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RESUMEN

La reciente pandemia de COVID-19 ha causado un gran nimero de fallecimientos, muchos de ellos
debidos al sindrome de respuesta inflamatoria sistémica producido por una respuesta desregulada del
sistema inmune. Durante la pandemia se ha visto cémo la mortalidad del SARS-CoV-2 esta estratificada
por edades, siendo mayor en personas de mds edad. Por estos motivos es de interés la creacidn de un
modelo animal que simule los sintomas de la enfermedad. Este modelo se llevd a cabo mediante la
administracién de LPS, ATP e imiquimod, sustancias que por separado se ha demostrado que inducen
una respuesta inflamatoria exagerada. A partir de diversas pruebas inmunohistoquimicas (MPO, WGA,
CD163, conexina 43, iNOS y ATF3) y tinciones histoldgicas (H-E, azul de toluidina y tincion de Van
Gieson) se establecieron los objetivos de valorar los efectos del modelo en corazén de ratas de dos
grupos de edad (jovenes y adultos) en dos cohortes (agudo y secuelas). Los resultados en jovenes
mostraron un aumento de macrdfagos que podria indicar que se ha producido inflamacidn tras la
administracion del farmaco y un aumento de células cebadas debido probablemente al bajo nimero
encontrado. En el caso de los adultos, no se ha encontrado ninguna complicacién cardiaca significativa,
lo que podria indicar que los efectos en el corazdén adulto se manifiestan mas tarde, lo que habria

producido la muerte del grupo de adultos secuelas sin que pudiésemos realizar los experimentos

INTRODUCCION

La COVID-19, producida por el SARS-CoV-2, comenzé en Wuhan en 2019 y desde alli se expandié por
todo el mundo provocando un colapso sanitario. Segln Statista, el 6 de abril de 2023 ya se contaban
6,8 millones de muertes por este virus en el mundo 120.426 de los cuales pertenecen a Espafia, junto
con 13,8 millones de infectados y una mortalidad de 115,32 por cada 100.000 habitantes en el periodo

con mayor numero de muertes (Medeiros et al, 2021).

Esta enfermedad se caracteriza por provocar en muchos casos el Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SIRS) o sindrome de liberacién de citocinas. Este consiste en una respuesta inflamatoria
severa o desregulada producida por dos desencadenantes, las lesiones y las infecciones (Lush & Kvietys,
2010). En el primer caso la inflamacidn es desencadenada por la liberacion de moléculas denominadas
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Gotts & Matthay, 2016), y en el segundo, el caso del
coronavirus, por la liberacién de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) (Lush & Kvietys,
2010). La unién de estos a los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) situados en las células
permiten el reconocimiento por parte de los macréfagos. Un tipo especial de PAMP es el
lipopolisacérido (LPS), un glicolipido de la pared de las bacterias gram negativas que es reconocido por
los receptores de tipo Toll (TLR) (Lépez-Bojorquez, 2004). La unidn de los PAMPs a los PRR activa estos

ultimos desinhibiendo al factor de transcripcién NF-kB que se introduce en el nucleo e induce la



transcripcidn de citocinas proinflamatorias (Lopez-Bojorquez, 2004 y Mufioz-Carrillo et al. 2021). Estas
citocinas inducen la inflamacién mediante la vasodilatacion, el aumento del nimero y la vida de
macrdfagos, monocitos y neutrdéfilos (Gotts & Matthay, 2016) y la activacidn de células cebadas. Estas
aumentan la permeabilidad vascular y, junto con macréfagos y neutrdfilos, refuerzan la respuesta

inmune produciendo mas citocinas.

Destacan las citocinas IL-1B y TNFa. La primera inicia la transcripcién y la traduccion de la forma
inducible de éxido nitrico sintasa (iNOS). Esta enzima cataliza la formacion de éxido nitrico (NO)
(Moreno-Eutimio), un vasodilatador e inhibidor de la agregacion plaquetaria que puede provocar
hipotensidn y tiene efectos citotdxicos para algunos patdgenos (Pérez et al, 1997). La accién conjunta
de las dos citocinas activa los neutréfilos que en la respuesta severa provocan dafios en los tejidos por
citotoxicidad al liberar mas mediadores proinflamatorios y secretar mieloperoxidasa (MPQO) (Moreno-

Eutimio, 2016).

Mientras se produce lo anterior, las células dendriticas fagocitan patdgenos, viajan a los nddulos
linfaticos y presentan los antigenos a las células de inmunidad adquirida, los linfocitos B y T, que se
activan. Los primeros producen y liberan a la sangre anticuerpos que neutralizan toxinas y facilitan el
trabajo a las células fagociticas. Los segundos eliminan células infectadas y producen mas citocinas
proinflamatorias que refuerzan la accion de los macréfagos y los monocitos y estimulan la proliferacién
de linfocitos B; también sintetizan citocinas antiinflamatorias para regular el proceso inflamatorio, de
esta manera vemos que la respuesta inflamatoria es dual, estando la respuesta antiinflamatoria
mediada por IL-10 y la apoptosis de células inmunes. Cuando no se da esta regulacién, se produce el
SIRS, como ocurre con el coronavirus, en este caso aparecen sintomas compartidos con la sepsis

(Moreno-Eutimio; Garcia, Lopez & Sanchez, 2000; Villarroel, 2009 y Gotts & Matthay, 2016).

