG+ y S-

ENG+ la expresion era mas alta que en los controles WT (Figura 35, Cy D).
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Figura 35. Andlisis de la expresion de IL6 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Anélisis mediante qPCR de
los niveles de expresién de IL6 en pulmdn (A, B) y en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan
como el logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT.
Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=>5), en rifidén:
WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs control,
(B)+p<0,0001 vs control, *p<0,05 vs LPS WT, #p<0,000, vs control S-ENG+, (C)+p<0,05 vs control,
*p<0,05 vs isquemia WT, (D)*p<0,01 vs isquemia WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+.

Para completar el anélisis de la expresidn de las citoquinas, se considerd interesante
valorar la concentraciéon de IL6, TNFa e IL10 en el lavado broncoalveolar y en el plasma.
Se considerd interesante valorar ademas una citoquina no inflamatoria, como es el caso
de IL10.
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1.1.3.3. ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE IL6, TNFA E IL10

La concentracién de IL6 en el BAL es nula en los ratones control. Tras el tratamiento con
LPS, aumenta significativamente en los ratones WT y L-ENG+. Sin embargo, en los
ratones S-ENG+, practicamente no aumenta IL6 tras el tratamiento, existiendo

diferencias significativas con respecto a los WT tratados (Figura 36, Ay B).

No hay IL6 en el plasma de los ratones control. Tras el tratamiento con LPS observamos
un incremento considerable, siendo este aumento significativamente menor en los
ratones S-ENG+ tratados (Figura 36, C y D). Como es de esperar, no se detecta IL6 ni
en el BAL ni en el plasma de los ratones control, ya que es una citoguina que no esta

presente en condiciones control.
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Figura 36. Concentracién de IL6 en el lavado broncoalveolar y en plasma de ratones WT, L-ENG+ y S-

ENG+. Andlisis de la concentracién de IL6 en el BAL (A, B) y en el plasma (C, D) de ratones WT, L-ENG+
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y S-ENG+, control y tratados con LPS, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml.
Cada barra representa la media + EEM. En BAL: WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=6), en plasma: WT
(n=4), L-ENG+ (n=7) y S-ENG+ (n=6). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs control,
(B)+p<0,0005 vs control, *p<0,005 vs LPS WT (C)+p<0,0005 vs control, (D)+p<0,001 vs control,
*p<0,005 vs control S-ENG+.

La concentracion de TNFa en el BAL de los ratones control es practicamente nula. Tras
el tratamiento con LPS, aumenta considerablemente (Figura 37, Ay B). Los ratones L-
ENG+ tratados no mostraron diferencias significativas en el aumento de la concentracion
de TNFa con respecto a los WT, sin embargo, este aumento fue significativamente

menor en los ratones S-ENG+.

La concentracion de TNFa en el plasma de los ratones control es practicamente nula, sin
diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el tratamiento con
LPS, la concentracién aumenta notablemente, siendo este aumento inferior en los
ratones S-ENG+ tratados (Figura 37, Cy D).
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Figura 37. Concentracion de TNFa en el lavado broncoalveolar y en plasma en ratones WT, L-ENG+ y S-
ENG+. Andlisis de la concentracién de TNFa en el BAL (A, B) y en el plasma (C, D) de ratones WT, L-ENG+
y S-ENG+, control y tratados con LPS, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml.
Cada barra representa la media = EEM. En BAL: WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5), en plasma: WT
(n=7), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=7). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs control,
(B)+p<0,0001 vs control, ¥p<0,005 vs LPS WT (C)+p<0,001 vs control, (D)+p<0,005 vs control.

El estudio de la expresién y concentracidn de citoquinas quimiotacticas, tanto en tejido
(pulmdn y rifién), en el lavado broncoalveolar y en el plasma de los ratones WT, L-ENG+
y S-ENG+, en el caso control y ante inflamacidn, nos permite concluir que, mientras que
en condiciones control la sobreexpresion de L-endoglina o S-endoglina no provoca
alteraciones. Tras los tratamientos inflamatorios la sobreexpresién de S-endoglina da
lugar a un menor aumento de la expresién del ARNm de las citoquinas CXCL12, IL1B e
IL6 en pulmdn vy rifidn, y a una menor concentracion de IL6 y TNFa en comparacién con

los ratones WT.

La IL10 es una citoquina con propiedades antiinflamatorias, con capacidad de inhibir la

sintesis de citoquinas proinflamatorias por los linfocitos T y los macréfagos.

La concentracidon de IL10 tanto en el BAL (Figura 38, A y B), como en el plasma (Figura
38, C y D) se mantiene baja en condiciones control, sin diferencias entre los ratones
control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el tratamiento con LPS, la concentracién aumenta

significativamente, sin diferencias entre WT, L-ENG+ y S-ENG+.
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Figura 38. Concentracion de IL10 en el lavado broncoalveolar y en plasma en ratones WT, L-ENG+ y S-
ENG+. Andlisis de la concentracion de IL10 en el BAL (A, B) y en el plasma (C, D) de ratones WT, L-ENG+
y S-ENG+, control y tratados con LPS, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml.
Cada barra representa la media + EEM. En BAL y plasma: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test
estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs control.

El estudio de la expresién y concentracion de citoquinas quimiotacticas e inflamatorias
nos indica que, en primer lugar, la sobreexpresién de L-endoglina o S-endoglina no tiene
ningun efecto sobre las citoquinas estudiadas en condiciones control. Sin embargo, tras
la induccién inflamatoria por LPS o isquemia-reperfusion, la respuesta inflamatoria esta
reducida en el pulmon, rifién, BAL y plasma de los ratones S-ENG+, ya que la induccidn
inflamatoria provoca un menor aumento de la expresion del ARNm de CXCL12, IL1B e
IL6, y una menor concentracion de IL6 y TNFa. Sin embargo, el andlisis de los niveles de

IL10 no es determinante.
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A la vista de nuestros resultados, no se observan diferencias significativas en
condiciones control a nivel de citoquinas inflamatorias entre los ratones WT, L-ENG+ y
S-ENG+. Esto nos lleva a concluir que la sobreexpresion de las distintas isoformas de
endoglina no altera ni la expresidon ni los niveles de citoquinas inflamatorias en

condiciones control.

Tras la induccidn inflamatoria, no se observan diferencias en la expresion y niveles de
citoquinas inflamatorias entre los ratones WTy los L-ENG+, lo cual nos permite deducir

que la sobreexpresién de L-endoglina no altera el reclutamiento leucocitario.

Tras induccidn inflamatoria, observamos diferencias en los resultados obtenidos en los
ratones que sobreexpresan endoglina de membrana larga y los que carecen del dominio
intracelular de endoglina (sobreexpresan la isoforma corta), mostrando menor expresion
y niveles de citoquinas inflamatorias en comparacién con los WT. Esto indica que el

dominio intracelular de endoglina de membrana tiene un papel en dichos procesos.

Estos resultados apoyan los obtenidos al analizar el reclutamiento leucocitario. Como se
observa un menor infiltrado inflamatorio en los ratones que carecen del dominio
intracelular de endoglina de membrana (sobreexpresan S-endoglina), tanto los niveles,
como la expresion de citoquinas inflamatorias son menores en los ratones S-ENG+,
observandose a nivel de tejido, de lavado broncoalveolar y plasma. Esto nos indica que
el dominio intracelular de endoglina tiene un papel en la regulacién de dichos procesos,

y por ello, su ausencia, da lugar a variabilidad.

Teniendo en cuenta nuestras dos hipdtesis iniciales, hemos contrastado, por un lado,
que la sobreexpresion de la isoforma larga de endoglina de membrana no da lugar a un
aumento significativo de las alteraciones histopatoldgicas, del reclutamiento
leucocitario, ni de los niveles de citoquinas inflamatorias presentes, tanto en condiciones

control, como en las primeras etapas de la inflamacién aguda.

Por otro lado, hemos podido observar que, en condiciones inflamatorias, tanto las

alteraciones histopatoldgicas, el reclutamiento leucocitario, asi como los niveles de las
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citoquinas proinflamatorias se reducen en la ausencia del dominio intracelular de
endoglina de membrana, observdndose en los ratones que sobreexpresan la isoforma

que carece de dicho dominio intracelular, la S-endoglina (Figura 39).
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Figura 39. Figura resumen comparativa. Se muestran algunos de los resultados obtenidos al valorar los
efectos de la sobreexpresion de laisoforma larga de endoglina de membrana, tanto en condiciones control
como tras induccidn inflamatoria, no observédndose diferencias significativas. Para comprobar si el papel
de endoglina de membrana se debe al dominio intracelular o al extracelular, se realizaron los mismos
experimentos en ratones que sobreexpresan la isoforma corta de endoglina de membrana, por lo que las
diferencias se deben a la ausencia de dominio intracelular. (A), Imdgenes representativas de la tincion
H&E correspondiente a pulmones de ratones L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados con LPS. Micrografias
obtenidas mediante cdmara acoplada a un microscopio dptico con 400 aumentos. L-ENG+ (n=6) y S-
ENG+ (n=6). (B), Concentracidn de leucocitos en el lavado broncoalveolar en ratones, WT, L-ENG+ y S-
ENG+, control y tratados con LPS. Los datos se expresan por 10e%/ml. Cada barra representa la media =
EEM. WT (n=10), L-ENG+ (n=10) y S-ENG+ (n=10). Test estadistico ANOVA de doble via: +p<0,0001 vs
control, *p<0,01 vs LPS WT. (C), Concentracion de IL6 en el lavado broncoalveolar de ratones WT, L-
ENG+ y S-ENG+ control y tratados con LPS, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como
pg/ml. Cada barra representa la media = EEM. WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=6). Test estadistico
ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs control, (B)+p<0,0005 vs control, *p<0,005 vs LPS WT. (D),
Concentracién de TNFa en el lavado broncoalveolar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y tratados
con LPS, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml. Cada barra representa la media
+ EEM. WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,0001 vs
control, (B)+p<0,0001 vs control, *p<0,005 vs LPS WT.
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El hecho de que la ausencia del dominio intracelular de endoglina de membrana
provoque dicha reduccién de la respuesta inflamatoria nos permite concluir que el
dominio intracelular de endoglina de membrana tiene un papel en la respuesta

inflamatoria.

Las citoquinas inflamatorias juegan un papel clave en todas las patologias que cursan
con inflamacidn (Norouzinia et al, 2017). El balance de citoquinas pro-inflamatorias/anti-
inflamatorias es complejo, variando en funcién de la enfermedad inflamatoria y de los
tejidos afectados (Norouzinia et al, 2017).. Es el caso de la artritis, una de las patologias
crénicas mas extendidas en la poblacién. En esta patologia, los procesos catabdlicos
que ocurren en las articulaciones se deben al equilibrio existente entre citoquinas
inflamatorias como IL1B, TNFa, IL6, IL15 e IL17 con citoquinas anti-inflamatorias como

IL10 e IL4 (Wojdasiewicz et al, 2014).

En la arteroesclerosis, el balance de citoquinas plasmaticas se esta utilizando como
biomarcador de integridad endotelial y del nivel de células inmunes implicadas (Eastwood
etal, 2017), existiendo grandes diferencias en los niveles de citoquinas inflamatorias entre

pacientes con arteroesclerosis y pacientes sanos.

En otros casos, la deteccion de elevados niveles de citoquinas inflamatorias se esta
utilizando para valorar la gravedad de la patologia. Es el caso de IL17 e IL36 en soriasis
(Pfaff et al, 2017), IL17 e IL1 en hipertensién (Wen & Crowley, 2017) e IL17 e IL9 en asma
(Zhou et al, 2017).

En distintos procesos inflamatorios se han detectado niveles elevados de endoglina de
membrana. La expresién aumenta en células endoteliales en piel, higado, intestino y
pulmén durante procesos inflamatorios. En concreto, se ha demostrado un aumento de
la expresidén de endoglina en placas arteroesclerdticas (Conley et al, 2000), en piel con
soriasis (Rulo et al, 1995), en artritis reumatoide (Szekanecz et al, 1995), tras dafio vascular
(Ma et al, 2000), isquemia-reperfusion (Docherty et al, 2006; Jerkic et al, 2006), infarto de
miocardio (van Laake et al, 2006) y cancer (Bernabeu et al, 2009). Las cuales son patologias

qgue cursan con un incremento en las citoquinas inflamatorias.
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El hecho de que en las enfermedades inflamatorias observemos un aumento de las
citoquinas proinflamatorias y un incremento en la expresion y niveles de endoglina de

membrana, podria indicar que existe una relacion.

Segun nuestros resultados, en condiciones control las distintas isoformas de endoglina
de membrana no alteran ni la expresidn nilos niveles de las citoquinas inflamatorias, esto
podria deberse al hecho de que las citoquinas inflamatorias se expresan de manera

reducida en condiciones fisioldgicas.

Tras induccidn inflamatoria, no observamos diferencias en presencia de altas cantidades
de L-endoglina. Sin embargo, la presencia de elevados niveles de S-endoglina provoca
una reduccién de TNFa, IL1B e IL6. Esto nos indica que, en las enfermedades
inflamatorias, la endoglina de membrana esta teniendo un efecto sobre las citoquinas

inflamatorias mediante su dominio intracelular.

Aunque seria necesario investigar mas al respecto y profundizar en los mecanismos
concretos, nuestros resultados parecen indicar que el aumento de endoglina de
membrana en los procesos inflamatorios estd relacionado de alguna manera con el
incremento en las citoquinas proinflamatorias. La presencia de elevados niveles de la
isoforma S-endoglina darfa lugar a una reduccién en el incremento de la expresién y
niveles de citoquinas tras la induccién inflamatoria, al carecer practicamente por

completo del dominio intracelular.

Teniendo en cuenta que las citoquinas proinflamatorias liberadas durante las fases
tempranas de las patologias que cursan con inflamacién son mediadores de las
manifestaciones sistémicas de la enfermedad (Lundberg et al, 2000), el bloqueo o la
reduccion de la cascada de citoquinas en una etapa temprana permitiria reducir la

gravedad de la enfermedad y sus posteriores complicaciones sistémicas.
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1.2. ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS ISOFORMAS DE
MEMBRANA DE ENDOGLINA EN LA PERMEABILIDAD
VASCULAR

Del mismo modo que se procedid al estudiar el papel de endoglina soluble en el proceso
inflamatorio, nos propusimos valorar en ratones que sobreexpresan L-endoglina y S-
endoglina un evento de fundamental importancia en la respuesta inflamatoria: la
permeabilidad vascular. Para ello, comenzamos evaluando la concentracidn de proteinas
presentes en el lavado broncoalveolar y en el pouch, ya que, como se ha explicado,
cuando la permeabilidad vascular estd aumentada, se incrementan los espacios
interendoteliales, incrementandose el edema y con ello la cantidad de proteinas

extravasadas.

1.2.1. CONCENTRACION DE PROTEINAS

Se estudid la concentracién de proteinas tanto en el lavado broncoalveolar como en el

lavado del air pouch.

