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Efecto del ejercicio agudo
sobre la expresion del receptor tipo
Toll-4 y los mecanismos inflamatorios
en corazon de rata
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Effect of an acute exercise bout on
Toll-like receptor 4 and inflammatory
mechanisms in rat heart

Background: Toll like receptor 4 (TLR-4) is a protein located in the cell membrane
with an important function in the immune response of the organism. Its activation
decreases heart contractility and activates nuclear transcription factor kappa B
(NF-kB). This in turn, increases the synthesis of different pro-inflammatory cytokines
and the inducible enzyme nitric oxide (iNOS), which plays an important role in the
inflammatory processes when nitric oxide production is enhanced. Aim: To determine
if, after one session of acute exercise, expression of TLR-4 and iNOS, and activation
of NF-«B are induced in rat cardiac tissue. Material and Methods: Exercise and
control groups of eight male Wistar rats each, were studied. The exercise group was
subjected to an acute exercise bout lasting one hour. After the exercise, the heart was
excised to measure the expression of iNOS and TLR-4 genes by quantitative polyme-
rase chain reaction, NF-kB activation by electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
and p50 by Western blot. Results: After exercise, there was an increase in TLR-4 and
of iNOS mRNA levels (+46.7 and +74.3% respectively). NF-«kB activation and the
nuclear expression of its p50 subunit also increased significantly (+240 and +306%
respectively). Conclusions: Increased expression of TLR4 following a session of acute
exercise may contribute to the activation of the NF-xB signaling route, promoting
the synthesis of nitric oxide, which could influence negatively the cardiac response to
high intensity physical exercise.

(Rev Med Chile 2012; 140: 1282-1288).
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de una sesion aguda de ejercicio de alta intensidad

I principal causa de muerte a nivel mundial'.

También es ampliamente conocido el efecto
cardioprotector, y las recomendaciones minimas
que debe tener un programa de ejercicio fisico
para lograr beneficios sobre diversas enfermeda-
des?, influyendo de esta manera en la disminucién
tanto de la morbilidad como de la mortalidad dela
poblacién®. No obstante, los efectos sobre la salud
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no han sido tan extensamente estudiados.

La evidencia sugiere que el ejercicio prolonga-
do e intenso causa una disfuncién transitoria del
miocardio, reduciendo la funcidon tanto sistdlica
como diastélica’. De hecho, el ejercicio agudo se
asocia con un incremento en los biomarcadores
de dafio miocardico: troponinas cardiacas y pétido
natriurético tipo B, tanto en atletas de élite como
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en sujetos que practican deporte recreacional’. Por
tanto, realizar este tipo de ejercicio podria actuar
como detonante en ciertos acontecimientos no
deseados, como infarto agudo de miocardio y
muerte sabita en individuos susceptibles®.

La razén por la que sujetos aparentemente
sanos y sin signos de enfermedad miocdrdica
muestran concentraciones elevadas de estos bio-
marcadores no estd totalmente establecida. No
obstante, estd demostrado que, incrementos en
los contenidos de citoquinas proinflamatorias mo-
dulan fuertemente la funcién cardiaca y pueden
inducir dafio en los cardiomiocitos’.

Los receptores tipo Toll (TLRs) son proteinas
de transmembrana que desempenan un papel im-
portante en la respuesta inmune del organismo?,
estando también presumiblemente involucradas
en diferentes aspectos de la respuesta inflamatoria
mediante el reconocimiento de ligandos enddge-
nos producidos durante la inflamacién, incluso
en ausencia de infeccién’. Uno de los TLRs mejor
caracterizados, el TLR-4, se encuentra presente
en células del sistema inmune pero también en
adipocitos, hepatocitos y miocitos'. Su activacién
parece disminuir la contractilidad del corazén a
través del factor nuclear kappaB (NF-kB)!!, tras
la activacion de sus subunidades p50 y p65 que,
al translocarse al ntcleo, inducen la sintesis de
diversas citoquinas y enzimas proinflamatorias
como la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)'.
Esta enzima, al incrementar exageradamente la
produccién de 6xido nitrico, juega un importan-
te papel en la produccién tanto de mediadores
proinflamatorios, como en la apoptosis celular
de cardiomiocitos'>.

Hasta el momento no existe ninguna inves-
tigacion sobre la expresiéon de TLR-4 en tejido
cardiaco tras una sesién de ejercicio agudo. Por
tanto, el objetivo del presente estudio fue exami-
nar si existe un aumento en la expresion génica de
ARNm del receptor TLR-4, la activacién de NF-xB
y la expresion de la actividad enzimatica iNOS tras
la realizacién de un protocolo de ejercicio fisico
agudo, en el corazon de ratas.