La sepsis es una enfermedad muy comun desencadenada por una infeccién, definida por el tercer
documento internacional de consenso para la definicion de sepsis y shock séptico de 2016 como una
“disfuncidn de los érganos que pone en peligro la vida causada por una respuesta desregulada del
huésped a la infeccidn” (Singer et al, 2016). Entre 2006 y 2016 hubo una media de 437 casos por cada
100.000 personas y afio, con una mortalidad en los paises desarrollados del 17% (Jaramillo-Bustamante
et al, 2020), y en los ultimos afios ha aumentado la incidencia de los casos mas graves debido entre

otras cosas al envejecimiento de la poblacién (Bhatia et al, 2009 y Alcaino Von Hausen, 2016).

Los efectos de la sepsis, provocada por el SIRS desencadenado por el SARS-CoV-2, se han observado en
diversos organos (Shenoy, 2020). En el corazdn, cuando la respuesta inflamatoria persiste, se puede
llegar al shock séptico. Durante este, se dilatan los capilares y la sangre queda atrapada en ellos, lo que

reduce la presidén arterial y aumenta el volumen de sangre que lanza el corazén. Estos cambios



aumentan el gasto cardiaco (cantidad de sangre bombeada hacia la aorta por minuto) y la frecuencia
cardiaca (taquicardia). Se produce también insuficiencia cardiaca (incapacidad de bombear sangre rica
en oxigeno eficientemente) debido a la disfuncidn mitocondrial (Villarroel, 2009). La disfuncién
mitocondrial se debe a cambios electrofisioldgicos que se producen en las células como respuesta a los
PAMPs y DAMPs. Estos provocan la apertura de poros de la membrana mitocondrial desacoplando la
cadena respiratoria y produciendo un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS) e inductores de
apoptosis. Todo ello puede provocar la apoptosis de las células miocardicas (Navarrete et al, 2013 y Liu
et al, 2019). Todos estos efectos pueden desembocar en la muerte (Alfaro-Murillo & Lazo-Paéz, 2021).
A nivel histolégico podemos encontrar como efectos de la sepsis dreas con necrosis de miocitos,
hipertrofia de los cardiomiocitos del ventriculo izquierdo e infiltrado de linfocitos (Gancedo & Alcalde,

2021).

Por todo lo anterior es de gran interés el estudio de los dafos provocados por la sepsis causada por
COVID-19 en los diferentes tejidos y érganos, y sus posibles tratamientos. Para ello es necesario el

desarrollo de modelos animales.

En los modelos existentes encontramos diferentes inconvenientes. En el caso de la COVID-19, es el uso
del virus SARS-CoV-2 como agente infeccioso por su potencial letalidad. La solucion es crear un modelo
no infeccioso a partir del conocimiento preexistente sobre los mecanismos que impulsan la
enfermedad (Cleary et al, 2020), en nuestro caso, crear un modelo de sepsis de COVID-19 a partir del
conocimiento sobre el desarrollo de la sepsis. En el caso de la sepsis, en el modelo mas utilizado, el de
la administracién de LPS, el principal inconveniente es que se genera endotoxemia, una respuesta
inflamatoria exagerada por la presencia de LPS en la sangre (Endotoxemia, 2006) pero diferente a la
sepsis (Wichterman et al, 1980), por lo que no reproduce completamente los sintomas de esta
enfermedad en humanos (Bhatia et al, 2009). Aun asi, estudios en pacientes humanos voluntarios han

revelado que la administracion de LPS produce efectos similares a la sepsis (Fink & Heard, 1990).

El efecto del LPS podria verse intensificado por la administracién de ATP extracelular e imiquimod. El
primero es el DAMP mas potente. Induce la acumulacién de neutrdfilos y eosindfilos (Arzola et al,
2020), funciona como un quimiotactico para las células inmunes (Di Virgilio & Vuerich, 2015) y
desencadena la sintesis y liberacién de IL-1B que, como ya sabemos, es un mediador proinflamatorio.
(Riteau et al, 2010); el segundo es un ligando de receptores TLR7 que al unirse a ellos estimula la
produccion de citocinas proinflamatorias como interferones y TNF-a (Schon & Schon, 2007) que
provocan una respuesta inmunitaria local contra virus que destruye el ARN viral, detiene la replicacién

de células infectadas y activa macréfagos entre otras cosas (Arzola et al, 2020).



A la vista de lo anterior planteamos como hipdtesis que la accion sinérgica de estos tres compuestos

podria intensificar el proceso de inflamacion dando lugar al SIRS similar al producido por la COVID19.
Los objetivos del presente estudio son:

1. Identificar las complicaciones cardiacas agudas y sus secuelas en animales jovenes mediante
un modelo de tormenta de citocinas en rata.
2. Identificar las complicaciones cardiacas agudas en animales adultos mediante un modelo de

tormenta de citocinas en rata.

MATERIAL Y METODOS
Etica
Todos los experimentos se llevaron a cabo con la previa aprobacién del Comité de Etica de Investigacién

de la Universidad Rey Juan Carlos (numero de registro interno del CEI-URIC:

ENM242/212109202220422, PROEX: 123.2/22).