En la Figura 40 se observa que la concentracién de proteinas es practicamente nula en
el BAL de ratones control, sin diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-
ENG+. La concentracion de proteinas aumenta significativamente tras el tratamiento con

LPS, sin diferencias entre los ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.
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Figura 40. Concentracién de proteinas en el lavado broncoalveolar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.
Determinacién de la concentracién de proteinas en el BAL de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, control y
tratados con LPS. Los valores se expresan como mg/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=10),

L-ENG+ (n=10) y S-ENG+ (n=10). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs control.

Ademas, se estudid la concentracion de proteinas presentes en el lavado del air pouch.
En la Figura 41 observamos que la concentracion de proteinas es practicamente nula en
el BAL de ratones control, sin diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-
ENG+. Tras el tratamiento con carragenina, la concentraciéon aumenta, sin diferencias

entre los distintos ratones transgénicos.
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Figura 41. Concentracién de proteinas en el lavado del air pouch en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.

Determinacién de la concentracién de proteinas en el lavado del air pouch de ratones WT, L-ENG+ y S-
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ENG+, control y tratados con carragenina. Los valores se expresan como mg/ml. Cada barra representa la
media + EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001

vs control.

1.2.2. EDEMA PULMONAR

Para valorar el edema pulmonar se calculd el ratio peso himedo/peso seco de los
pulmones de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+ tratados con LPS. Como muestra la Figura
42, no se observan diferencias entre los ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+.

Ratio peso himedo/seco

Ratio peso himedo/seco
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Figura 42. Andlisis del edema pulmonar en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis del edema pulmonar
mediante el ratio peso hiumedo/peso seco, en pulmones de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+, tratados con
LPS. Cada barra representa la media = EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5).

1.2.3. EVALUACION DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR
PULMONAR AL FITC-DEXTRANO

También se estudid la permeabilidad vascular pulmonar mediante inyeccidn intravenosa
de FITC-Dextrano en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+ tratados con LPS. Se midi6 la
fluorescencia en el lavado broncoalveolar y se corrigié por la fluorescencia en el plasma
de cada ratén. No se observaron diferencias significativas entre los ratones WT, L-ENG+
y S-ENG+ (Figura 43).
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Figura 43. Concentracion de FITC-Dextrano en el lavado broncoalveolar en ratones WT, L-ENG+ y S-
ENG+. Determinacion de la concentracién de FITC-Dextrano en el BAL de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
tratados con LPS y a los que se les ha inoculado FITC-Dextrano retroorbital. Los valores se expresan como
el ratio fluorescencia en el lavado broncoalveolar/fluorescencia en plasma. Cada barra representa la media
= EEM. WT (n=6), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5).

Segun nuestros resultados, podemos concluir que la sobreexpresién de L-endoglina o
S-endoglina no provoca alteraciones en la permeabilidad vascular, ya que no
observamos diferencias entre los ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Dicho de otro modo,
la presencia o ausencia del dominio intracelular de endoglina no da lugar a alteraciones
en la permeabilidad vascular. Esto indica por ello que, a pesar de que procesos clave de
la respuesta inflamatoria, como el reclutamiento leucocitario y la expresion y niveles de
citoquinas quimiotacticas y proinflamatorias, estan controlados por el dominio

intracelular de endoglina, la permeabilidad vascular no lo esta.

1.2.4. ANALISIS DE LA EXPRESION DE VE-CADHERINA

VE-cadherina es una molécula necesaria para el mantenimiento de las uniones
adherentes, y por ello, tiene un papel clave en la migracién transendotelial. Al analizar la
expresion del ARNm de VE-cadherina (CDH5), no se observan diferencias significativas
entre los ratones control WT, L-ENG+y S-ENG+ (Figura 44, Ay B). Tras el tratamiento
con LPS, los ratones WT no presenta diferencias con respecto a los ratones control,

mientras que los L-ENG+ y S-ENG+ presentan menor expresion de CDH5.
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En rifidn, no se observan diferencias significativas en la expresién de CDH5 entre los
ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras la isquemia-reperfusion, la expresion
disminuye significativamente, sin diferencias entre WT, L-ENG+ y S-ENG+, ya que los

controles L-ENG+ y S-ENG+ presentan expresiones menores que los WT (Figura 44, C
y D).
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Figura 44. Anélisis de la expresion de CDH5 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis mediante qPCR
de los niveles de expresion de CDH5 en pulmén (A, B) y enrifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan
como el logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT.
Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico
ANOVA de doble via, (A)*p<0,005 vs WT, (C)+p<0,0001 vs control, *p<0,05 vs WT, (D)+p<0,0001 vs
control, ¥*p<0,005 vs WT.

La menor expresién de CDH5 en los pulmones L-ENG+ tras LPS y en los rifiones tras la

isquemia indicaria que 48 horas después de los respectivos tratamientos las uniones
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adherentes estdn menos estables que en los ratones control, lo cual facilitaria la

migracién transendotelial.

En base a nuestros resultados, la sobreexpresion de las distintas isoformas de endoglina
no altera la permeabilidad vascular en condiciones control. Ademas, tras induccidn
inflamatoria, no se observan diferencias en la permeabilidad vascular entre los ratones
WT, L-ENG+ y S-ENG+, lo cual nos permite deducir que la sobreexpresiéon de L-
endoglina o S-endoglina no altera la permeabilidad vascular. Dado que no se observan
diferencias entre los ratones L-ENG+ y S-ENG+, podemos concluir que el dominio

intracelular de endoglina no tiene un papel en la permeabilidad vascular.

Se ha descrito que la alteracién de la barrera endotelial en tumores de ratones Eng*”
provoca una mayor incidencia de metastasis en comparacion con ratones WT (Anderberg
etal, 2013a). En el endotelio de estos ratones se ha descrito, tras induccion de inflamacién
crdnica, un aumento de la permeabilidad en colon (Jerkic et al, 2010). De hecho, también
se ha observado un aumento en la permeabilidad en el estudio in vitro de monocapas de
células endoteliales nulas para endoglina y con niveles reducidos de endoglina, en
comparacién con células control (Jerkic & Letarte, 2015), observandose que a menor

cantidad de endoglina de membrana, mayor permeabilidad.

Este aumento de la permeabilidad en deficiencia de endoglina se ha relacionado con una
alteracion en los niveles de VE-cadherina y la activacion constitutiva de RhoA, que
normalmente es inducida por VEGF y TGF-B, causando la desestabilizacidn del endotelio
(Jerkic & Letarte, 2015). Asimismo, ante haploinsuficiencia de endoglina, las uniones
celulares disminuyen mediante la reduccién de la expresiéon de VE-cadherina, B-
catenina, PECAM y ZO-1 (Park et al, 2013). Se sabe que VE-cadherina interacciona con
TBRII, ALK1, ALK5 y endoglina, y que favorece el ensamblaje del complejo de receptores
de TGF-B, modulando la transduccién de la sefial y activando a las proteinas Smads. Se
piensa que la relacidn entre endoglina y VE-cadherina puede estar mediada por zyxina,
proteina del citoesqueleto que se encuentra unida al complejo cadherina/catenina

/actinina, con la que endoglina interacciona (Lee et al, 2004).
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Esto podria explicar que, ante sobreexpresidn de endoglina, las uniones interendoteliales
se mantengan mas estables, disminuyéndose la permeabilidad vascular. Por ello, no se
observan diferencias a nivel de permeabilidad vascular entre ratones WT, L-ENG+y S-
ENG+, y, sin embargo, observamos que in vivo la deficiencia de endoglina causa un
aumento en la permeabilidad vascular, y que in vitro las células endoteliales Eng*-, y en
especial las Eng”- presenten un incremento en la permeabilidad vascular en comparacién

con células control (Jerkic & Letarte, 2015).

Con el objetivo de obtener méas informacién sobre el efecto de la sobreexpresion de L-
endoglina y S-endoglina en la respuesta inflamatoria, analizamos algunas de las

moléculas de adhesidn clave en la cascada de transmigracion leucocitaria.

1.3. EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION

Se analizé mediante la técnica de qPCR la expresion del ARNm de moléculas de adhesién
implicadas en distintas etapas de la transmigracién leucocitaria: E-selectina, VCAM-1,
ICAM-1 y PECAM-1. Se estudid en el tejido pulmonar y en rifién, en ratones control y

tratados con LPS o isquemia-reperfusion respectivamente.

E-selectina es una molécula implicada en el rodamiento leucocitario. Al analizar la
expresion del ARNm de E-selectina (SELE) en pulmdn, no se observan diferencias
significativas entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el tratamiento con
LPS, la expresién se mantiene practicamente constante en los WT y aumenta en los L-
ENG+, mientras que en los S-ENG+ observamos incluso una ligera disminucién en la
expresion (Figura 45, Ay B). Al analizar la expresidon del ARNm de E-selectina en el rifidn
de los ratones control, se observa que los L-ENG+ y los S-ENG+ presentan mayores
niveles que los WT. Sin embargo, tras la isquemia, la expresidon se mantiene constante
en los WT, mientras que en los L-ENG+ y S-ENG+ disminuye significativamente (Figura
45, Cy D).
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Figura 45. Andlisis de la expresién de SELE en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis mediante qPCR de
los niveles de expresién de SELE en pulmdn (A, B) y en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan
como el logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT.
Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=>5), en rifidén:
WT (n=5), L-ENG+ (n=4) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,01 vs control,
(C)+p<0,005 vs control, *p<0,05 vs control WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+, (D)+p<0,001 vs control,
*p<0,05 vs control WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+.

Estos resultados indicarian que, 48 h después del tratamiento con LPS, los ratones WT
no presentan un aumento en el rodamiento leucocitario con respecto a las condiciones
control, mientras que en los L-ENG+ el rodamiento leucocitario estd activo, y en los S-
ENG+ esta disminuido a nivel de expresiéon de ARNm. Por el contrario, en rifidn, a la vista
de los resultados, 48 horas tras la isquemia no continuaria dandose el rodamiento

leucocitario.
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VCAM-1 es una molécula de adhesién implicada principalmente en el arresto y adhesién
leucocitaria. Al analizar la expresién de VCAM-1 en pulmén no se observan diferencias
significativas entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el tratamiento con
LPS, la expresion aumenta de manera significativa en pulmdn, sin diferencias entre WT,
L-ENG+y S-ENG+ (Figura 46, A y B). En rifidn, los L-ENG+ y S-ENG+ control presentan
mayor expresién de VCAM-1 que los WT (Figura 46, C y D). Tras isquemia-reperfusion
se da un significativo aumento de la expresién de VCAM-1, sin diferencias significativas
entre WT, L-ENG+y S-ENG+.
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Figura 46. Andlisis de la expresién de VCAM-1 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Anélisis mediante gPCR
de los niveles de expresion de VCAM-1 en pulmén (A, B) y en rifidén (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-
ENG+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusidon renal, respectivamente. Los valores se
representan como el logaritmo en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las
muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+
(n=5), en rifién: WT (n=4), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via,
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(A)+p<0,0005 vs control, (B)+p<0,001 vs control, (C)+p<0,0001 vs control, #p<0,05 vs control L-ENG+,
(D)+p<0,0001 vs control, *p<0,001 vs WT, #p<0,0001 vs control S-ENG+.

48 h después del tratamiento con LPS o isquemia-reperfusion sigue estando aumentada
la expresion de VCAM-1 tanto en pulmdén como en rifién, lo que nos indica que la
adhesidn leucocitaria al endotelio sigue muy activa. Mientras que en pulmén no
observamos diferencias significativas entre los ratones WT, L-ENG+y S-ENG+, en rifidn,
tanto en condiciones control como tras la isquemia-reperfusion, la expresién de VCAM-
1 es mayor en los ratones que sobreexpresan S-endoglina. Este aumento en la expresién
de VCAM-1, junto con el hecho de que al analizar la histopatologia del rifién no se
observa infiltrado inflamatorio, podria indicar que el infiltrado alin no ha alcanzado los

rinones 48h después de la isquemia-reperfusion.

ICAM-1 interviene en distintas etapas de la transmigracién leucocitaria: en la adhesion,
el gateo, la formacidon de las “copas migratorias” y la movilidad intersticial. Al analizar la
expresion de ICAM-1 en pulmdn, no se observan diferencias significativas entre los
ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el tratamiento con LPS, la expresion
aumenta significativamente, siendo este aumento menor en el ratén S-ENG+ (Figura 47,
Ay B).

En rifidén observamos, en los ratones control, que la expresion de ICAM-1 en los ratones
S-ENG+ es mayor que en los WT y en los L-ENG+. Tras la isquemia-reperfusion, se
observa un aumento en la expresién de ICAM-1 en los ratones WT, mientras que la
expresion en los L-ENG+ se mantiene y en los S-ENG+ incluso se reduce (Figura 47, Cy
D).
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Figura 47. Andlisis de la expresién de ICAM-1 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis mediante gPCR
de los niveles de expresion de ICAM-1 en pulmén (A, B) y en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-
ENG+, control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se
representan como el logaritmo en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las
muestras WT. Se representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test
estadistico ANOVA de doble via, (A)+p<0,005 vs control, (B)+p<0,005 vs control, *p<0,01 vs LPS WT,

(D)*p<0,05 vs WT.

El aumento en la expresién de ICAM-1 tras el tratamiento con LPS coincide con lo
explicado anteriormente: en pulmdn la transmigracidn leucocitaria sigue activa 48 h
después del tratamiento con LPS, y de hecho es menor en los ratones S-ENG+ (Figura
48. A y B). Sin embargo, en rifién observamos un aumento de expresién de ICAM-1 tras

la isquemia en los WT, mientras que en los S-ENG+ disminuye (Figura 48, Cy D).
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PECAM-1 es una molécula de adhesién fundamental durante la diapédesis. Al estudiar la
expresion del ARNm de PECAM-1 (CD31) no se observan diferencias significativas entre
los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras el tratamiento con LPS, la expresion se
mantiene constante en los ratones WT, mientras que disminuye significativamente en
los ratones L-ENG+. Ademads, se observa, una disminucion en la expresion en los ratones
S-ENG+ (Figura 48, Ay B). Por su parte, al analizar la expresién de CD31 en rifién no se
observan diferencias entre los ratones control WT, L-ENG+ y S-ENG+. Tras la isquemia-
reperfusion, la expresion disminuye significativamente, sin diferencias entre WT, L-
ENG+y S-ENG+ (Figura 48, Cy D).
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Figura 48. Andlisis de la expresién de CD31 en ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+. Andlisis mediante gPCR
de los niveles de expresion de CD31en pulmdn (A, B) y en rifién (C, D) de ratones WT, L-ENG+ y S-ENG+,
control, tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan
como el logaritmo en base dos de la expresidn relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT.

Se representa un box plot 10-90 percentil. En pulmén: WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=>5), en rifidn:
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WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via, (A)*p<0,01 vs WT,
(C)+p<0,005 vs control, (D)+p<0,001 vs control.