Material y Métodos

Animales y procedimientos experimentales

Los experimentos fueron realizados siguiendo
los principios rectores para la investigaciéon con
animales!®>. Ratas macho raza Wistar (Charles

Rev Med Chile 2012; 140: 1282-1288

River, Barcelona) fueron alojadas en un ambiente
controlado con ciclos diarios de 12 h de luz/os-
curidad, temperatura ambiente de 22°C y comida
(Panlab, Barcelona, Espafia) y agua ad libitum.

Se dividieron en 2 grupos: 8 ratas en el grupo
con ejercicio (peso corporal: 206 + 10 g y peso
del corazén 0,73 £ 0,04 g) y 8 en el grupo control
(peso corporal: 216 + 6 gy peso del corazén: 0,75
+0,04 g).

Protocolo de ejercicio

El protocolo de ejercicio comenzé con un
breve periodo de familiarizacién de 10 min a
una velocidad de 8 m/min. Posteriormente, los
animales fueron sometidos a una sesién aguda de
ejercicio consistente en una carrera de una hora de
duracién, sobre un tapiz rodante (Letica, L18706;
Letica, Barcelona, Espafia) con 10% de inclinacién
sobre una superficie horizontal y una velocidad
constante de 25 m/min*.

Procedimiento quiriirgico y recogida de muestras

Tras dos horas de reposo post-esfuerzo, se
procedié ala diseccidon quirtrgica de los animales
para la obtencién del corazén. Para ello fueron
previamente anestesiados, via intraperitoneal, con
pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso corporal),
manteniendo una temperatura aproximada de
37°C para evitar los efectos negativos de la hipo-
termia. La intervencién comenzd con la diseccién
de la arteria carétida izquierda, introduciendo en
ella un catéter con anticoagulante y procediéndose
a la exanguinacién del animal como método de
eutanasia. Posteriormente, se extrajo el corazdn,
que fue inmediatamente sumergido en nitrégeno
liquido y almacenado a -80°C para su posterior
andlisis.

Retrotranscripcién-Amplificaciéon cuantitativa
del ARN mediante PCR a tiempo real (RT-PCR)
La expresiéon de ARNm de los genes iNOS y
TLR-4 se cuantific6 mediante RT-PCR", utili-
zando el gen hipoxantina fosforibosil transferasa
(HPRT) como control interno. El ARN total del
musculo cardiaco fue aislado con el kit SV Total
RNA Isolation System (Promega, Inc., Madison,
WI) y cuantificado en un espectrofotémetro Na-
nodrop (ND-1000, Nanodrop, USA)'¢. El ADN
gendmico residual se elimind tras incubacién con
DNasa-I libre de RNasas (Ambion Inc., USA).
El ADN complementario (ADNc) se sintetizd a
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partir de 2 mg de ARN utilizando el Kit High-
Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems,
Foster City, CA) y fue amplificado con TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Tanto las sondas y “primers” TagMan especificos
para TLR4 (acceso a Genbank n° y
Rn00569848-m1), iNOS (acceso a Genbank n°
y Rn00561646-m1) y HPRT (acceso a
Genbank n° X62085.1 y Rn01527840-m1) se ob-
tuvieron de TagMan1 Assays on-Demand Gene,
(Applied Biosystems). Los cambios relativos en
los niveles de expresién génica se determinaron
usando el método del 2-**“T como previamente
se ha descrito".

Ensayo de Movilidad Electroforética (EMSA)

Para estudiar la activaciéon de NF-xB' se
obtuvieron extractos nucleares homogenizando
50 mg de tejido cardiaco en 2 ml de tampén A
[10 mM Hepes NaOH (pH 7,9), 1,5 mM MgCl,,
10 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM PMSF] con
Nonidet 0,1%. Tras 15-60 min de incubacién
en hielo, las muestras se centrifugaron 10 min a
1.000 xg a 4°C, descartandose el sobrenadante.
El pellet se resuspendié en 2 ml de tampdn A sin
Nonidet, posteriormente se agité vigorosamente y
se centrifugd durante 10 min a 1.000 xg a 4°C. Al
pellet resultante se le afiadieron 50 ul de tampén
B [20 mM Hepes-NaOH (pH 7,9), 25% glicerol,
420 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA
(pH 8), 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF]. Posterior-
mente, se incubd en hielo durante 30 min y se
centrifugé a 4°C durante 15-30 min a 14.000 xg
para recoger el sobrenadante que se almacené a
-80°C hasta su posterior analisis.