Animales y tratamiento

En este estudio se utilizaron ratas Wistar macho (subesp. Rattus norvegicus doméstica) jovenes (de 3
meses), con un peso de entre 400 y 550g; y adultas (de 8 a 10 meses), con pesos comprendidos entre
los 400 y 600g, procedentes de Janvier Labs. Todas fueron estabuladas en grupos de 2 a 4 ratas,
separadas en funcion del tratamiento experimental en cubetas transparentes estandar, con libre acceso
a comida y bebida, bajo condiciones controladas de temperatura (202C), humedad (60%) y ciclos de

12h luz/ 12h oscuridad (luces encendidas de 7:00 a 19:00h).
Para llevar a cabo el modelo de inflamacién animal se dividid a las ratas en dos grupos segun la edad:

- Fase 1 (jévenes): compuesta por ratas macho de 3 meses de edad. Se dividié en dos subgrupos:
o Control o salino: a los que se inyecté el vehiculo de LPS mas vehiculo de imiquimod
mas vehiculo de ATP, en todos los casos el vehiculo es PBS.
o Tratamiento: a los que se inyectd LPS (3 mg/kg) mas imiquimod (0.1 mg/kg) méas ATP
(5 mg/kg).
- Fase 1,5 (adultos): compuesta por ratas de entre 8 y 10 meses de edad. Se dividié en dos
subgrupos:
o Control o salino: a los que se inyecté el vehiculo de LPS mas vehiculo de imiquimod
mas vehiculo de ATP, todos ellos PBS.
o Tratamiento: a los que se inyectd LPS (1.5 mg/kg) mas IMIQUIMOD (0.1 mg/kg) mas
ATP (5 mg/kg).



En la fase de adultos la concentracion fue menor ya que con 3mg/kg la mortalidad era excesiva. Estas
concentraciones se demostraron adecuadas en estudios previos. Todos los farmacos y vehiculos se

administraron por via intraperitoneal.
Se realizaron dos cohortes, ambas con una n=10 para cada una de las fases:

- Estudio agudo: con sacrificios 24 h tras la administracion del tratamiento o el salino.
- Estudio de secuelas: con sacrificios entre 3 o 4 semanas después de la administracién del

tratamiento o el salino.

El grupo de jévenes consté de ambas cohortes, mientras que el grupo de adultos solo se evalué en la
cohorte de agudo ya que en secuelas hubo que cambiar la marca del farmaco porque la empresa tuvo
problemas de logistica y no podia enviar a tiempo el fdrmaco necesario. La nueva marca produjo una
mortalidad excesiva, lo que provocd que no se pudieran realizar los sacrificios ni las pruebas

histoldgicas.

A ambas cohortes se las anestesié con pentobarbital (50mg/kg) (Usp, ref: 1041926) y se las sacrificd

mediante guillotinado.

Obtencidn y procesamiento de las muestras

Tras el sacrificio, se extrajeron los corazones, se fijaron en una solucién de formaldehido al 4% en agua
destilada, tras lo cual se deshidrataron en una bateria de etanol (Panreac, ref: 141086.1211) de
gradacion creciente (702, 962 y 10092), luego se pasaron a xilol (Panreac, ref: 131769.1611) y se
procesaron en el procesador de tejidos Citadel 3000 para embeberlos en parafina y hacer bloques.
Estos bloques se cortaron en un microtomo (Microm HM310) en secciones de 5um de grosor. Estas
muestras se fijaron en portaobjetos tratados con poli-L Lisina (Merck, ref: A-005-C), sustancia que
favorece la adhesion de las muestras y se almacenaron en una estufa a 372 hasta su uso. El estudio de
estas muestras se llevd a cabo mediante el andlisis histopatolégico de muestras de corazén con

diferentes técnicas de las que hablaremos mas abajo.

Tincion de hematoxilina-eosina (H-E)

Se utilizd para valorar la apariencia general. Primero se desparafinaron e hidrataron las muestras en
xilol y una bateria de alcoholes en gradacién decreciente (1002 y 962), terminando en agua. Tras lo cual
se sumergieron las muestras en Hematoxilina de Carazzi (Panreac, ref: 251344.1606) durante 12
minutos , y se dejé virar el color en un bafo de agua durante 15 minutos mas. El contraste se realizo
con eosina acuosa al 1% (Panreac, ref: 251301.1609) durante 20 segundos, tras lo cual se deshidrataron
las muestras en la bateria de etanol de gradacién creciente (962, 1002) acabando en xilol. Para terminar,

se montaron las muestras con EUKITT (Orsatec, ref:6.00.01.0001.05.01.01).
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Se analiz6 mediante un analisis cualitativo buscando infiltrado de linfocitos y zonas de tejido

reemplazadas por colageno (fibrosis).

Tincidn picrofucsina de Van Gieson

Se utilizd para valorar fibrosis. Para ello se desparafinaron e hidrataron las muestras, y se sumergieron
en hematoxilina férrica Weigert (hecha al 50% a partir de una solucidon de Hematoxilina 1g/100ml
alcohol y de Cloruro férrico 29% (4ml) mas acido clorhidrico (1ml) mas agua destilada (95ml), (Merck,
ref: 1159730002) durante 10 minutos, y en picrofucsina de Van Gieson (Merck, ref: 1001990500)
durante 5 minutos, tras lo que se lavaron en alcohol absoluto, se pasaron por xilol y se montaron como
en el caso de la H-E.

Se evalué mediante un andlisis cualitativo buscando haces rosados (colageno).

Tincidon de azul de toluidina

Se utilizd para valorar células cebadas. Para ello se desparafinaron e hidrataron las muestras y se
sumergieron en azul de toluidina (Panreac, ref: 251176.1604) al 0,25% durante 10 segundos, tras lo
que se lavaron en agua y se deshidrataron por la bateria de alcohol creciente, se pasaron por xilol y se
montaron.