A la vista de estos resultados, 48 h después de los respectivos tratamientos, no
continuaria activa la transmigracion leucocitaria ni en pulmones tratados con LPS ni en
rifones tras isquemia-reperfusién. Sin embargo, el hecho de, tras la induccién de la
inflamacidn, la expresion de E-selectina, ICAM-1 y PECAM-1 sea menor en los ratones
que sobreexpresan S-endoglina encaja con los resultados anteriores: la presencia de S-
endoglina reduce la respuesta inflamatoria, lo que nos indica que endoglina regula la

inflamacion mediante su dominio intracelular.

Las moléculas de adhesidon controlan las distintas etapas del reclutamiento leucocitario.

Este proceso es muy variable, existiendo variaciones en funcién del leucocito reclutado.

Las selectinas regulan la adhesién inicial del leucocito al endotelio tras induccidon
inflamatoria, y promueven la subsecuente activacion de las células del sistema inmune
(Zuchtriegel et al, 2015). Cuando analizamos la expresién de ARNm, estamos valorando la
sintesis de novo, la cual regula el reclutamiento secundario de monocitos y neutréfilos
al foco inflamatorio (Zarbock et al, 2011). Segulin nuestros resultados, la expresion del ARNm
de E-selectina no muestra diferencias en condiciones control en pulmén, mientras que
en rifién la expresiéon de L-endoglina y S-endoglina da lugar a un aumento de la expresion
del ARNm de E-selectina. Esto podria indicar que los ratones L-endoglina y S-endoglina
presentaran mayor infiltrado leucocitario en condiciones control. Sin embargo, al
analizar la histologia no observamos infiltrado inflamatorio. La expresién de E-selectina
cambia de manera muy dindamica, en funcién de caracteristicas espaciotemporales de
compleja regulacion (Zuchtriegel et al, 2015). Por ello, seria necesario valorar los niveles de

E-selectina a nivel de proteina para poder realizar conclusiones al respecto.

VCAM-1 e ICAM-1 son ligandos endoteliales de las integrinas leucocitarias a4p1y aff2,
respectivamente, y tienen un papel fundamental en el rodamiento y adhesion firme de
los leucocitos al endotelio (Barreiro et al, 2008). En el caso de ICAM-1, se expresa de

manera basal en células quiescentes endoteliales y, al contrario que VCAM-1 es
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necesario para la diapédesis (Carlos & Harlan, 1994). Esto podria explicar por qué,
mientras que la induccidén inflamatoria provoca un aumento en la expresién de VCAM-1
tanto en pulmdn como en rifidn, la expresion de ICAM-1 no aumenta en rifién sometido a
isquemia-reperfusion, en los cuales no observamos infiltrado leucocitario. Ademas, en
pulmdn observamos que la expresién de ICAM-1 en pulmdn es menor en presencia de
S-endoglina. Dada la implicacién de ICAM-1 en la diapédesis, su menor expresién en

presencia de S-endoglina provoca un menor infiltrado leucocitario.

Los resultados obtenidos al valorar el papel de la isoforma larga de endoglina de
membrana, tanto en condiciones control como en las primeras etapas de la inflamacién

aguda, fueron muy interesantes.

En primer lugar, la sobreexpresion de la isoforma larga de membrana, por si misma, no
da lugar a un aumento de la inflamacién aguda. Por otro lado, se utilizé un ratén modelo
que sobreexpresa la isoforma corta de endoglina de membrana, la cual carece del
dominio intracelular, para valorar si el posible papel de endoglina de membrana en las
primeras etapas de la inflamacién aguda se debe a su dominio extracelular o a su dominio
intracelular. Dado que observamos una reduccidon inflamatoria en los ratones que
carecen del dominio intracelular, pudimos concluir que dicho dominio es responsable de

procesos clave de la respuesta inflamatoria aguda.

Por ello, y dado que nuestros resultados parecen sefalar al dominio intracelular como
responsable de dichos procesos inflamatorios, nos parecié muy interesante valorar qué
ocurre entonces en presencia de elevados niveles de endoglina soluble circulante en

plasma, los cuales son el dominio extracelular circulando libremente.
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2. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA ENDOGLINA
SOLUBLE EN EL PROCESO INFLAMATORIO

La endoglina soluble se encuentra elevada en patologias que cursan con inflamacion,
como las enfermedades cardiovasculares (Lopez-Novoa & Bernabeu, 2010) la preeclampsia
(Venkatesha et al, 2006) y el cancer (Bernabeu et al, 2009), asocidandose, en los estudios
realizados hasta la fecha, niveles elevados de endoglina soluble con un peor prondstico
(Bernabeu et al, 2009; Cruz-Gonzalez et al, 2008; Pérez-GOmez et al, 2007). La poca informacion
que se tiene a dia de hoy sobre el papel de endoglina soluble en el proceso inflamatorio,
lo convierte en un campo de gran interés, por lo que nos proponemos estudiar procesos
clave de la respuesta inflamatoria en ratones con elevados niveles de endoglina soluble
circulante en plasma, y ratones wild type, tanto en condiciones control como ante
distintos estimulos inflamatorios: nebulizacién pulmonar con lipopolisacérido

bacteriano, carragenina e isquemia-reperfusién renal.

2.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE ENDOGLINA SOLUBLE
EN EL RECLUTAMIENTO LEUCOCITARIO

2.1.1. VALORACION HISTOLOGICA DEL EFECTO DE
ENDOGLINA SOLUBLE EN EL DANO TISULAR INDUCIDO
POR ESTIMULOS INFLAMATORIOS

Estudiamos, mediante la tincion de hematoxilina-eosina, las posibles alteraciones
estructurales presentes en el tejido del pulmdn, la piel y el rifién inducidas por la
presencia de endoglina soluble en condiciones control. Ademas, valoramos el efecto de
endoglina soluble sobre las alteraciones tisulares inducidas tras estimulos inflamatorios
de distinta naturaleza, correspondientes a los modelos de LPS, air pouch e isquemia-

reperfusion renal, respectivamente.
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2.1.1.1. ALTERACIONES EN EL PULMON TRAS TRATAMIENTO CON
LPS

Los pulmones control no presentan alteraciones morfoldgicas en los bronquiolos, sacos
alveolares y vasos sanguineos, estando estos conservados, sin alteraciones
estructurales ni presencia de infiltrado inflamatorio. No se observan diferencias entre los
ratones control WT y los sEng+ (Figura 49). Tras el tratamiento con LPS, observamos
alveolos colapsados, con paredes alveolares muy engrosadas y zonas parcheadas de
infiltrado inflamatorio tanto intraalveolar como subpleural. Este infiltrado esta
compuesto mayoritariamente por macréfagos muy activados, con signos de fagocitosis,
células polimorfonucleares de tipo neutrdéfilo y células plasméaticas tanto en ratones WT
como en los sEng+. Los ratones WT presentan gran cantidad de infiltrado leucocitario
intraalveolar, formando grandes zonas condensadas (marcado con un circulo amarillo).
La cantidad de infiltrado en los pulmones de los ratones sEng+ es minima, y en ningln

caso da lugar a grandes acumulos leucocitarios como se observan en los WT.

CONTROL 200X LPS 200X

Figura 49. Estudio histolégico del pulmdn de ratones WT y sEng+. Imagenes representativas de la tincién
H&E correspondiente a pulmones de ratones WT y sEng+, control y tratados con LPS. Micrografias
obtenidas mediante cdmara acoplada a un microscopio éptico con 200 y 400 aumentos, respectivamente.

WT (n=5) y sEng+ (n=5). El circulo amarillo marca una zona de infiltrado leucocitario.
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Los ratones control no presentan infiltrado, correspondiéndose a un indice 0, sin
diferencias entre los controles WTy sEng+ (Figura 50). Por su parte, como resultado de
la cuantificacién del infiltrado leucocitario, los ratones tratados con LPS presentan un
aumento significativo en la cantidad de infiltrado, correspondiéndose con un indice 2-3.
Este aumento en la cantidad de infiltrado es menor en el caso de los pulmones

correspondientes a ratones sEng+, que presentan un indice 1.
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Figura 50. indice de infiltrado pulmonar en ratones WT y sEng+. Valoracién histoldgica cuantitativa del
infiltrado pulmonar en ratones WT y sEng+, control y tratados con LPS. Cada barra representa la media +

EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs control

2.1.1.2. ALTERACIONES EN LA PIEL TRAS EL TRATAMIENTO CON
CARRAGENINA

Con la finalidad de valorar las posibles alteraciones histoldgicas que la endoglina soluble
puede causar en la piel, tanto en condiciones control como tras el estimulo inflamatorio,

se realizé un estudio histolégico de la piel correspondiente a la zona del pouch.

En los ratones control, la piel esta estructuralmente conservada, observandose que la
epidermis, la dermis, la hipodermis, el tejido muscular y el conjuntivo estan sanos, y no
hay presencia de infiltrado inflamatorio salvo un niimero reducido de fibroblastos en

conjuntivo laxo, ocasionados por la formacién subcuténea del air pouch. No se observan
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diferencias entre los controles WTy los sEng+ (Figura 51). Sin embargo, en los ratones
tratados con carragenina observamos que aumenta considerablemente la cantidad de
infiltrado inflamatorio de tipo polimorfonuclear neutréfilo y células plasméticas, estando
principalmente en el tejido conjuntivo (zona de contacto con la carragenina) y llegando
a penetrar el mlsculo y en ocasiones hasta la hipodermis. El aumento de infiltrado es Ia

Unica alteracidn histoldgica que induce el tratamiento con carragenina.

Este infiltrado inflamatorio es méas abundante en la piel de los ratones WT (marcado con
un circulo amarillo), mientras que los ratones sEng+ presentan menor cantidad de

infiltrado.

CCONTROL 200X CCARRAGENINA 200X CCARRAGENINA 400X

Figura 51. Estudio histolégico de la piel del air pouch, de ratones WT y sEng+. Imdgenes representativas
de la tinciéon H&E correspondiente a la piel de la zona del air pouch de ratones WT y sEng+, control y
tratados con carragenina. Micrografias obtenidas mediante cdmara acoplada a un microscopio dptico con
200 y 400 aumentos, respectivamente. WT (n=5) y sEng+ (n=5). El circulo amarillo marca una zona de

infiltrado leucocitario.
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Para valorar las diferencias a nivel de infiltrado leucocitario observadas en el estudio
histoldgico de la piel de ratones WTy sEng+, se cuantificd el infiltrado inflamatorio seguin

los criterios explicados anteriormente, establecidos en la Tabla 7.

Los ratones control no muestran infiltrado inflamatorio, presentando un indice 0, sin
diferencias entre los controles WTy sEng+. El tratamiento con carragenina aumenta el
infiltrado inflamatorio, presentando un indice 3, siendo significativamente menor en los

ratones sEng+, que presentan un indice 2 (Figura 52).
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Figura 52. indice de infiltrado en la piel del air pouch en ratones WT y sEng+. Valoracién histolégica
cuantitativa del infiltrado pulmonar en ratones WT y sEng+, control y tratados con carragenina. Cada barra
representa la media = EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via, +p<0,0001 vs

control, *p<0,05 vs carragenina WT.

2.1.1.3. ALTERACIONES EN EL RINON TRAS LA ISQUEMIA-
REPERFUSION

Los rifiones control muestran una apariencia sana, con glomérulos y tdbulos
conservados, sin acumulos de infiltrado leucocitario ni estructuras patoldgicas. No se
observan diferencias entre los control WTy los sEng+ (Figura 53). El andlisis histoldgico
de los riflones sometidos a isquemia-reperfusidén, muestra un sintoma caracteristico de
la inflamacidn aguda: la necrosis tubular. La necrosis tubular estd acompafiada de la

aparicion de cilindros hialinos en tudbulos proximales y distales, dando lugar a
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importantes dilataciones tubulares en las cuales se pierde por completo el epitelio de
revestimiento tubular (marcado con un circulo azul), siendo de especial gravedad en la
zona cortico-medular. No se observan diferencias en la necrosis tubular de ratones WT

y SEng+.

Ademds, tras la isquemia-reperfusion se observan acUmulos de infiltrado
polimorfonuclear neutréfilo, células plasmaticas y linfocitos. El infiltrado es perivascular,
especialmente rodeando arterias y venas. En los ratones WT, este infiltrado da lugar a
grandes y numerosos acuimulos leucocitarios perivasculares en practicamente todos los
grandes vasos (marcado con un circulo amarillo), mientras que en los ratones seng+ el

infiltrado es minimo, y en ninglin caso da lugar a acimulos.

CONTROL 200X ISQUEMIA 400X

Figura 53. Estudio histoldgico del rifion de ratones WT y sEng+. Imdgenes representativas de la tincién
H&E correspondiente al rifién de ratones WT y sEng+, control y sometidos a isquemia-reperfusion.
Micrografias obtenidas mediante cdmara acoplada a un microscopio dptico con 200 y 400 aumentos,
respectivamente. WT (n=6) y sEng+ (n=6). El circulo amarillo marca una zona de infiltrado leucocitario y

el azul necrosis tubular.
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Valoramos cuantitativamente la necrosis tubular, siguiendo los criterios establecidos en
la Tabla 8. La necrosis tubular en los rifiones control es practicamente nula,
correspondiéndose a un indice 0-1, sin diferencias entre los controles WTy sEng+. Tras
realizarse la isquemia-reperfusion, los rifiones presentan un significativo aumento en el
grado de necrosis tubular, siendo de indice 2 en los ratones WT, y menor en el caso de
los rifiones correspondientes a ratones sEng+, en los cuales es de indice 1 (Figura 54,
A).

Por otro lado, como también se observan diferencias entre los ratones WT y los sEng+
a nivel de infiltrado leucocitario, se realizd la cuantificacion del infiltrado perivascular
renal, de acuerdo a lo establecido en la Tabla 7. Segun dichos criterios, observamos que
los rifiones control WT presentan un valor minimo (indice 0-1 de infiltrado inflamatorio),
mientras que ninguno de los ratones control sEng+ presentan infiltrado leucocitario
(indice 0). Tras la isquemia-reperfusion, el infiltrado renal aumenta considerablemente
en los WT, los cuales presentan un indice 2-3, mientras que el aumento en el infiltrado
tras la isquemia es minimo en los sEng+, que practicamente no presentan: indice 0-1
(Figura 54, B).
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Figura 54. indice de necrosis tubular e infiltrado en el rifién de ratones WT y sEng+. Valoracién histolégica
cuantitativa, de la necrosis tubular (A) y el infiltrado renal (B) en ratones WT y sEng+, control y sometidos
a isquemia-reperfusion. Cada barra representa la media = EEM. WT (n=6) y sEng+ (n=6). Test estadistico

ANOVA de doble via: (A)+p<0,0001 vs control, (B)+p<0,005 vs control, *p<0,01 vs isquemia WT.
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El andlisis de las alteraciones histopatoldgicas nos muestra, en primer lugar, que la
presencia de niveles elevados de endoglina soluble circulante no modifica la histologia
del pulmén, piel y rifién en condiciones control, no existiendo diferencias con los ratones
WT. Tras el estimulo inflamatorio, ya sea por tratamiento con LPS, carragenina o
isquemia-reperfusion, la cantidad de infiltrado leucocitario en todos los tejidos, y la

necrosis tubular en el caso del rifién, es menor en los ratones sEng+.