Se evalué con un analisis cuantitativo, valorando 10 campos bajo el objetivo de 10 aumentos. Tras esto

se calculé el nimero medio de células por campo y grupo experimental.

Inmunohistoquimica

Se comenzd desparafinando e hidratando, tras lo cual se llevd a cabo un pre-tratamiento con calor en
un tampdn citrato (10mM) en microondas, durante 10 minutos a 98 grados para el
desenmascaramiento de los antigenos. Tras ello se afiadié agua oxigenada (Solucién de bloqueo
enddgeno Bloxall ImmPRESS Vector laboratories ref: SP-6000-100) durante 10 minutos para bloquear
la peroxidasa enddgena, y se lavé con PBS-Tween (PBS a concentracion 1x y Tween al 0,05%; PBS:
Panreac, ref: A0965; Tween: Panreac, ref: A4974) tres veces dejando 5 minutos entre lavados para
eliminar el sobrante que podria interferir mas adelante y permeabilizar los tejidos facilitando asi la
unién de los anticuerpos.

A continuacién, se bloquearon las uniones inespecificas antigeno-anticuerpo afiadiendo una solucidn
de bloqueo (Normal Horse Serum 2,5% ImmPRESS Vector laboratories, ref: S-2012-50) o FBS (suero
bovino fetal) en los casos en que se necesitd un bloqueo mas intenso, durante 20 minutos, tras los que,
sin lavar, se retiré el sobrante y se afiadié la concentracion correspondiente ya indicada de anticuerpo
primario diluido en PBS-Tween.

Se utilizaron como controles negativos muestras sin anticuerpo.

Todas las muestras se incubaron con los anticuerpos durante la noche en la nevera a 42C.



Tras ello se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS y se anadié el polimero que actia como
anticuerpo secundario IgG Horse Anti-Mouse (ImmPRESS Vector laboratories ref: MP-7422-15) o Horse
Anti-Rabbit (ImmPRESS Vector laboratories ref: MP-7801-15) segun corresponda con el anticuerpo
primario.

Este anticuerpo secundario estd conjugado con peroxidasa. Al afiadir agua oxigenada la peroxidasa
libera oxigeno, este oxida la diaminobencidina (DAB) que cambia a color marrdn, lo que hace visibles
las zonas de interés. Se dejo incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, se retird y se
realizaron dos lavados con PBS dejando 5 minutos entre lavados.

Para revelar la peroxidasa se afiadieron 15 microlitros de DAB (ImmPRESS Vector laboratories ref: SK-
4105) junto con 15 microlitros de agua oxigenada, y se incubd durante 10 minutos en oscuridad y se
realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS, tras esto se lavd en aguan durante otros cinco minutos.
Para la tincidn de contraste, util para poder ver los nucleos de las células y el fondo de la muestra y
orientarnos en ella, se tind con hematoxilina durante 3 minutos, seguida del virado de color en agua
durante 15 minutos, y su posterior deshidratado por la bateria de alcoholes de concentracién creciente,
acabando en xilol y montando con el EUKITT.

En el caso de WGA el proceso es diferente, ya que este anticuerpo esta unido a un fluorocromo de la
longitud de onda del infrarrojo, por lo que el anticuerpo primario se deja incubar Unicamente una hora
a temperatura ambiente, al ser de fluorescencia no es necesario el marcaje con DAB, porque el propio
anticuerpo primario incluye un marcaje directo. Tampoco es necesario el bloqueo de la peroxidasa ni
el anticuerpo secundario. Ademas, se monta en himedo con una gota de glicerol (Fisher Scientific, ref:
15832544). Estas muestras se conservaron en oscuridad y frio para preservar la fluorescencia.

Se utilizaron anticuerpos contra las siguientes proteinas:

CD163 (Bio Rad, ref: MCA342GA): marcador de macréfagos antiinflamatorios M2, generado en
ratén. A una concentracion de 1:750. Se analizé cuantitativamente tomando diez zonas por
muestra bajo el objetivo de 10 aumentos, contando el nimero de macréfagos por zona. Tras
esto, se calculé el nUmero medio de células por campo y grupo experimental.

- Conexina 43 (Santa Cruz, ref: sc-59949): para marcar nexos entre miocitos, cuyo estado
determina el funcionamiento del corazén, generado en conejo. Usado a una concentraciéon de
1:800. Se analizé de manera cualitativa.

- ATF3 (Bioss antibodies, ref: bs-0519R): marcador de estrés con el que se puede valorar dafio y
reparacion celular, se utilizd para confirmar lo visto en HE. Generado en conejo. Se empleé a
una concentracion de 1:800. Se analizé cualitativamente.

- iNOS (Bioss antibodies, ref: bs-2072R): marcador de inflamacidn para valorar dafio, generado

en conejo. Empleado a una concentracién de 1:7500. Se analizé de forma cualitativa.



- WGA (Biotium, ref: 29025): marcador de glicoproteinas de membrana para valorar tamano
celular. Usado a una concentracidn de 1:200. Se analizé cuantitativamente tomando al menos
10 fotos por muestra bajo el objetivo de 40 aumentos y se pasaron una a una por el programa
Imagel, donde se establecié una escala de 222 pixeles equivalentes a 50 micras, y se transformo
la imagen a blanco y negro para escoger automaticamente las sefiales con un tamafio minimo
de 40 micras. Se eliminaron manualmente los datos que correspondian a células mal analizadas
por el programa. Tras esto, se calculé la media de tamafio de las células por cada imagen y
grupo experimental.