2.1.2. INFILTRADO LEUCOCITARIO

Para profundizar en los resultados obtenidos en los andlisis histoldgicos, valoramos el
infiltrado extravasado tanto en el lavado broncoalveolar (en los ratones del modelo de
LPS) como en el lavado del pouch. El hecho de tener la posibilidad de practicar un lavado
en el foco inflamatorio, pulmonar en el modelo del LPS, y del pouch en el modelo de
carragenina, nos permite la obtencién de una muestra excelente, donde recogemos las
células, proteinas y moléculas implicadas en el proceso inflamatorio. Esto resulta

extremadamente Util a la hora de valorar la respuesta inflamatoria.

El andlisis del lavado broncoalveolar muestra que la cantidad de leucocitos en las
muestras control es minima. No se observan diferencias entre las muestras control WT
y sEng+ (Figura 55). La concentracidn leucocitaria aumenta significativamente en las
muestras de los ratones tratados con LPS, siendo el infiltrado leucocitario

significativamente menor en los ratones sEng+ con respecto a los WT.
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Figura 55. Concentracién de leucocitos en el lavado broncoalveolar en ratones WT y sEng+. Anélisis de la
concentracion de leucocitos en el BAL de ratones WT y sEng+, control y tratados con LPS. Los datos se
expresan por 10e%/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=6) y sEng+ (n=6). Test estadistico

ANOVA de doble via: +p<0,0001 vs control, *p<0,005 vs LPS WT, #p<0,005 vs control sEng+.
Del mismo modo, se analizé el infiltrado leucocitario en el lavado del pouch, en ratones
control y tratados con carragenina. En la Figura 56 se observa que el infiltrado

leucocitario en el lavado del pouch es significativamente menor en los ratones sEng+

con respecto a los WT.
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Figura 56. Concentracién de leucocitos en el lavado del air pouch en ratones WT y sEng+. Anélisis de la

concentracion de leucocitos en el lavado del air pouch de ratones WT y sEng+, tratados con carragenina.
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Los valores se expresan en porcentaje, normalizados respecto a los WT. Cada barra representa la media

= EEM. WT (n=10) y sEng+ (n=10). Test estadistico t de student: *p<0,0005 vs WT.

Al analizar las subpoblaciones leucocitarias mayoritarias (linfocitos y neutrdfilos),
observamos la misma tendencia: las muestras de los ratones sEng+ presentan en el
lavado del pouch menor cantidad, tanto de linfocitos como de neutréfilos, que los
ratones WT (Figura 57).
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Figura 57. Concentracion de linfocitos y neutréfilos en el lavado del air pouch en ratones WT y sEng+.
Andlisis de la concentracion de linfocitos (A, B) y neutrdéfilos (C, D) en el lavado del air pouch de ratones
WT y sEng+, tratados con carragenina. Los valores se expresan en porcentaje, normalizados respecto a
los WT. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=10) y sEng+ (n=10). Test estadistico t de student:
(A)*p<0,005 vs WT, (B)*p<0,01 vs WT.

Se realiz6 el andlisis de la expresién del ARNm del antigeno leucocitario CD45, ya que,
una mayor expresién de ARNm de CD45 nos indica que se ha dado una mayor infiltracién
leucocitaria en el tejido. En pulmdn, la expresién de CD45 en los ratones control es
ligeramente menor en los WT que en los sEng+. Tras el tratamiento no se observa un
aumento claro de expresién de CD45, a pesar de que el infiltrado leucocitario aumente
significativamente tras el tratamiento con LPS. No hay diferencias significativas entre el
ratdén seng+y el WT tras el tratamiento con LPS (Figura 58, A). En el rifidn, la expresion
del ARNm de CD45 es ligeramente menor en los controles WT que en los sEng+. Tras la

isquemia-reperfusién, observamos que la expresién aumenta en los ratones WT
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mientras que se mantiene constante en los sEng+ (Figura 58, B). Esto indica que, en los
ratones WT isquémicos las células inflamatorias continlan sintetizando CD45 de manera

muy activa, mientras que en los sEng+ no hay diferencias significativas.
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Figura 58. Andlisis de la expresidén de CD45 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante qPCR de los niveles
de expresion de CD45 en pulmédn (A) y en rifidn (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos
de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-

90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5).

2.1.3. INDICE DE MIELOPEROXIDASA (MPO)

Analizamos la actividad leucocitaria a través de la determinacién de la enzima MPO, la

cual estd presente en los fagosomas de neutréfilos y en los monocitos.

En el tejido pulmonar, la actividad MPO es muy elevada, debido a que el pulmén presenta
gran cantidad de macrdfagos alveolares, que contienen granulos azuréfilos de
mieloperoxidasa. En condiciones control, el indice de MPO est4 en torno a 50-100 U/mg
tejido, sin diferencias significativas entre los controles WT y los sEng+. Tras el
tratamiento con LPS, observamos un aumento significativo de la actividad MPO, siendo

este aumento menor en los ratones sEng+ (Figura 59, A).
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En el rifidn no se observan diferencias entre los controles WTy sEng+. Tras la isquemia-
reperfusién aumenta la actividad MPO, siendo este aumento significativamente menor

en los ratones sEng+ (Figura 59, B).
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Figura 59. Actividad mieloperoxidasa ratones WT y seng+. Determinacién de la actividad mieloperoxidasa
en ratones WT y sEng+, en pulmdn (A) y rifién (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusion renal, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como U/mg tejido. Cada
barra representa la media = EEM. En pulmén: WT (n=5) y sEng+ (n=4), en rifién: WT (n=6) y sEng+ (n=>5).
Test estadistico ANOVA de doble via: (A)+p< 0,01 vs control, (B)+p< 0,0001 vs control, *p<0,05 vs

isquemia WT, #p<0,05 vs control SEng+.

A la vista de los resultados, podemos concluir que, mientras que la endoglina soluble no
provoca cambios en el infiltrado inflamatorio en condiciones control, tras induccidn
inflamatoria, ya sea con LPS, carragenina o isquemia-reperfusion, la extravasacién

leucocitaria es menor en presencia de endoglina soluble.

Cada vez se investiga mas, y se dedican mayor cantidad de recursos, al estudio del papel

de la inflamacién en las enfermedades vasculares.

La inflamacién es una de las principales causas de los ataques cardiacos, accidentes
cerebrovasculares, patologias renales y otras complicaciones que experimentan las
personas con diabetes (Wei et al, 2016; Pollack et al, 2016; Hotamisligil et al, 1993; Maedler et al,

2002). La hipertension es la enfermedad crénica mas comun y la principal causa de
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insuficiencia cardiaca, accidente cerebrovascular, enfermedad renal crénica y
mortalidad. La evidencia experimental y clinica sugiere que, en el desarrollo de la

hipertensidn, la inflamacidn tiene un papel critico (Solak et al, 2016).

Otra enfermedad muy extendida en la poblacidén, la aterosclerosis, también se ha
reconocido como una enfermedad inflamatoria de la pared arterial (Ross, 1999).
Ademads, la preeclampsia, una afeccién grave que afecta al 5-10% de todos los
embarazos (Lyall, 2007) y se caracteriza por hipertensién y proteinuria (Redman &
Jefferies, 1988) y otras alteraciones sistémicas (Lain & Roberts, 2002), también se
asocia con una respuesta inflamatoria (Sacks et al, 1998; Redman et al, 1999; Sargent et al, 2003;
Redman & Sargent, 2005), presentando niveles circulantes de IL6, TNFa y proteina

quimioatactica monocitica 1 (MCP-1) elevados (Szarka et al, 2010) .

Los ratones sEng+ utilizados en la elaboracidn de este trabajo tienen niveles plasmaticos
elevados de endoglina humana soluble y desarrollan hipertension leve y proteinuria
(Valbuena-Diez et al, 2012). En este trabajo, demostramos que elevados niveles de
endoglina soluble, por si solos, no modifican el estado inflamatorio de los ratones sEng+,
ya que la presencia de endoglina soluble circulante no provoca diferencias en
comparacién con los ratones control a nivel de infiltrado leucocitario y expresion de
CD45 en tejido, reclutamiento leucocitario tanto en el lavado broncoalveolar como en el

lavado del pouch y actividad mieloperoxidasa.

El hecho de que la presencia de endoglina soluble circulante no ocasione diferencias a
nivel de infiltracion leucocitaria esta apoyado por los resultados de Nemeckova et al., en
los que muestran, en un modelo de aorta ex vivo, que elevados niveles de endoglina
soluble en plasma no inducen cambios en la funcién vascular ni en los niveles de ICAM-

1y VCAM-1 (Nemeckova et al, 2015).

Sin embargo, estos resultados no descartan la posibilidad de que la endoglina soluble

pueda alterar la respuesta inflamatoria tras una induccioén de la inflamacién.
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Enfermedades muy extendidas en la poblacién, destacando hipercolesterolemia
(Nemeckova et al, 2015), hipertension (Valbuena-Diez et al, 2012), aterosclerosis (Jang & Choi,
2014), diabetes mellitus tipo Il (Bldzquez-Medela et al, 2010) y preeclampsia (De Vivo et al,
2008) presentan niveles elevados de endoglina soluble circulante. La endoglina soluble
ha demostrado ser un biomarcador potencial de estas enfermedades (Ldpez-Novoa &
Bernabeu, 2010), sin embargo, la relacion directa entre los niveles elevados de endoglina
soluble y los procesos inflamatorios involucrados en estas enfermedades alin queda por

dilucidar.

Con este propdsito, se llevaron a cabo tres modelos de inflamacién aguda en ratones
que presentan elevados niveles de endoglina soluble circulante, utilizando tres

enfoques: nebulizacién de LPS, air pouch con carragenina e isquemia-reperfusion renal.

El hecho de desarrollar 3 modelos, en los cuales la induccién inflamatoria es de distinta
naturaleza y afecte a distintos érganos (infeccién pulmonar en el caso del LPS, abrasion
en la piel en el caso de la carragenina y por isquemia en el caso del rifién) es de gran
interés. Nos permite corroborar si el papel de endoglina soluble es similar en distintas

condiciones inflamatorias.

La nebulizacién de LPS induce dafo tisular, caracterizado por edema pulmonar,
alteracion de la estructura pulmonar, extravasacion de glébulos rojos y acumulacién de
células inflamatorias, como han demostrado otros autores (Matute-Bello et al, 2008;

Abraham, 2003; Ulich et al, 1991).

La lesidn por isquemia-reperfusion se caracteriza por la restriccion del suministro de
sangre a un érgano seguida por la restauracién del flujo sanguineo y el cese de la hipoxia.
Este fendmeno exacerba el dafio tisular al iniciar una cascada inflamatoria incluyendo
especies reactivas de oxigeno, citoquinas, quimiocinas y activacién de leucocitos (Jang
& Rabb, 2009; Sharfuddin & Molitoris, 2011; Malek & Nematbakhsh, 2015).

La induccidén inflamatoria por carragenina es uno de los modelos mas utilizados en el

estudio de farmacos antiinflamatorios y analgésicos (Posadas et al, 2004). La
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administracién local de carragenina genera edema, infiltrado leucocitario y un aumento

en los niveles de citoquinas proinflamatorias TNFa, IL1B e IL6 (Cuzzocrea et al, 1999).

Los elevados niveles de endoglina soluble circulante reducen la infiltracién leucocitaria
en todos los tejidos inflamados analizados. Para profundizar en este efecto, se evalud el
nimero de leucocitos en el BAL y el lavado del air pouch, observdndose que, tras
induccidn inflamatoria, el infiltrado leucocitario esta reducido en presencia de endoglina
soluble. Nuestros resultados demuestran que la endoglina soluble reduce el

reclutamiento y la transmigracion de leucocitos en estos modelos de inflamacidn.

Ademads, en los ratones sEng+ se observa que los niveles circulantes de endoglina
soluble reducen la actividad MPO, tanto en los pulmones tratados con LPS como en los

rifones sometidos a isquemia-reperfusion.

Existen evidencias que sugieren un posible papel de endoglina en el reclutamiento
leucocitario. La expresion de endoglina de membrana se incrementa en las células
endoteliales de tejidos inflamados, los cuales presentan infiltracidn leucocitaria (Torsney
et al, 2002). Ademas, en rifiones sometidos a isquemia-reperfusion se observa un
aumento en la expresidon de endoglina, y ademds, los ratones haploinsuficientes de
endoglina de membrana (Eng*-) presentan un dafio menor tras la isquemia-reperfusién
debido a la reduccién en la respuesta inflamatoria que ocurre durante la reperfusion
(Docherty et al, 2006). En concordancia con estos datos, estd el hecho de que el endotelio
de los drganos linfoides, en los cuales la transmigraciéon leucocitaria permanece muy
activa incluso en condiciones fisiolégicas, sea muy reactivo a anticuerpos anti-
endoglina, marcédndose con gran intensidad (Daddeviren et al, 1998). Ademas, la expresién
de endoglina es menos elevada en arterias y venas que en los capilares, donde se da
gran parte de la transmigracién leucocitaria (Jonker & Arthur, 2002). Todo esto pone de

manifiesto la estrecha relacién entre endoglina y los fenédmenos inflamatorios.

Por otro lado, se ha demostrado in vitro que la transmigracién leucocitaria a través de
una monocapa de mioblastos transfectados con endoglina humana (L6E9) aumenta en

presencia de endoglina de membrana (Rossi et al, 2013), lo cual indicaria que la presencia
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de endoglina de membrana aumenta la transmigracién leucocitaria. Sin embargo, la

transmigracion se ve reducida en presencia de endoglina soluble.

Ademads, se ha propuesto que endoglina soluble reduce la adhesién leucocitaria. Tras
estimular la adhesion de linfocitos B a células endoteliales (HUVECS) con TNFa, se
comprobd que la adhesién disminuye tanto en presencia de endoglina soluble como ante
anticuerpos anti-E-selectina (TEA2/1) (Rossi et al, 2013). Estos datos nos llevan a concluir
que la endoglina de membrana interacciona mediante su dominio RGD con la integrina
leucocitaria a5B1. Los autores proponen que, la endoglina soluble, al contener el dominio
RGD, compite con la endoglina de membrana por la unién a las integrinas leucocitarias,
interfiriendo con la de adhesién y trasmigracién caracteristicas del proceso inflamatorio

(Rossi et al, 2013).

Estos mismos autores observan que, 24 horas tras inyeccion de carragenina
intraperitoneal, el aumento de leucocitos en el peritoneo es menor en haploinsuficiencia
de endoglina que en los ratones WT. Concluyendo que la transmigracién leucocitaria es

menor en haploinsuficiencia de endoglina.

Nuestros resultados nos demuestran que la presencia de endoglina soluble reduce
significativamente la transmigracion leucocitaria. Por lo que la haploinsuficiencia de
endoglina de membrana y la presencia de endoglina soluble tendrian efectos similares
en la transmigracion leucocitaria tras induccién inflamatoria. Esto podria corroborar la
teoria anteriormente explicada: endoglina de membrana tiene un papel en la inflamacién,
participando en la transmigracién leucocitaria mediante interacciones de su dominio
RGD con integrinas leucocitarias a5B1. En nuestros modelos de inflamacién en presencia
de elevados niveles de endoglina soluble circulantes en plasma, la endoglina soluble se
une a las integrinas a5f1 de leucocitos circulantes, impidiendo su unién a endoglina de

membrana, y complicando por ello tanto la adhesién como la transmigracién leucocitaria.