- MPO (Abcam, ref: ab65871): marcador de neutrofilos para valorar su presencia, generado en
conejo. Se empled a una concentracion 1:1000. Se analizéd cuantitativamente contando el

numero total de neutrdéfilos en la muestra.

Andlisis y cuantificacion de muestras

Todas las muestras que requerian analisis cuantitativo se analizaron a partir de imagenes tomadas con
un microscopio Zeiss AxioPhot 2, con el programa Las X, version 3.7.4.23463, este software sirve para
el andlisis y procesamiento de imagenes, a excepcién de las muestras de fluorescencia, cuyas imdagenes
se tomaron en el microscopio de fluorescencia con la cdmara Nikon Moments con el software NIS-
elements de Nikon (Nikon, Japdn) en la longitud de onda del infrarrojo.

Para la cuantificacion de las muestras se utilizé el programa Imagel-Flll del National Institutes of Health,
USA. Este programa transforma las imagenes a blanco y negro y valora caracteristicas de la imagen
como la intensidad de marcaje, el nimero de células o el tamafio de estas a partir del drea minima que

establezcamos.

Analisis estadistico

Para todos los datos se calculé la desviacidn tipica y el error estandar. Las diferencias entre tratamiento
y control se analizaron con Prism 8.3.0 Portable, con el que se realizé6 un T-test paramétrico con
correccion de Welch’s, en el que se comparaban las medias del grupo control y el grupo tratamiento.

Los valores se consideraron estadisticamente significativos cuando presentaron una P<0,05.

RESULTADOS
Daio general

Tanto en el caso de los animales jévenes como en el de los adultos en todos sus grupos, la valoracion
de H-E dio como resultado ciertas zonas eosinofilicas, lo que seria compatible con cierto dafio en los
cardiomiocitos (Figuras 1 y 2). Sin embargo, el nimero de estas areas fue pequefio, constando en su

mayoria de células aisladas, y sin diferencias entre los distintos grupos experimentales.



Figura 1. Corazdn de ratas jovenes marcado con H-E. Jovenes agudo (A, B) y jévenes secuelas (C, D). Animales control
(marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x20.

Figura 2. Corazon de ratas adultas agudo marcado con H-E. Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo
x20. Sefialadas con una flecha algunas células mds eosinofilicas.

Se observaron ademas leves infiltraciones de linfocitos (Figuras 3 y 4), poco numerosas y similares entre

los grupos experimentales.



Figura 3. Corazdn de ratas jévenes marcado con H-E. Jovenes agudo (A, B) y jovenes secuelas (C, D). Animales control
(marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x20.

Figura 4. Corazon de ratas adultas agudo marcado con H-E. Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo
x20.

Debido a esa cierta eosinofilia apreciada en la valoracién de H-E, sin apenas infiltrado inflamatorio, se
considerd oportuno realizar otro analisis con el anticuerpo ATF3 (Figura 5). Se observé poca
coincidencia entre las zonas positivas para ambos marcajes, siendo en general negativo. Se decidié por

ese motivo hacer este analisis solo en jévenes y no en adultos.

10



Figura 5. Corazon de ratas marcado con ATF. Jovenes agudo (A, C) Y jévenes secuelas (E, G). Animales control (marco
negro) o tratados (rojo). Objetivo x20.

Por las mismas razones que en el caso anterior, se decidié hacer un andlisis con el anticuerpo iNOS
(Figura 6) y se obtuvo un marcaje negativo en todos los grupos experimentales, que se corresponden,

como en el caso anterior, con la no significancia obtenida en las muestras de H-E.

11



Figura 6. Corazdn de ratas marcado con iNOS. Jévenes agudo (A, B), jovenes secuelas (C, D) y adultos agudos (E, F).
Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x20.

Fibrosis
Tanto en el caso de los animales jévenes como en el de los adultos en ambas cohortes se observa una

fibrosis muy leve, sin diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura 7). En el caso de
jovenes las muestras estan tefiidas mediante la técnica de Van Gieson, pero al marcarse el colageno de

una forma tan débil, se decidié valorar la fibrosis de adultos mediante la tincion de H-E, en la que

también es visible.
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Figura 7. Corazdn de ratas marcado mediante la técnica de Van Gieson. Jévenes agudo (A, B), jovenes secuelas (C, D)
y adultos agudos marcado con H-E (E, F). Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x20. Sefialadas
con una flecha las zonas de fibrosis.

Funcién cardiaca

Tanto en los grupos de jovenes como en los de adultos se observd una distribucion normal de la
conexina. Se encontré marcada en los discos intercalares sin que se apreciase ninguna anomalia en su

distribucién. (Figura 8).
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Figura 8. Corazon de ratas marcado con Conexina 43. Jovenes agudo (A, B), jovenes secuelas (C, D) y adultos agudos
(E, F). Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x40.

Tamafio celular
En los grupos de animales jévenes se observd, tanto en el de agudo (Figuras 9A, By 10A) como en el
de secuelas (Figuras 9C, D y 10B), un leve aumento no significativo del tamafo medio (en micras

cuadradas) de los cardiomiocitos en el grupo tratamiento respecto al grupo control.