Segln esta misma teoria, podriamos explicar que la transmigracién leucocitaria
disminuyera cuando endoglina de membrana se encuentra reducida. Sin embargo, seria

necesario definir todos los posibles mecanismos involucrados antes de concluir que el
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efecto de endoglina soluble en inflamacidn sea Unicamente por constituir en si misma un
impedimento para la transmigracién. Por ejemplo, en condiciones control no se observan
diferencias con los ratones WT, y segln esta teoria, los ratones control sEng+ tendrian
que presentan unos niveles de infiltrado leucocitario inferiores a los observados en los
WT.

Durante el proceso inflamatorio, se observa un reclutamiento leucocitario desde el
torrente sanguineo hasta los tejidos que constituyen el foco inflamatorio. Durante este
proceso, los leucocitos migran siguiendo un gradiente de citoquinas quimiotdacticas e
inflamatorias. Por ello, el andlisis de citoquinas en el proceso inflamatorio, como CXCL12,
IL1B, IL6 y TNFa, resulta muy interesante para investigar si la endoglina soluble altera la

respuesta inflamatoria, por lo que se procedid a su andlisis.

2.1.4. EXPRESI{)N Y CONCENTRACION DE CITOQUINAS
QUIMIOTACTICAS E INFLAMATORIAS

La citoquina CXCL12 presenta una fuerte quimiotaxis tanto a linfocitos como a
leucocitos. Analizamos la quimiotaxis leucocitaria después de la inflamacion en pulmén

y rifién.

2.1.4.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE CXCL12

Al analizar la expresién de la citoquina quimiotactica leucocitaria CXCL12 en pulmdn no
observamos diferencias entre los controles WT y sEng+ (Figura 60, A). Tras el
tratamiento con LPS, la expresion de CXCL12 es menor en los ratones sEng+ que, en los
WT, aunque las diferencias no son significativas. En rifién observamos que los controles
sEng+ tienen mayor expresién de CXCL12 que los controles WT, de manera significativa
(Figura 60, B). En los rifiones sometidos a isquemia-reperfusion, la expresion disminuye
significativamente con respecto a los controles, siendo esta disminucién mas drastica
en los ratones sEng+ que en los WT, ya que partian de valores control méas altos. Estos

resultados indican que, 48 h tras el tratamiento con LPS o isquemia-reperfusion, los
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ratones WT y sEng+, no tienen una quimiotaxis leucocitaria activa, siendo ligeramente

menor en los ratones sEng+ que en los WT.
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Figura 60. Andlisis de la expresion de CXCL12 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante qPCR de los
niveles de expresion de CXCL12 en pulmén (A) y en rifién (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados
con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en
base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un
box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: (B)+p<0,0001
vs control, ¥*p<0,05 vs WT.

Ademds, se estudid la expresion de citoquinas esenciales en el proceso inflamatorio,
como la IL1B y la IL6. La IL1B es liberada por macréfagos, monocitos y células
dendriticas, mientras que la IL6 se libera por macréfagos, células Ty células endoteliales
(Bhatia, 2002). Son citoquinas con actividad proinflamatoria, causando la liberacién de
histamina por los mastocitos, vasodilatacién y sintomas de inflamacidn localizada (Cohen,

2002; Norman et al, 1995; Putensen & Wrigge, 2000).

Por ello, se considerd que el andlisis de IL1B e IL6 constituye una excelente manera de

valorar el proceso inflamatorio en los distintos tejidos.
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2.1.4.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE IL1B E IL6

Se estudié mediante la técnica de gPCR la expresion del ARNm de las citoquinas
inflamatorias IL1B e IL6 en el tejido pulmonar y en rifién, en ratones control y tratados

con LPS o isquemia-reperfusion respectivamente.

Al analizar la expresion de IL1B e IL6 no se observan diferencias significativas entre los
ratones control WT y sEng+ (Figura 61). La inflamacién induce un aumento significativo
en el pulmén y en el rifién. La expresion de IL1B en los ratones sEng+ tratados con LPS
es menor que en los WT, aunque las diferencias no son significativas (Figura 61, A). No

hay diferencias entre WTy sEng+ en la expresién de IL6 (Figura 61, C y D).
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Figura 61. Andlisis de la expresién de IL1B e IL6 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante qPCR de los
niveles de expresién de IL1B (A, B) e IL6 (C, D) en pulmédn y en rifién de ratones WT y sEng+, control,
tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el

logaritmo en base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se
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representa un box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via:
+p<0,0001 vs control.

Ademas, profundizamos en el estudio de las citoquinas inflamatorias, valorando los

niveles de dichas citoquinas en tejido.

2.1.4.3. ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE IL1B, IL6 Y TNFA

Se analizd, mediante la técnica ELISA, la concentracion de IL1B, IL6 y TNFa en pulmén y
rifidn, en ratones control y tratados con LPS o isquemia-reperfusién respectivamente,

tanto en los ratones WT como en los sEng+.

Al analizar la concentracion de IL1B, IL6 y TNFa en pulmén y en rifién observamos, en
primer lugar, que los niveles de dichas citoquinas en el tejido correspondiente a ratones
control son practicamente nulos (Figura 62), a excepcién del rifién (Figura 62, F), donde
los niveles basales de TNFa son algo mas elevados. No se observan diferencias entre
los controles WT y los sEng+ en ninguno de los casos. El tratamiento con LPS o isquemia
aumenta significativamente la concentracién de dichas citoquinas inflamatorias en
tejido, siendo este aumento menor en los ratones sEng+, en todos los casos, aunque las

diferencias no alcanzan la significacién estadistica.
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Figura 62. Concentracion de IL1B, IL6 y TNFa en pulmdn y rifién en ratones WT y sEng+. Andlisis de la
concentracion de IL1B, IL6 y TNFa en pulmén (A-C) y en rifién (D-E) de ratones WT y sEng+, control,
tratados con LPS o isquemia-reperfusion renal, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como
pg/mg tejido. Cada barra representa la media = EEM. WT (n=5), L-ENG+ (n=5) y S-ENG+ (n=5). Test
estadistico ANOVA de doble via: (A, C, E) +p<0,005 vs control, (B, D, F) +p<0,01 vs control.

Valoramos también la concentracién de IL1B3, IL6 y TNFa también en el lavado

broncoalveolar y en el lavado del pouch.
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Al analizar por la técnica de ELISA la concentraciéon de IL1B, IL6 y TNFa en el BAL y el
lavado del pouch, observamos que los niveles de dichas citoquinas en ratones control
son practicamente nulos en todos los casos. Ademds, el tratamiento con LPS o
carragenina provoca un aumento significativo en la concentracién de IL1B, IL6 y TNFa
(Figura 63). Este incremento en la concentracion de IL18 en el BAL y de IL6 tanto en el
BAL como en el lavado del pouch es significativamente menor en los ratones sEng+
(Figura 63, A, C y D). Ademas, en los ratones sEng+ la concentracion en el lavado del
pouch de IL18 y TNFa es menor, aunque no alcanza la significacidén estadistica (Figura
63,ByF).
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Figura 63. Concentracion de IL1B, IL6 y TNFa en el lavado broncoalveolar y en el lavado del pouch de
ratones WT y sEng+. Andlisis de la concentracion de IL1B, IL6 y TNFa en el BAL (A, C, E) y en el lavado del
pouch (B, D, F) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o carragenina, analizado mediante
ELISA. Los valores se expresan como pg/ml. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=5), L-ENG+
(n=5) y S-ENG+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: (A)+p< 0,0001 vs control, *p<0,05 vs LPS
WT, (B)+p<0,01 vs control, (C)+p< 0,0001 vs control, *p<0,05 vs LPS WT, #p<0,001 vs control sEng+,
(D)+p<0,01 vs control, *p<0,05 vs LPS WT, (E)+p<0,0001 vs control, (F)+p<0,05 vs control.
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Se valoraron los niveles plasméticos de IL1B, IL6 y TNFa (Figura 64). Los niveles de
estas citoquinas en ratones control son practicamente nulos en todos los casos,
mientras que el plasma de los ratones tratados con LPS muestra un aumento de la
concentracién de citoquinas, especialmente elevado en el caso de IL6 (Figura 64 B).

Tanto en IL1B, IL6 y TNFa se observa una menor concentracion en los ratones sEng+

tratados con LPS.
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Figura 64. Concentracidon de IL1B, IL6 y TNFa en el plasma de ratones WT y sEng+. Andlisis de la

concentracion de IL1B (A), IL6 (B) y TNFa (C) en el plasma de ratones WT y sEng+, control, tratados con
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LPS o carragenina, analizado mediante ELISA. Los valores se expresan como pg/ml. Cada barra representa
la media + EEM. WT (n=4), L-ENG+ (n=4) y S-ENG+ (n=4). Test estadistico ANOVA de doble via: (A)+p<
0,005 vs control, (B)+p< 0,0001 vs control.

Mientras que en los casos control endoglina soluble no provoca alteraciones, en
condiciones inflamatorias, los elevados niveles de endoglina soluble circulante inducen
una reduccién en el aumento de la expresion del ARNm de las citoquinas CXCL12 e IL1B,

y a una menor concentracién de IL1B, IL6 y TNFa respecto a las condiciones control.

La inflamacién sistémica se activa rdpidamente por LPS, carragenina o isquemia-
reperfusion en distintos modelos experimentales, lo que a su vez aumenta los niveles
plasmaticos de citoquinas inflamatorias (TNFa o IL1B) y los radicales libres de oxigeno

(Schneiders et al, 2015; Jones et al, 2005; Nonas et al, 2006; Ulich et al, 1991).

Nuestros resultados demuestran que, en ausencia de inflamacidn, los elevados niveles
de endoglina circulante no modifican la expresién y concentraciéon de citoquinas
inflamatorias. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por Vareckova
et al., en los que muestran que elevados niveles de endoglina soluble en plasma no
inducen diferencias en las citoquinas inflamatorias, por si solos, sino que es necesario

la presencia de factores de riesgo vascular (Varejckova et al, 2017).

El LPS y la carragenina estimulan a los macréfagos que liberan secuencialmente
citoquinas proinflamatorias, participando el TNFa y la IL6 en el desarrollo temprano de
la inflamacidn (Jones et al, 2005; Nonas et al, 2006). La inflamacién inducida por LPS,
carragenina e isquemia-reperfusion aumenta significativamente las citoquinas
proinflamatorias, TNFa, IL1B e IL6, mientras que la presencia de endoglina soluble

circulante las reduce.

La endoglina soluble se encuentra elevada en la preeclampsia (Venkatesha et al, 2006). Esta
enfermedad cursa, generalmente, con hipertension, proteinuria, estrés oxidativo y

aumento de las citoquinas proinflamatorias, aungue no en todos los casos se observan
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todos los sintomas (Harmon et al, 2016; Sones & Davisson, 2016; Borzychowski et al, 2006),

existiendo gran variabilidad.

En un embarazo normal se observa un aumento de los niveles de endoglina soluble
circulante en los dos Ultimos meses de gestacion (Venkatesha et al, 2006). En las mujeres
que desarrollan preeclampsia, este aumento ocurre de manera mas temprana y mucho
mas pronunciada, por lo que pueden detectarse niveles elevados de endoglina soluble
en plasma antes de la manifestacion de los sintomas clinicos (Levine et al, 2006; Maynard et
al,2010). Por todo ello, se ha considerado que los niveles circulantes de endoglina soluble

actlan como biomarcador de esta enfermedad (Lopez-Novoa, 2007).

Los niveles plasmaticos de endoglina soluble se han correlacionado con un peor
prondstico, siendo significativamente mayores en pacientes con las formas mas graves
de la enfermedad, como eclampsia o sindrome de HELLP (Venkatesha et al, 2006) y en

preeclampsia temprana (Maynard et al, 2010).

Existen numerosos trabajos que defienden el papel predictivo de los niveles de endoglina
soluble en preeclampsia. Sin embargo, otras patologias como hipertensién gestacional
o hipertensiéon crénica (Salahuddin et al, 2007) también cursan con un aumento de
endoglina soluble. Por ello, para una mejor prediccion, se ha planteado la determinacién
de endoglina soluble junto con otros factores como la concentracién de sFIt1, PIGF y
TGFB (Lim et al, 2008). De esta manera, se consigue una prediccidn del riesgo de padecer

preeclampsia mucho mas fiable.

La preeclampsia también presenta un aumento de citoquinas inflamatorias en el primer
trimestre de embarazo, como TNFa, IL6 e IL1B (Conrad et al, 1998; Szarka et al, 2010),
mientras que se da una disminucidn de citoquinas antiinflamatorias, como IL10 e IL4
(Hennessy et al, 1999). Segun Varejckova y cols., la endoglina soluble se asocia con la
liberacién de citoquinas inflamatorias en células endoteliales (Varejckova et al, 2017). Por
medio de la modificacién de la via de sefalizacion de TGFR, la endoglina soluble estimula
la expresion de NFkB, que, a través de su via de sefializacidn, activaria la expresion de

estas citoquinas (Libermann & Baltimore, 1990).
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Se piensa que este incremento en los factores proinflamatorios a nivel placentario induce
la muerte de trofoblastos y la activacion de células endoteliales, causando la disfuncién
endotelial que se observa durante la preeclampsia (Chen et al, 2010), aungue también hay
autores que mantienen que la muerte de trofoblastos puede deberse Unicamente al

estrés oxidativo (Williamson et al, 2017).

Sin embargo, estos estudios del efecto de endoglina soluble sobre el estado inflamatorio
Unicamente se han realizado en modelos in vitro de células endoteliales, por lo que
habria que ser cuidadosos a la hora de extrapolar estos resultados a lo que ocurre en
preeclampsia. No existen evidencias del efecto de endoglina soluble sobre la inflamacién
a nivel placentario o en modelos animales de preeclampsia, por lo que serian necesarios
estudios mas exhaustivos que clarifiquen el papel concreto que juega la endoglina

soluble en el incremento de la inflamacidén observado en esta enfermedad.

Ademads, se ha demostrado que, mientras que la endoglina soluble se encuentra elevada
a partir de las semanas 11-13 de gestacidn, la activacién neutréfila y el aumento de
citoquinas proinflamatorias ocurre cuando ya se ha diagnosticado la preeclampsia
(Ramma & Ahmed, 2011).

Los modelos de inflamacién aguda en presencia de endoglina circulante utilizados en
este estudio podrian permitirnos abordar un inicio hipotético de la preeclampsia, donde

la presencia de altos niveles de endoglina soluble precede a los procesos inflamatorios.

En este contexto, y en concordancia con nuestros resultados, la reducciéon de la
inflamacidén inducida por la presencia de endoglina soluble circulante podria explicar el
efecto antiangiogénico de la endoglina soluble en las primeras etapas de la

preeclampsia.