Al contrario, en el grupo de animales adultos agudo (Figuras 9E, F y 10C), se observé una leve

disminucién de la media del tamafio de los cardiomiocitos, aunque fue no significativo.
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Figura 9. Corazon de ratas marcado con WGA. jovenes agudo (A, B), jovenes secuelas (C, D) y adultos agudos (E, F).

Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x40. Marcadas en blanco las membranas celulares de los
cardiomiocitos.
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Figura 10.Valoracion cuantitativa de tamarfio celular.A, grupo de jovenes agudo (control y tratamiento ambas con n=6),
las diferencias son no significativas (P>0,05=0,2586); B, jovenes secuelas (control con n=4 y tratamiento con n=6), con
diferencias tampoco significativas (P>0,05=0,3259); C, adultos agudo (control con n=6 y tratamiento con n=4),
diferencias no significativas (P>0,05; P=0,3634).

Células cebadas

Tanto en el grupo de los jovenes agudo como en el de los adultos agudo, se observé un aumento en el
numero de células cebadas del grupo tratamiento respecto al control, aunque no fue significativo
(Figuras 11A, C, 12A, B, E y F). Al contrario, en el grupo de los animales jovenes secuelas se vio un

aumento mucho mayor y significativo (Figuras 11B, 12Cy D).

También se observd un nimero mayor de estas células en los adultos con respecto a los jovenes (Figura

11).
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Figura 11. Valoracion cuantitativa del numero de células cebadas. A, grupo de jovenes agudo (control y tratamiento
ambas con n=6), las diferencias son no significativas (P>0,05; P=0,8926); B, jovenes secuelas (control con n=4 y
tratamiento con n=6), las diferencias de numero de células cebadas son significativas con **P<0,05=0,0063. C, adultos
agudo (control con n=6 y tratamiento con n=4), diferencias no significativas (P>0,05; P=0,4376).
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Figura 12. Corazdn de ratas marcado con azul de toluidina. Jovenes agudo (A, B), jévenes secuelas (C, D) y adultos
agudos (E, F). Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x20. En azul oscuro vemos las células
cebadas. Rodeadas algunas células cebadas.

Macrofagos
En los grupos de los animales jovenes se observé un aumento del nimero de macréfagos M2 en los
grupos tratamiento respecto a los grupos control, siendo este aumento significativo en la cohorte de

agudo (Figuras 13A, B y 14A), pero no en la de secuelas (Figuras 13C, D y 14B).

En el grupo de los animales adultos también se observé ese aumento, pero fue no significativo (Figuras

13E, Fy 140).
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Ademds, se observé una disminucién en el nimero de macréfagos en los grupos de animales adultos

con respecto a los de los jovenes (Figura 14).

Figura 13. Corazon de ratas marcado con CD163. Jévenes agudo (A, B), jovenes secuelas (C, D) y adultos agudos (E, F).
Animales control (marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x20. En marrdén oscuro se marcan los macrofagos. Rodeados
algunos macrofagos.
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Figura 14. Valoracion cauntitativa de macrofagos M2. A, grupo de jovenes agudo (control y tratamiento ambas con
n=6), las diferencias son significativas con ***P<0,05=0,0005; B, jovenes secuelas (control con n=4 y tratamiento con
n=6 ) las diferencias de numero de macréfagos son no significativas (P>0,05=0,0697); C, adultos agudo (control con
n=6y tratamiento con n=4), diferencias no significativas (P>0,05; P=0,2756).

Neutréfilos

Tanto en los grupos de animales jovenes como en el de adultos, el nimero de neutréfilos fue escaso y

no significativo, al encontrar entre 0 y 4 neutrdfilos por muestra (Figuras 15y 16).
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Figura 15. Corazdn de ratas marcado con MPO. Jovenes agudo (A, B) y jovenes secuelas (C, D). Animales control
(marco negro) o tratados (rojo). Objetivo x20. Neutrdfilos marcados en un color marrén oscuro (del mismo color se
marca como ruido la capa epitelial de los vasos sanguineos).
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Figura 16. Corazdn de ratas adultas agudo marcado con MPO. Animales control (marco negro) o tratados (rojo).
Objetivo x20. Neutréfilos marcados en un color marrén oscuro (del mismo color se marca como ruido la capa epitelial
de los vasos sanguineos).

DISCUSION

La COVID-19 genera un SIRS con sintomas que podrian indicar una sepsis viral, causando insuficiencia
multiorganica y muerte en los enfermos criticos (Sosa-Medellin et al, 2021). Para poder estudiar este
proceso en profundidad se pensé que un modelo a partir de la administracion de LPS, ATP e imiquimod

replicaria las complicaciones de la enfermedad en corazén.

En estudios similares en los que se pretendia producir sepsis en tejido cardiaco de ratones mediante la
administracién de LPS (50mg/kg), se comenzaron a ver efectos importantes cuatro dias después de la
inyeccién, encontrandose una desorganizacién del musculo cardiaco (Chen et al, 2020). En otra
investigacion se ve como 48 horas después de la administracidn a ratones de LPS (6mg/kg) el 40%
fallecen (Fujimura et al, 2023). Igualmente, en un experimento con ratas a las que se inyectaba LPS
(1mg/kg/dia) durante 14 dias se observa infiltracidn de linfocitos (Abareshi et al, 2017). Se observa en
otro trabajo infiltracion de células inflamatorias y necrosis de cardiomiocitos de ratones 12 horas
después de la administracién de LPS (10mg/kg) (Liu et al, 2021). En el presente estudio nos
encontramos en un caso opuesto, ya que con la tincion de H-E no se encontraron cantidades ni
diferencias significativas de infiltrados de linfocitos ni dafio en las muestras. Esta negatividad en los
resultados puede deberse a que la dosis de LPS inyectada durante nuestra investigacidon es menor y por
lo tanto, produce menos efectos. Se valord la posibilidad de que las pocas zonas eosinofilicas que se
encontraron, unido al bajo infiltrado inflamatorio pudieran ser indicativos de una cardiopatia
temprana. Por esto se realizaron los dos andlisis adicionales con los anticuerpos ATF3 e iNOS
respectivamente. En el caso de ATF3, nuestros resultados apoyaron los resultados negativos de la
tincién de H-E. En otras investigaciones se ha visto como la presencia de ATF3 estd relacionada con un

aumento de la funcién cardiaca, hipertrofia y fibrosis (Koren et al, 2013), pero estas diferencias pueden
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deberse a que este trabajo se ha llevado a cabo con ratones transgénicos para mayor expresion de
ATF3. En el caso de iNOS en nuestro estudio se obtuvo también un resultado negativo, que concuerda
con la falta de dafno mencionada anteriormente, ya que iNOS suele expresarse en corazones con
procesos inflamatorios y no expresarse en corazones sanos (Brown & Borutaite, 2007) debido a que la
presencia de iNOS produce la sintesis de NO que puede inhibir la contractibilidad de los miocitos y
producir insuficiencia cardiaca. Aun asi, la ausencia de iNOS no es sindnimo de salud, pues como se ve
en un articulo en ratones, la ausencia de iNOS no provoca diferencias en la mortalidad por inflamacién
inducida por LPS (Laubach et al, 1995). Al contrario que en nuestro caso, otros trabajos han demostrado
qgue en corazon de ratones se presentan niveles altos de iINOS después de 6 horas del tratamiento (lo
que se aproximaria a nuestros grupos de agudo) con LPS (10mg/kg) (Zhang et al, 2020). Al igual que en
el caso anterior, estas diferencias pueden deberse a que la dosis de LPS inyectada en nuestro caso es

bastante menor.

En cuanto a la fibrosis, nos encontramos con la misma situacién que en el caso anterior, nuestro estudio
dio como resultado una fibrosis escasa y sin diferencias en ninguno de los grupos, lo que indica una
baja muerte de los cardiomiocitos. Esto indicaria que no hay disfuncién contractil y, por lo tanto, no se
habria producido insuficiencia cardiaca por esta causa. Lo que coincide con la ausencia de dafio
encontrada en H-E. En contraposicion, encontramos estudios en rata en los que LPS (1mg/kg/dia
durante 14 dias) induce el aumento de fibrosis en el tejido del corazén (Abareshi et al, 2017). Estas
diferencias pueden deberse a que la dosis inyactada en nuestro experimento es bastante menor, como

en los casos anteriores.

En cuanto a la funcidn cardiaca, se sabe que la conexina 43 media las uniones gap entre cardiomiocitos
y que su distribucién alterada estd asociada a enfermedades cardiovasculares como la insuficiencia
cardiaca. En un trabajo con ratones se ha visto que el LPS (10mg/kg) induce la reduccién de la expresién
de Conexina 43 y aumentado la apoptosis de las células 12 horas después (lo que se aproximaria a
nuestra fase aguda) de la administracion del farmaco (Liu et al, 2021). En nuestro estudio se observé
lo contrario, pues no se vieron efectos del LPS sobre la conexina como se espera en un corazén sano,
lo que podriaindicar una funcién cardiaca normal. Esto apoyaria los resultados de los andlisis anteriores
en los que no se veia dafio, y una vez mas, la explicacion podria ser una baja dosis de LPS inyectado en
nuestro caso. De todos modos, solo se ha valorado la distribucion mediante microscopio éptico, pero
no se ha hecho una cuantificacién de esta o un analisis de microscopia electréonica para comprobar que

no habia anomalias estructurales en los gaps.

En el caso del tamafio celular, en una investigacién con ratones se ve que el LPS (5 mg/kg) produce

hipertrofia de los cardiomiocitos entre 7 y 9 horas después de la inyeccién (Wang et al, 2016). En otro
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estudio en rata, se ve que el LPS (10 mg/mL) aumenta los marcadores de hipertrofia de manera
proporcional al tiempo que se realizaron las valoraciones, 6, 12, 24 y 48 horas (Sun et al, 2021). En
nuestro trabajo, ambos casos se corresponderian con nuestros grupos agudos, en jévenes se ha visto
ese aumento de tamafio, pero no fue significativo, esta falta de significacion podria deberse a que la
dosis de farmaco inyectada es menor. Al contrario, en el caso de adultos, llama la atencién una
reduccion del tamafio de los cardiomiocitos en el grupo de tratados respecto al control. Quizas seria

necesario un estudio con un mayor nimero de animales para corroborar este dato.