El inicio de la angiogénesis a menudo se asocia con un aumento de la permeabilidad
capilar que sirve para enriquecer el compartimiento intersticial adyacente con

componentes del plasma. La inflamacién y la angiogénesis son, por lo tanto, procesos
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relacionados, pero no se conoce bien como se relacionan (Imhof & Aurrand-Lions,
2006).

Mientras que la preeclampsia cursa con un aumento de endoglina soluble y de citoquinas
proinflamatorias en plasma, nuestros resultados sefialan que la presencia de endoglina
soluble reduce el componente inflamatorio. Estas observaciones dan pie a una discusion
muy interesante: ¢Estd endoglina soluble en preeclampsia causando el aumento de
citoquinas inflamatorias, o disminuyendo su expresién y sus niveles?; Dicho de otra
forma: ¢Qué niveles de citoquinas inflamatorias presentarian las mujeres con
preeclampsia si no presentaran un aumento de endoglina soluble en plasma? Porque,
segln nuestros resultados, podriamos pensar que quizés, si no se diera ese aumento de
endoglina soluble en plasma durante la preeclampsia, la respuesta inflamatoria estaria
aun mas elevada. Sin embargo, antes de llegar a una conclusién, seria necesario realizar

mas estudios que permitieran esclarecer el papel de endoglina soluble en preeclampsia.

Ademads, se han observado efectos similares en los casos de haploinsuficiencia de
endoglina de membrana y presencia de endoglina soluble circulante. Se ha demostrado
que rifiones irradiados de ratones haploinsuficientes de endoglina presentan una menor
expresion de las citoquinas IL1B e IL6 en células derivadas de la médula dsea estimuladas
con LPS (Scharpfenecker et al, 2012). De manera similar, se ha observado que la baja
expresion de IL1B e IL6 provoca una menor respuesta inflamatoria en estos ratones (Peter

etal, 2014).

Esto estd en linea con la teoria expuesta por Rossi et al.: la endoglina soluble se une a
las integrinas leucocitarias por su dominio RGD (Rossi et al, 2013), impidiendo asi que los
leucocitos se unan a la endoglina de membrana, entorpeciendo su transmigracion, y la
consecuente liberacién de citoquinas en el foco inflamatorio. De ahi, que se vean efectos
similares cuando hay una diminucién de la endoglina de membrana y en presencia de
endoglina soluble. Esto es sélo una posible hipdtesis, y podria explicar el hecho de que,
al reducirse la transmigracién leucocitaria, las citoquinas inflamatorias liberadas por
dichos leucocitos en el foco inflamatorio estén reducidas. Sin embargo, la regulacién de

las citoquinas es mucho mas compleja, y seria necesario investigar qué posibles
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mecanismos pueden causar esta disminucién de la expresiéon y de los niveles de

citoquinas en presencia de endoglina soluble.

Uno de los mecanismos que podrian explicar que la transmigracién leucocitaria se
encuentre reducida en presencia de elevados niveles de endoglina soluble es Ia

permeabilidad vascular.

Modificaciones en la permeabilidad vascular podrian ocasionar cambios en la
transmigracion leucocitaria, y, consecuentemente, cambios en la expresidn y niveles de
citoquinas inflamatorias. Por ello, nos propusimos valorar la permeabilidad vascular en
presencia de endoglina soluble circulante, tanto en condiciones control como tras

induccion inflamatoria.

2.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SOBREEXPRESION
DE ENDOGLINA SOLUBLE EN LA PERMEABILIDAD
VASCULAR

La permeabilidad vascular es un proceso fundamental en el proceso inflamatorio, y dado
que esta alterado en distintas enfermedades que cursan con inflamacién, consideramos
de gran importancia estudiar si endoglina soluble estd modificando también Ia

permeabilidad vascular.

2.2.1. CONCENTRACION DE PROTEINAS

La permeabilidad vascular estd aumentada durante la inflamacidn, se incrementan los
espacios interendoteliales, aumentando el edema y con ello la cantidad de proteinas
extravasadas. Por ello, se valord la permeabilidad vascular in vivo mediante el estudio

de la concentracidn de proteinas, tanto en el BAL como en el lavado del air pouch.

En la Figura 65 se observa que la concentracion de proteinas es practicamente nula en

el BAL de los ratones control, y aumenta significativamente en los tratados con LPS o
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carragenina. No se observan diferencias entre los ratones control. Al analizar los BAL
correspondientes a ratones tratados con LPS, se observa que el aumento en la
concentracién de proteinas es significativamente menor en los ratones sEng+ que en los
WT (Figura 65, A). Andlogamente, en el lavado del pouch (Figura 65, B), no se observan
diferencias en los ratones control, mientras que la cantidad de proteinas en el lavado del
pouch aumenta considerablemente tras el tratamiento con carragenina, siendo este

aumento menor en los ratones sEng+.

2.0 -§ 2.0 +
+ g
2 45 - ° 1.5
1]
S= # E =
£ s E
05 1.04 . 235 1.0
@ gE * e SE
8~ a
S 051 l £ o5
Wl ! WL
o
00 =0 , £ o : §s
Control LPS Control Carragenina
D wr . sEng+

Figura 65. Concentracién de proteinas en el lavado broncoalveolar y en el lavado del air pouch en ratones
WT y sEng+. Determinacion de la concentracion de proteinas en el BAL (A) y en el lavado del air pouch
(B) de ratones WT y sEng+, control y tratados con LPS o carragenina, respectivamente. Los valores se
expresan como mg/ml. Cada barra representa la media + EEM. En el BAL: WT (n=5) y sEng+ (n=4), en el
lavado del air pouch: WT (n=10) y sEng+ (n=10). Test estadistico ANOVA de doble via: (A)+p<0,0001 vs
control, *p<0,01 vs LPS WT, #p<0,05 vs control sEng+, (B)+p<0,0001 vs control.

Para ahondar en el estudio de la permeabilidad vascular, se midié el edema en los
pulmones tratados con LPS, correspondientes a ratones WTy sEng+. Este ratio sélo se
calculd en ratones previamente tratados con LPS, no se valord en ratones control, ya

que el edema es minimo en condiciones control.
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2.2.2. EDEMA PULMONAR

Para valorar el edema pulmonar se calculd el ratio peso hiumedo/peso seco de los
pulmones de ratones WT y sEng+ tratados con LPS. Un mayor ratio peso himedo/seco
se corresponde con pulmones con mayor retencion de liquido, y por ello, mas edema.
Como muestra la Figura 65, el ratio peso hiimedo/seco es significativamente inferior en
los ratones sEng+. Esto indica que tras el tratamiento con LPS, los pulmones sEng+
presentan menor cantidad de edema, lo que significa que la permeabilidad vascular esta

reducida en los ratones sEng+.
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Figura 66. Andlisis del edema pulmonar en ratones WT y sEng+. Andlisis del edema pulmonar mediante el
ratio peso himedo/peso seco, en pulmones de ratones WT y sEng+, tratados con LPS. Cada barra

representa la media + EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico t de student: *p<0,0005 vs WT.

2.2.3. EVALUACION DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR
PULMONAR AL FITC-DEXTRANO

También se estudid la permeabilidad vascular pulmonar mediante inyeccién intravenosa
de FITC-Dextrano en ratones WT y sEng+ tratados con LPS. Este experimento permite
valorar el paso de FITC-Dextrano desde el torrente sanguineo al pulmén. Se midié la
fluorescencia en el BAL y se corrigié por la fluorescencia en el plasma de cada ratén,

obteniéndose el ratio de FITC-Dextrano permeable en el pulmén (Figura 67).
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El ratio de FITC-Dextrano en el BAL fue significativamente inferior en los ratones seng+,
lo que indica, de nuevo, que su permeabilidad vascular esta reducida en comparacion al
WT.
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Figura 67. Concentracién de FITC-Dextrano en el lavado broncoalveolar en ratones WT y sEng+.
Determinacién de la concentracién de FITC-Dextrano en el BAL de ratones WT y sEng+, tratados con LPS
y a los que se les ha inoculado FITC-Dextrano retroorbital. Los valores se expresan como el ratio
fluorescencia en el lavado broncoalveolar/fluorescencia en plasma. Cada barra representa la media + EEM.

WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico t de student: *p<0,05 vs WT.

Los resultados anteriores muestran, que los niveles elevados de endoglina soluble
circulante reducen la permeabilidad vascular in vivo. Esto resulta muy interesante, ya
que quizds podrian estar relacionadas la menor transmigracién leucocitaria con la

disminucién de la permeabilidad vascular.
Para completar los resultados, decidimos valorar la permeabilidad vascular in vitro, con

el objetivo de comprobar si endoglina soluble también reduce la permeabilidad vascular

en un modelo celular endotelial.

2.2.4. ENSAYO DE PERMEABILIDAD ENDOTELIAL IN VITRO

Para analizar el papel de endoglina soluble en la permeabilidad endotelial in vitro, se

midié el paso de FITC-Dextrano, de 40kDa, a través de una monocapa de células
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endoteliales, tratadas o no con endoglina soluble. En condiciones fisioldgicas, una
molécula de 40kDa no atravesaria la barrera endotelial, pero tras tratamiento con LPS,
se da un aumento del tamafio de los espacios inter-endoteliales. Por ello, se cuantificd
el paso de FITC-Dextrano del compartimento superior al inferior del transwell, a través
de células endoteliales tratadas con LPS, tanto en células control como en presencia de
endoglina soluble. Se hicieron las medidas de fluorescencia en la cdmara inferior a las 0,

4,16, 20y 24 horas.

En la Figura 68 se observa que en los compartimentos inferiores de las células
endoteliales tratadas con sEng hay menor cantidad de FITC-Dextrano que en el caso
control. Esto indica que las células tratadas con endoglina soluble son menos

permeables al FITC-Dextrano que las control.
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Figura 68. Ensayo de permeabilidad endotelial in vitro. Estudio de la permeabilidad de FITC-Dextrano a
una monocapa endotelial in vitro. Se representa el tanto por ciento de fluorescencia, proveniente del FITC-
Dextrano que atraviesa la monocapa endotelial y llega al compartimento inferior del transwell en presencia
de sEng, con respecto a las células control. Se ha medido fluorescencia a las 0, 4, 16, 20 y 24 horas. Los

resultados representan la media de 3 experimentos en cada caso.
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2.2.5. ANALISIS DE LA EXPRESION Y NIVELES DE VE-
CADHERINA

Por dltimo, para profundizar en el estudio del papel de endoglina soluble en la
permeabilidad vascular, se estudid la expresién de un elemento fundamental en dicho
proceso, la VE-cadherina, molécula principal en el mantenimiento de las uniones

adherentes entre células endoteliales.

La expresion del ARNm de VE-cadherina (CDH5) en condiciones control es menor en los
ratones sEng+ que en los WT (Figura 69, A). Tras el tratamiento con LPS, la expresion
de CDH5 disminuye significativamente en el pulmdn, tanto en los ratones WT como en
los sEng+. En rifidn, no se observan diferencias en la expresién de CDH5 en los ratones
control WT y sEng+ (Figura 69, B). Tras la isquemia, se observa una reduccién en la

expresion de CDH5, sin diferencias entre WTy sEng+.
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Figura 69. Andlisis de la expresién de CDH5 en ratones WT y sEng+. Anélisis mediante gPCR de los niveles
de expresion de CDH5 en pulmén (A) y en rifidon (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos
de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-
90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=6). Test estadistico ANOVA de doble via: (A)+p<0,0001 vs control,
*p<0,01vs WT, (B)+p<0,05 vs control.
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La expresion del ARNm de VE-cadherina desciende con la inflamacidon. En el caso de
pulmédn, la disminucidn en la expresiéon de CDH5 es la misma para los WT que para los

sEng+, ya que los controles sEng+ parten de una menor expresién que los WT.

Se evaluaron ademéas los niveles de VE-cadherina en pulmén por Western blot. No se
observan diferencias en los niveles de VE-cadherina en los ratones control WT'y sEng+.
El tratamiento con LPS disminuye significativamente la cantidad de VE-cadherina, siendo
mayores los niveles en los ratones sEng+, aunque las diferencias no alcanzan la

significacién estadistica (Figura 70).

VE-Cadhering gl s e Sl |
Calnexina |- sm——amms-]

0.8

0.6

0.4

0.2

Niveles VE-cadherina
en pulmén (u.a)

0.0

Control LPS Control LPS

D wr . sEng+

Figura 70. Andlisis de los niveles de VE-cadherina en ratones WT y sEng+. Anélisis de los niveles de VE-
cadherina en el pulmén de ratones WT y sEng+, control y tratados con LPS, analizados por Western blot.
Cada barra representa la media = EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=>5). Test estadistico ANOVA de doble via:
+p<0,0001 vs control.

En el andlisis de la expresion y niveles de VE-cadherina en el tejido de ratones WTy
sEng+ las diferencias no son significativas, a pesar de que, al estudiar la permeabilidad
vascular, tanto in vivo como in vitro, se observa que la presencia de endoglina soluble

disminuye de manera muy significativa la permeabilidad vascular.
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Dado que los cambios en la permeabilidad pueden deberse también a que VE-cadherina,
en condiciones inflamatorias, se internaliza, dejando de localizarse en las uniones

endoteliales, seria muy interesante realizar un estudio de localizacién de VE-cadherina.

En nuestro estudio, se demuestra que la presencia de elevados niveles de endoglina
soluble no modifican la permeabilidad vascular en condiciones control, ya que no
observamos diferencias ocasionadas por la presencia de endoglina soluble al analizar la
concentracion de proteinas tanto en el lavado broncoalveolar como en el lavado del air
pouch. De hecho, se ha demostrado que la endoglina soluble, por si sola, no induce

cambios endoteliales en condiciones control (Nemeckova et al, 2015; Nachtigal et al, 2012).

Las modificaciones en la respuesta inflamatoria ocasionan un aumento en la
permeabilidad vascular (Greer et al, 1994; Hayakawa et al, 2000; Djurovic et al, 2002). En este
estudio, demostramos que la permeabilidad vascular inducida por la inflamacién se
reduce en presencia de endoglina soluble, siendo esta la primera vez que se muestra la
relacion entre la endoglina soluble circulante y la permeabilidad vascular inducida por la

inflamacion.

La inflamacidn es wuna caracteristica distintiva del céncer que contribuye
sustancialmente al desarrollo y la progresién de los tumores malignos (Diakos et al, 2014).
En los canceres establecidos, existe una evidencia creciente de los papeles que tienen
la respuesta inmune local y la inflamacidn sistémica en la progresién de los tumores y la
supervivencia de los pacientes con cancer. Este conocimiento brinda la oportunidad de
dirigir estas respuestas inflamatorias para mejorar los resultados del paciente (Diakos et

al, 2014).

El cdncer, es una de las numerosas patologias que cursan con un aumento crénico de la
permeabilidad vascular. Segun nuestros resultados, la endoglina soluble podria ser una
molécula de especial interés para crear nuevas terapias y tecnologias de prevencioén o
tratamiento de muchos trastornos. Por ejemplo, se ha demostrado en modelos de tumor
preclinico, que, limitando el reclutamiento leucocitario tumoral, disminuye el desarrollo

del tumor (Marelli et al, 2017).
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En los tejidos normales, la permeabilidad vascular controla las moléculas que se van a
transferir, en funciéon de su radio (Frank & Lisanti, 2008). El aumento de la permeabilidad
vascular se puede observar aguda o crénicamente en los tejidos inflamados. En
respuesta a las sefiales proinflamatorias, se observa la modificacién de las uniones

interendoteliales, lo cual regula a su vez el proceso inflamatorio (Frank & Lisanti, 2008).

Durante el desarrollo de la inflamacidn, las interacciones leucocito-endotelio dan como
resultado modificaciones de la permeabilidad vascular que permitiradn la transferencia de
solutos a los tejidos periféricos. Tanto las arteriolas como las vénulas pueden responder

a un estimulo proinflamatorio (Sumagin et a/, 2008).

Las moléculas de adhesidon vascular han demostrado tener un papel importante en la
aterosclerosis (Galkina & Ley, 2007) y también se ha propuesto que desempeifian un
papel importante en el cancer (Kobayashi et al, 2007). Se ha demostrado que el TNFa
desempeiia una funcién importante en el inicio de la inflamacidn (Sethi et a/, 2008). La via
de sefializacion de TNFa estd mediada por NF-kB y es responsable de la expresion de
moléculas de adhesidon tales como VCAM-1 e ICAM-1 en el endotelio (Collins et al, 1995).
Estas moléculas de adhesion permiten la unién de leucocitos al endotelio y pueden
permitir su posterior transmigracion al tejido periférico. Al mismo tiempo, esto supone
un aumento de la permeabilidad vascular. Esto pone de manifiesto la importancia de la

permeabilidad vascular en el proceso inflamatorio.

Seria necesario realizar mas investigaciones que pudieran elucidar mediante qué
mecanismos la endoglina soluble circulante regula la permeabilidad. Segun la teoria
discutida anteriormente, se podria explicar que endoglina soluble impidiera que los
leucocitos se unieran a endoglina de membrana y transmigraran, pero esta teoria no
explica por qué la presencia de endoglina soluble causa una disminucién de la
permeabilidad vascular en condiciones inflamatorias. Como la transmigracion
leucocitaria y la permeabilidad vascular, son mecanismos diferentes, regulados por
moléculas diferentes, posiblemente endoglina soluble provoca una disminucién de la

permeabilidad vascular mediante otros mecanismos.
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Dada la extraordinaria disminucién en la permeabilidad vascular que observamos en
presencia de endoglina soluble en nuestros modelos in vivo e in vitro, seria de gran
interés cientifico y biosanitario realizar futuras investigaciones que elucidaran los

mecanismos por los cuales la endoglina soluble provoca este efecto tan drastico.

La expresion de VE-cadherina es diferente en cada tejido, estando Unicamente presente
en las células endoteliales (Prandini et al, 2005). Los embriones knockout para VE-
cadherina mueren durante el desarrollo (Gavard, 2013) y, de hecho, alteraciones en VE-
cadherina afecta la integridad vascular, ya que se trata de una proteina fundamental para
la formacién de las uniones adherentes y el mantenimiento de la barrera endotelial

(Gavard & Gutkind, 2006; Taddei et al, 2008; Heupel et al, 2009; Hebda et al, 2013).

Segln nuestros resultados, la reducciéon de la permeabilidad vascular que causa
endoglina soluble no se debe a alteraciones ni en la expresién ni en los niveles de
proteina en tejido de VE-cadherina. Durante la formacidon de los vasos sanguineos y en
respuesta a agentes promotores de la permeabilidad vascular, la funcién de la barrera
endotelial podria alterarse directamente a través del nivel de expresion de VE-cadherina.
Esto podria lograrse alterando la transcripcién del ARNm de VE-cadherina (Gavard,
2013). De hecho, se han identificado varios factores de transcripcidon por su accion
positiva en la expresion de VE-cadherina durante la angiogénesis y la inflamacidn. Sin
embargo, no podemos descartar que la presencia de endoglina soluble circulante
pudiera estar regulando VE-cadherina a nivel de fosforilacién, internalizaciéon o
biodisponibilidad.

2.3. ANALISIS DE LAS MOLECULAS DE ADHESION

2.3.1. EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION

Se analizé6 mediante la técnica de gPCR la expresién del ARNm de las moléculas de
adhesién E-selectina, VCAM-1, ICAM-1y PECAM-1 en el tejido pulmonar y en rifién, en

ratones control y tratados con LPS o isquemia-reperfusion respectivamente.
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E-selectina es una molécula implicada en el rodamiento leucocitario. La expresion del
ARNm de E-selectina (SELE) en el pulmdn de los ratones control WT es mayor que en
los respectivos controles sEng+ (Figura 71, A). Sin embargo, tras el tratamiento con LPS
no observamos diferencias en la expresion de SELE entre WT y sEng+. Por su parte, en
rifidn la expresion en los ratones control es mayor en los sEng+, y tras la isquemia-
reperfusién tanto los WT como los sEng+ aumentan la expresién de SELE

significativamente, siendo este aumento menor en los ratones sEng+ (Figura 71, B).
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Figura 71. Andlisis de la expresion de SELE en ratones WT y sEng+. Anélisis mediante gPCR de los niveles
de expresion de SELE en pulmdn (A) y en rifién (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos
de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-
90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5), enrifion: WT (n=5) y sEng+ (n=6). Test estadistico ANOVA de doble
via: (A)*p<0,001 vs control WT, #p<0,05 vs control sEng+, (B)+p<0,0001 vs control, *p<0,001 vs control
WT, #p<0,05 vs control SEng+.

La expresion del ARNm de E-selectina sigue un patrén muy distinto en el pulmén y en el
rindn de los ratones sEng+. Mientras que los pulmones control sEng+, expresan menos
ARNm de E-selectina que los WT, los rifiones control sEng+ expresan mas que los WT.
48 h tras el tratamiento con LPS, el rodamiento leucocitario no parece estar activo en
los ratones WT en pulmdn, mientras que el aumento de expresion de SELE en los sEng+

podria indicar que el rodamiento sigue activo en los sEng+ (Hordijk, 2006). Por otro lado,
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en rifién el rodamiento leucocitario parece ser menor en los ratones sEng+ que en los

WT 48 h tras la isquemia.

VCAM-1 es una molécula de adhesién implicada principalmente en el arresto y adhesién
leucocitaria. No hay diferencias en la expresiéon de VCAM-1 en pulmdn entre los ratones
control WT y sEng+. Tras el tratamiento con LPS, no observamos cambios en la
expresion en ratones WT, mientras que vemos menor expresion en los ratones sEng+
con respecto a los controles (Figura 72, A). Por otro lado, al analizar la expresion de
VCAM-1 en rifién observamos que los controles sEng+ presentan, ligeramente, mayor
expresion que los controles WT (Figura 72, B). Tras isquemia-reperfusion, observandose

un aumento en la expresién de VCAM-1, siendo este aumento menor en los ratones
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Figura 72. Andlisis de la expresién de VCAM-1 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante qPCR de los
niveles de expresion de VCAM-1 en pulmén (A) y en rifidn (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados
con LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en
base dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un
box plot 10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: (B)+p<0,0001 vs
control, *p<0,01 vs isquemia WT, #p<0,005 vs control sEng+.

La disminucién en la expresiéon de VCAM-1 en los ratones sEng+ indica que en pulmén

no esta activa la adhesion leucocitaria endotelial 48 h tras el tratamiento con LPS. Sin
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embargo, a la vista de estos resultados, en rifién, 48 h después de la isquemia
continuaria la transmigracion leucocitaria, siendo menor en los ratones sEng+. Tras la
induccidn inflamatoria, observamos tanto en pulmén como en rifidn que la expresion de

ARNm de VCAM-1 es menor en presencia de endoglina soluble circulante.

ICAM-1 interviene en distintas etapas de la transmigracidn leucocitaria: en la adhesioén,
el gateo, la formacién de las “copas migratorias” y la movilidad intersticial (Galkina &
Ley, 2007). Al analizar la expresion de ICAM-1 en pulmén, no observamos diferencias
entre los ratones control WT y sEng+. Ademds, tras el tratamiento con LPS, no se
modifica la expresidn (Figura 73, A). En rifidn, no observamos diferencias significativas
entre los ratones control WT y sEng+ (Figura 73, B) mientras que, tras la isquemia-

reperfusidn, se da un aumento significativo en la expresion.
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Figura 73. Andlisis de la expresién de ICAM-1 en ratones WT y sEng+. Andlisis mediante qPCR de los
niveles de expresion de ICAM-1en pulmon (A) y en rifién (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con
LPS o isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base
dos de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot

10-90 percentil. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test estadistico ANOVA de doble via: (B)+p<0,0001 vs control.

PECAM-1 es una molécula de adhesién clave en la diapédesis. El estudio de la expresion
del ARNm de PECAM-1 (CD31) no muestra diferencias en pulmén entre los ratones
control WTy sEng+ (Figura 74, A). Tras el tratamiento con LPS, la expresiéon disminuye

significativamente en pulmdn, sin diferencias entre los ratones WT y los sEng+. Por su
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parte, en rifién tampoco se observan diferencias entre los controles WTy sEng+ (Figura
74, B). Sin embargo, la isquemia-reperfusion produce una ligera disminucién en la
expresion de CD31 en los WT, mientras que aumenta significativamente la expresion en

los sEng+.
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Figura 74. Andlisis de la expresion de CD31 en ratones WT y seng+. Anélisis mediante gPCR de los niveles
de expresion de CD31 en pulmdn (A) y en rifidn (B) de ratones WT y sEng+, control, tratados con LPS o
isquemia-reperfusion renal, respectivamente. Los valores se representan como el logaritmo en base dos
de la expresion relativa de cada muestra con respecto de las muestras WT. Se representa un box plot 10-
90 percentil. En pulmén: WT (n=5) y sEng+ (n=5), en rifidén: WT (n=4) y sEng+ (n=6). Test estadistico
ANOVA de doble via: (A)+p<0,0001 vs control, (B)*p<0,05 vs isquemia WT, #p<0,05 vs control sEng+.

Los resultados observados en ICAM-1y PECAM-1 nos indican que, 48h después de la
induccidn inflamatoria con LPS, en pulmén continuaria la transmigracion leucocitaria,
mientras que en los rifiones isquémicos seguiria activa. A pesar de ello, en pulmén
resulta particularmente interesante los resultados observados en VCAM-1. El hecho de
que la expresion disminuya con el tratamiento en los ratones sEng+ indica que la cascada
de adhesidon leucocitaria estd reducida en los pulmones 48 h tras la induccién
inflamatoria, lo cual apoya los resultados observados al analizar el reclutamiento
leucocitario. En rifidn, se observa tanto en E-selectina como en VCAM-1 que, tras la
isquemia, el aumento en la expresidon es menor en los ratones sEng+. Dado que E-
selectina estd implicada principalmente en el rodamiento leucocitario, y VCAM-1 es

fundamental durante todas las etapas previas a la diapédesis, la reduccién de su
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expresion explicaria la menor infiltracidn leucocitaria que observamos en presencia de
endoglina soluble. Esto confirmaria los resultados anteriores: la endoglina soluble, sélo

tras estimulo inflamatorio, reduce el reclutamiento leucocitario.

Para corroborar los resultados obtenidos tras el estudio de la expresién de las moléculas

de adhesidn, se analizaron también los niveles de dichas moléculas en tejido.

2.3.2. NIVELES DE LAS MOLECULAS DE ADHESION

Se analizd mediante la técnica de Western blot los niveles de proteina de las moléculas
de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 en el tejido pulmonar, en ratones control y tratados con

LPS. Se utilizé calnexina como control de carga (Figura 75).

Los niveles de VCAM-1 en pulmdn no muestran diferencias entre los WTy los sEng+ en
condiciones control (Figura 75, A). Tras el tratamiento con LPS, los niveles aumentan
significativamente, observandose que los pulmones sEng+ presentan menores niveles
de VCAM-1 que los WT.

Los niveles de ICAM-1 en pulmdén no muestran diferencias entre los ratones WT y los
sEng+ en condiciones control (Figura 75, B). Tras el tratamiento con LPS, observamos

un aumento en los niveles de ICAM-1 en los ratones WT, pero no en los sEng+.
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Figura 75. Analisis de los niveles de las VCAM-1 e ICAM-1 en ratones WT y sEng+. Andlisis de los niveles
de las VCAM-1 (A) e ICAM-1 (B) en el pulmdén de ratones WT y sEng+, control y tratados con LPS,
analizados por Western blot. Cada barra representa la media + EEM. WT (n=5) y sEng+ (n=5). Test
estadistico ANOVA de doble via: (A)+p<0,05 vs control.

El hecho de que los niveles de VCAM-1 e ICAM-1 sean menores en los ratones sEng+,
indica que en presencia de endoglina soluble la transmigracién leucocitaria es menor
que en condiciones control, lo cual concuerda con los resultados obtenidos al analizar
la expresion de las moléculas de adhesidn: tras induccidn inflamatoria, la presencia de

endoglina soluble reduce en pulmén los niveles de las moléculas de adhesion.
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Segun nuestros resultados, no se observan diferencias en condiciones fisioldgicas a
nivel de expresion y niveles de moléculas de adhesién causadas por la presencia de
endoglina soluble circulante. Esto corrobora los resultados obtenidos por otros grupos,
que muestran que elevados niveles de endoglina soluble en plasma no inducen
diferencias por si solos en la expresién de moléculas de adhesién como VCAM-1 e ICAM-

1 (Nemeckova et al, 2015, 2015; Jezkova et al, 2016).

Nuestros resultados también muestran que la endoglina soluble previene el aumento de
expresion de moléculas de adhesién propio de la induccién inflamatoria. ICAM-1, VCAM-
1y E-selectina son esenciales para la adhesidn estable y la transmigracion leucocitaria.
De hecho, se ha demostrado que el bloqueo de ICAM-1 mediante anticuerpos inhibe la
adhesidn de los leucocitos al endotelio (Sans et al, 2001). La reduccidn en la expresion de
las moléculas de adhesidn puede conducir a una disminucién en el nimero de leucocitos
transmigrados, y una consecuente disminucidn de citoquinas inflamatorias en presencia

de endoglina soluble.

El aumento de los espacios interendoteliales, tipico de los procesos inflamatorios, se
debe a la rotura de parte de las uniones adherentes entre células endoteliales, en las
cuales, la molécula mas importante es la VE-cadherina. Como consecuencia, aumenta la
permeabilidad vascular y, en consecuencia, el edema. Este hecho, junto con los
resultados anteriores, nos lleva a pensar que la endoglina soluble circulante podria
prevenir el reclutamiento leucocitario, y con ello el consecuente aumento de la

permeabilidad vascular que ocurre durante las enfermedades inflamatorias.