En el caso de las células cebadas, un estudio en ratones refleja un aumento en el nimero de células
cebadas en pulmdn 12 horas después de la inoculacion de LPS (Pooladanda et al, 2021). En otro articulo
se ha visto que el LPS (6 mg/kg) disminuye la cantidad de células cebadas en sangre 6 horas después
de la administracion de LPS (Fujimura et al, 2023). En nuestro trabajo se observé también un aumento
de células cebadas en los individuos tratados con LPS, ATP e imiquimod, pero solo fue significativo en
el caso de jovenes secuelas, es decir, entre tres y cuatro semanas después, a diferencia del primer caso
mencionado, que se corresponderia mejor con nuestra cohorte de agudo. Se sabe que la presencia de
células cebadas suele ir asociada a procesos proinflamatorios (Legere et al, 2019), por lo que podria
parecer incoherente que el numero de células cebadas sea mayor en la fase de secuelas, ya que la
inflamacidn deberia ser mayor en la fase de agudo. Este resultado puede deberse al bajo nimero de
células cebadas encontradas por zona, por lo que la estadistica podria no ser fiable y deberian ser

consideradas, en todo caso, no significativas.

En cuanto a la infiltracidn de macréfagos, en un estudio en ratones, se ve como el tratamiento con LPS
reduce la expresion de CD163 (anticuerpo marcador de macréfagos) en el corazén 6 horas después de
la administracion de la endotoxina (10mg/kg). Se ve también que la no expresion de CD163 aumenta
la mortalidad de los ratones, posiblemente debido a una produccién menor de IL-10, ya que CD163
regula la inflamacion producida por LPS. En esa investigacion se muestra también que la expresion de
CD163 aumenta durante la fase de resolucion de la respuesta inflamatoria, como es ldgico, al ser un
marcador de macréfagos antiinflamatorios (Zhang et al, 2020). En autopsias de pacientes humanos se
ha observado que hay un mayor nimero de macréfagos positivos para CD163 en aquellos que han
muerto por shock séptico (Fujiwara et al, 2020). En otro trabajo con ratones se ve que la expresion
maxima de CD163 se produce entre las 12 y 48 horas tras la administracién de LPS (50 pg) (Fujiwara et
al, 2020). En nuestro estudio se vio un aumento del nimero de macréfagos positivos para CD163
significativo Unicamente en el caso de jovenes agudo, es decir, 24 horas después de la administracion
de LPS. Esto concuerda con lo descrito anteriormente y nos haria pensar que nos encontramos en la

fase de resolucion de la respuesta inflamatoria.
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Para terminar, en cuanto al nimero de neutrdéfilos, un trabajo en pulmén de ratones refleja el aumento
del numero de neutrdfilos 12 horas después de la administracion de LPS (Pooladanda et al, 2021). Otro
articulo sobre ratones muestra el aumento de neutréfilos en sangre tras la inoculacion del LPS (6mg/kg)
(Fujimura et al, 2023). En un trabajo con ratas se observa que el LPS (0,5 mg/kg) provoca un aumento
significativo del nimero de neutroéfilos en el corazén 9 horas después de su administracion (Vaez et al,
2016). En otro estudio en bazo e higado de ratones también se observa un aumento de MPO debido a
la inoculacién del LPS (1mg/kg), este refleja que MPO es un buen marcador de inflamacidn en la sepsis
(Jafari-Khataylou et al, 2021), ya que esta enzima se encuentra en los granulos de los neutrdfilos y sirve
para destruir patégenos (Wali et al, 2020). En nuestra investigacion hemos observado una cantidad de
neutrofilos muy baja y constante, sin diferencias entre grupos, esto podria indicar una baja inflamacion
gue no se explica por una baja dosis de LPS inyectado, ya que en el ejemplo de Vaez et al (2016), con
una dosis menor se observa un aumento mayor. Podria ser que el efecto sea muy efimero, y el nimero
de neutréfilos disminuya rapidamente, ya que en ese articulo se mide el niumero de neutréfilos a las 9

horas y nosotros lo medimos a las 24 horas y entre tres y cuatro semanas después.

En resumen, nuestros resultados no muestran muchos signos de inflamacion significativos, a excepcion
del aumento de células cebadas en la fase de secuelas en jévenes y el aumento del numero de
macrdéfagos en la fase aguda también en los animales jovenes. Esto Ultimo podria ser indicativo de que
el modelo produce una inflamacidn muy leve en el corazén en jovenes, mientras que el aumento de
células cebadas en la fase de secuelas es probable que se deba al bajo nimero de células cebadas
encontradas por muestra, de modo que es mds facil que la estadistica se desajuste. Este punto

mereceria un futuro estudio con una n mayor que lo aclare.

CONCLUSION

En conclusion, en este estudio se ha observado que apenas hay complicaciones cardiacas en ninguno
de los grupos de estudio. En jévenes agudo encontramos el aumento de macréfagos que podria indicar
que se ha producido inflamacidn tras la inyeccion del cocktail. En el grupo de jovenes secuelas se
encuentra un aumento de células cebadas debido probablemente al bajo nimero encontrado. En el
caso de los adultos, no se ha encontrado ninguna complicacion cardiaca significativa, esto podria
deberse a que los efectos en el corazén adulto se manifiestan mas tarde como indicaria el hecho de
que el grupo de adultos secuelas falleciera sin que pudiésemos realizar los experimentos. Este es un
aspecto que mereceria un estudio mas intenso. Para futuras investigaciones podrian probarse otras
dosis de LPS, ATP e imiquimod o variar el tiempo que transcurre entre la inyeccién y el sacrificio para
ver si se consigue una mayor respuesta inflamatoria en el corazén. También podria hacerse un estudio
con una n mayor para ver si esa puede ser la causa de la falta de significancia y las incoherencias en

algunos de los resultados.
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