Se ha demostrado que el efecto de endoglina soluble en la respuesta inflamatoria es
complejo. Jezckova et al., al estudiar la disfuncién endotelial en aorta con
arteoesclerosis, y combinar elevados niveles de endoglina soluble con dieta
hipercaldrica, concluyen que los ratones que presentan elevados niveles de endoglina
soluble circulante en plasma presentan un aumento en la expresién de P-selectina y de
ICAM-1, en comparaciéon con ratones que sobreexpresan bajos niveles de endoglina
soluble (Jezkova et al, 2016). Sin embargo, observan que endoglina soluble no tiene ningin

efecto en la expresion de dichas moléculas de adhesién en condiciones fisioldgicas, por
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lo que, segun sus resultados, endoglina soluble sélo seria proinflamatoria bajo dieta
hipercalérica (lezkova et al, 2016). De hecho, observaron que los marcadores
proinflamatorios son mas altos en las aortas de ratones sEng+ 3 meses después de la
ingesta de una dieta alta en grasas en ratones hembra, pero no en ratones machos
(Jezkova et al, 2016). Nuestro estudio difiere sustancialmente ya que inducimos una
inflamacién aguda bajo el efecto de la endoglina soluble circulante, mientras que en el
estudio de Jezkova se analizan marcadores inflamatorios 3 meses después de la
induccidn, pudiendo haber otros procesos involucrados en la respuesta analizada a largo
plazo. También se debe considerar que las diferencias en los marcadores inflamatorios
atribuidos a la endoglina soluble aparecen solo en ratones hembra, lo que significa que
los mecanismos involucrados en el proceso podrian estar relacionados con factores

sexuales.

También se ha demostrado que la administraciéon de endoglina soluble en células
endoteliales humanas (HUVECs) da lugar a un aumento de expresién de IL6, aunque no
observan efectos en las moléculas de adhesion: VCAM-1 e ICAM-1 (Varejckova et al, 2017).
La endoglina soluble induce en condiciones hipercaldricas un aumento de NF-kB, el cual
activa la expresion de distintas moléculas proinflamatorias, entre las que se encuentra
IL6 (Libermann & Baltimore, 1990). De hecho, a pesar de que el tratamiento con
endoglina soluble induce un aumento en la expresion de IL6, no observan cambios en
otras proteinas proinflamatorias reguladas por NF-kB, como eNOs, ICAM-1, VCAM-1,
COX-1y COX-2 (varejckova et al, 2017). Esto sugiere que el tratamiento de endoglina
soluble no induce por si solo un estado proinflamatorio. Endoglina soluble solo tendria

un efecto inflamatorio en colaboracién con factores de riesgo cardiovascular.

Tanto la adhesidn entre células como la adhesién de las células a la matriz extracelular
tienen un rol fundamental en condiciones fisioldgicas y en la patogénesis de afecciones
que cursan con inflamacidn, como la metéstasis, el rechazo de trasplantes, el dafio por
isquemia-reperfusién y las enfermedades autoinmunes (Yonekawa & Harlan, 2005;
Frenette & Wagner, 1996a, 1996b). La terapia de antiadhesion se ha valorado en

distintos modelos experimentales de enfermedades inflamatorias, entre las que se
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encuentra la esclerosis multiple (Yonekawa & Harlan, 2005) con distintos grados de

éxito.

Se ha utilizado la terapia de antiadhesién en modelos de sepsis y shock séptico (Fisher et
al, 1996) y de artritis reumatoide (Kohanzadeh et al, 2013), demostrandose que el bloqueo
de TNFa disminuye el infiltrado leucocitario y la expresion de las moléculas de adhesién
en el sinovio reumatoide, asi como los niveles plasmaticos de ICAM-1y VCAM-1 (Bradley,
2008; Paleolog, 1997).

El asma agudo cursa con un fenédmeno inflamatorio de la pared bronquial, con una
extensa infiltracion eosindfila (Ezegbunam & Foronjy, 2017). El bloqueo de las moléculas
de adhesién ha demostrado reducir la infiltracion inflamatoria a los bronquios e
interrumpe la desgranulaciéon eosindfila (Mukherjee et al, 2017). Sin embargo, el bloqueo
de las moléculas de adhesién puede causar importantes efectos adversos, ya gue son

necesarias en condiciones fisioldgicas (Mukherjee et al, 2017).

Nuestros resultados demuestran el impacto que endoglina soluble tiene en las moléculas
de adhesion. Dado que en condiciones control la presencia de endoglina soluble
circulante no altera la expresion de las moléculas de adhesién, mientras que tras
induccidén inflamatoria reduce su expresion, podria dar lugar a tratamientos menos

agresivos que los que se basan en el bloqueo de las moléculas de adhesion.

Esto representa un punto de inflexidon en la comprensién del papel de endoglina soluble
en la fisiopatologia de diversas enfermedades cardiovasculares. Los resultados
obtenidos en este trabajo proporcionan una mejor interpretacion de la base inflamatoria
de estas enfermedades, y permiten abrir nuevas perspectivas que conduzcan al
desarrollo de enfoques nuevos y dirigidos a la prevencidon y el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares.
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Se ha asociado a endoglina con distintas patologias, entre las que se encuentran la
Telangiectasia Hemorradgica Hereditaria (HHT), cancer, preeclampsia o hipertensién
(Bernabeu et al, 2009; Shovlin, 2010; Kapur et al, 2012; Rana et al, 2012; Valbuena-Diez et al, 2012). A
dia de hoy, se sabe que tanto la expresién de endoglina de membrana, como la presencia

de endoglina soluble estd asociada con la inflamacion.

Se han relacionado niveles elevados de endoglina de membrana con distintos procesos
inflamatorios. La expresion de endoglina de membrana en células endoteliales aumenta
en piel, higado, intestino y pulmén durante procesos inflamatorios, siendo mayor la
expresion en zonas de infiltrado inflamatorio y durante la cicatrizacién de heridas (Torsney
etal, 2002). Ademas, endoglina aumenta su expresidn en placas arteroescleréticas (Conley
et al, 2000), en piel con soriasis (Rulo et al, 1995), en artritis reumatoide (Szekanecz et al, 1995),
tras dafio vascular (Ma et al, 2000), isquemia-reperfusién (Docherty et al, 2006; Jerkic et al,

2006), infarto de miocardio (van Laake et al, 2006) y cdncer (Bernabeu et al, 2009).

Diversos estudios proponen que la forma soluble de endoglina se encuentra en
concentraciones elevadas en el plasma y orina de pacientes con distintas patologias que
cursan con inflamacién, entre las que se incluye el cancer (Li et al, 2000; Takahashi et al,
2001; CalabrO et al, 2003; Fujita et al, 2009), la diabetes (Bldzquez-Medela et al, 2010) y la
preeclampsia (Sibai et al, 2005; Young et al, 2010). Sin embargo, no esta claro el papel de la
endoglina soluble en estas enfermedades, por lo que se hace necesario definir el papel

de endoglina soluble en el proceso inflamatorio.

El hecho de que endoglina aumente su expresidon en condiciones inflamatorias la
convierte en una molécula de gran interés biomédico. A pesar de ser una proteina que
se expresa de manera constitutiva en las células endoteliales, las cuales presentan un
papel muy activo en la inflamacién. Actualmente no hay estudios que analicen el papel

de la endoglina en la respuesta inflamatoria.

De hecho, existen evidencias que sugieren un posible papel de endoglina en el proceso
inflamatorio. Como hemos explicado, la endoglina se sobreexpresa en las células

endoteliales de tejidos inflamados, los cuales presentan infiltracidn leucocitaria (Torsney
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etal, 2002). Ademas, los ratones haploinsuficientes de endoglina (Eng*-) muestran menos
signos de dafio tras la lesién debido a una reduccidn de la respuesta inflamatoria que

ocurre durante la reperfusion (Docherty et al, 2006).

A pesar de que se ha demostrado que la endoglina estd relacionada con la inflamacidn,
segln nuestros conocimientos no se ha estudiado nunca el papel de las distintas

isoformas de endoglina en el proceso inflamatorio.

En este trabajo, hemos descrito por primera vez que las isoformas de endoglina de
membrana (L-endoglina y S-endoglina), asi como la endoglina soluble, tienen un papel
en procesos clave de la respuesta inflamatoria como son el reclutamiento leucocitario,
la expresion y niveles de citoquinas inflamatorias y moléculas de adhesién y la

permeabilidad vascular.

Para llevar a cabo este estudio, se han disefiado y puesto a punto 3 modelos animales,
en los cuales la induccién inflamatoria es de distinta naturaleza y afecta a distintos
organos: infeccién pulmonar por nebulizacién de LPS, abrasidn en la piel por carragenina
en air pouch e isquemia-reperfusion en el caso del rifidn. Esto nos permite corroborar si
el papel de las isoformas de endoglina es similar ante distintas inducciones inflamatorias

y en distintas condiciones, aportando solidez a los resultados.

A la vista de nuestros resultados podemos observar, en primer lugar, que la presencia
de elevadas cantidades de endoglina soluble circulante en plasma, asi como la
sobreexpresion de las isoformas de membrana L-endoglina y S-endoglina, no alteran la
respuesta inflamatoria en condiciones fisioldgicas, ni a nivel de reclutamiento
leucocitario, citoquinas inflamatorias, permeabilidad vascular ni moléculas de adhesion.
Estos resultados corroboran los obtenidos previamente por otros autores (Nemeckova et

al, 2015; Varejckova et al, 2017; Jezkova et al, 2016; Oujo et al, 2014; Mufioz-Félix et al, 2016).

Por ello, la sobreexpresién de las distintas isoformas de endoglina solamente tendria un
papel en la respuesta inflamatoria cuando se da tras induccién inflamatoria, mientras

que no tendria efecto en condiciones fisioldgicas. De hecho, Vareckova et al y Jezckova
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et al. concluyen que la presencia de elevadas cantidades de endoglina soluble circulante
en plasma sélo tiene un papel en combinacién con riesgos cardiovasculares, como dieta

hipercaldrica.

En este trabajo, ademds, hemos descrito por primera vez el papel de las distintas
isoformas de endoglina en la permeabilidad vascular. A la vista de nuestros resultados,
la sobreexpresion de las isoformas de endoglina no causa ninglin efecto en la
permeabilidad vascular en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, mientras que la
sobreexpresion de las isoformas L-endoglina y S-endoglina no altera la permeabilidad
vascular, la presencia de endoglina soluble circulante en plasma reduce

significativamente la permeabilidad vascular, tanto in vivo como in vitro.

Esto pone de manifiesto, que la permeabilidad vascular se regula por el dominio
extracelular de endoglina, ya que se observan diferencias en presencia de endoglina
soluble (que es Unicamente el dominio extracelular de endoglina circulante) mientras
que no hay diferencias al comparar ratones que sobreexpresan L-endoglina y S-

endoglina, que sdlo se diferencian en su dominio intracelular.

Como se ha discutido anteriormente, mientras que los resultados obtenidos al analizar
el papel de endoglina soluble en el reclutamiento leucocitario podrian corroborar la teoria
de Rossi et al. de que la presencia de endoglina soluble dificulta la transmigracion (Rossi
et al, 2013), esta teoria no permite justificar por qué observamos una drastica disminucién
de la permeabilidad vascular en presencia de endoglina soluble, tanto in vivo como in
vitro. Dicha teoria tampoco contempla un efecto del dominio intracelular de endoglina
de membrana en el proceso inflamatorio, el cual queda demostrado a la vista de nuestros

resultados.

Por ello, en su conjunto, este trabajo permite abrir dos vias de gran interés cientifico.

Por un lado, los resultados obtenidos nos permiten modificar el concepto que se tiene a
dia de hoy del papel de endoglina soluble en enfermedades inflamatorias como céncer

y preeclampsia. A la vista de nuestros resultados, endoglina soluble disminuye la

258



respuesta inmune en condiciones inflamatorias, lo que supone un dilema en si mismo:
¢Esta endoglina soluble en patologias inflamatorias causando el aumento de la respuesta
inflamatoria, o disminuyéndola? ;Mediante qué mecanismos regula endoglina soluble el
componente inflamatorio? Dado que nuestros resultados han permitido demostrar que
endoglina soluble tiene un efecto en la inflamacién, seria necesario realizar mas
investigaciones al respecto que nos permitieran esclarecer los mecanismos que

intervienen.

Por otro lado, nuestros resultados demuestran que el dominio intracelular de endoglina
de membrana tiene también un papel en la respuesta inflamatoria. Segin nuestros
resultados, podemos comprobar que los resultados obtenidos por por Mufidz-Félix et al
en inflamacién crénica y fibrosis se observan también tras induccién de inflamacién
aguda. Utilizando un modelo de fibrosis renal por obstruccién ureteral, observan que la
sobreexpresion de S-endoglina reduce tanto la expresiéon de moléculas leucocitarias,
como CD68, COX-2 e iNOS, como la expresidn y niveles de moléculas de adhesién clave
en la cascada inflamatoria: VCAM-1 e ICAM-1 (Mufioz-Félix et al, 2016). Observamos el
mismo efecto de la reduccién del reclutamiento leucocitario y expresién de ICAM-1 ante
la sobreexpresion de S-endoglina, aungue no se detectan diferencias en cuanto a la
expresion de VCAM-1.

Tras haber demostrado, por primera vez, que las distintas isoformas de endoglina
regulan el proceso inflamatorio, se hacen necesarias futuras investigaciones que
vislumbren los detalles de cémo se da esta regulacién, qué mecanismos la llevan a cabo
y qué posibilidades existen, con los conocimientos adquiridos, de situar a endoglina

como una molécula diana en el tratamiento de enfermedades inflamatorias.
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CONCLUSIONES
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Basandonos en los resultados expuestos en este trabajo, hemos obtenido las siguientes

conclusiones:

262

La presencia de elevados niveles de endoglina soluble humana en el plasma no
altera, en condiciones fisioldgicas, ni el reclutamiento leucocitario ni la

permeabilidad vascular.

La presencia de elevados niveles de endoglina soluble humana en el plasma
reduce significativamente el reclutamiento leucocitario tras tres estimulos

inflamatorios de distinta naturaleza, en tres tejidos diferentes.

La presencia de elevados niveles de endoglina soluble humana en el plasma
reduce significativamente la permeabilidad vascular inducida por estimulo
inflamatorio. Por ello, el dominio extracelular de endoglina tiene un papel en el

aumento de la permeabilidad vascular tras induccién inflamatoria.

La sobreexpresion de las isoformas de membrana: L-endoglina y S-endoglina,
no alteran, en condiciones fisioldgicas, ni el reclutamiento leucocitario ni la

permeabilidad vascular.

La sobreexpresion de L-endoglina no altera el reclutamiento leucocitario
mientras que la sobreexpresién de S-endoglina lo reduce significativamente
tras tres estimulos inflamatorios de distinta naturaleza, en tres tejidos
diferentes. Por ello, el dominio intracelular de endoglina de membrana tiene un

papel en el reclutamiento leucocitario tras induccién inflamatoria.

La sobreexpresion de L-endoglina y S-endoglina no tienen ningtin efecto en la
permeabilidad vascular inducida por estimulo inflamatorio. Por ello, el dominio
intracelular de endoglina de membrana no tiene un papel en la permeabilidad

vascular.
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