La concentracién de proteinas se cuantificd
mediante la técnica de Bradford". Para la realiza-
ci6n del EMSA se utilizé un método consistente en
la separacién electroforética del complejo NF-xB
y una sonda especifica de ADN marcada radioac-
tivamente. Para el marcaje de la sonda se utilizo
un oligonucleétido de doble cadena (5-AGT
TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3") obtenido
de Promega (Madison, USA) marcado con y-**P
(ATP) y T4 PNK (polinucleotido kinasa)'®. La
sonda marcada fue almacenada a -20°C durante
un méximo de 15 dias.

La reaccién de unién al ADN fue realizada
mediante la incubacién de 25 pg de extractos
nucleares, 5 ul de buffer [10 mM Tris/HCI, 40
mM NaCl, 1 mM EDTA y glicerol 4%, pH 7,5], 1
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pg Poli (dI-dC) y H,O estéril hasta completar un
volumen total de 25 pl. Después de 15 min en hie-
lo, 2 pl del oligonucle6tido marcado fue anadido
a la mezcla, incubandose 20 min a temperatura
ambiente. Con el fin de verificar que los resultados
del EMSA no se deben a uniones inespecificas,
se llevaron a cabo experimentos de competicién
utilizando un control negativo o sonda fria, que
contiene todos los reactivos excepto la muestra y
una muestra de tejido cardiaco + un competidor
no especifico (sonda NC). Parala sonda NC se usé
un oligonucle6tido con una secuencia diferente
a la secuencia citada anteriormente, en este caso
el oligonucleétido SP1 (Promega Corporation,
Madison, USA).

Las muestras se sometieron a electroforesis a
través de un gel de poliacrilamida al 6% durante
90 min a 150 V a 4°C. El gel se desecé al vacio
(80°C) y se introdujo en una casete hermética con
una pelicula de alta sensibilidad (Amersham Phar-
macia, Piscataway, USA), incubdndose a -80°C,
7 dias. Tras el revelado de la pelicula se realizé la
cuantificacién de las bandas en el densitémetro de
imagen Scion Image (Maryland, USA).

Western blot

Para el andlisis por Western blot**?' de p50,
en extractos nucleares, se utilizaron 75 pg de
proteina. Las proteinas fueron separadas por
electroforesis en un gel de poliacrilamida (12%)
y posteriormente transferidas a una membrana
de PVDF. Para bloquear la unién no especifica, se
preincub6 la membrana durante 30 min a 37°C
en una solucién de bloqueo (PBS-Tween, 4% de
leche desnatada). La membrana fue incubada
toda la noche a 4°C con el anticuerpo especifico
para p50 (50 kDa) (Cell Signaling Technology,
Beverly, USA). La deteccién de las proteinas se
realiz6 por quimioluminiscencia (ECL; Amers-
ham, Buckinghamshire, UK). Para visualizar las
bandas proteicas en las membranas, estas fueron
puestas en un casete con una pelicula de rayos X
(Hyperfilm ECL; Amersham Pharmacia, Uppsala,
Sweden) y cuantificadas utilizando el Scion Image.
La expresion proteica fue normalizada a través
de la expresién de GAPDH (36 kDa) (Sigma, St.
Louis, USA).

Estadistica

La media y el error estindar de la misma
(E.E.M) fueron calculados para todos los datos
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Figura 1. Contenidos de ARNm de TLR-4 e iINOS medidos a tra-
vés de la técnica RT-PCR en tejido cardiaco de ratas sometidas a
un protocolo de ejercicio fisico agudo. Valores medios + E.E.M
(n=16).*p = 0,032 (TLR-4) y p = 0,017 (iNOS) respecto a control.

del estudio. Para las comparaciones entre los grupos, se
utilizé una prueba ¢ para grupos no pareados (Mann-
Whitney test). Un valor de p < 0,05 fue considerado
significativo. El tratamiento estadistico se realiz6 con
el software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA) para MAC.

Resultados

Tras someter a las ratas al protocolo de ejercicio
agudo, se observd que el ARNm de TLR-4 e iNOS,
medido a través de la técnica RT-PCR, se incrementaba
de manera significativa en 46,7% (p = 0,0032) y 74,3%
(p =0,0017) respectivamente, al ser comparados con el
grupo control (Figura 1).

Ademds, la activacion de NF-kB, medida en extrac-
tos nucleares de tejido cardiaco a través de la técnica
EMSA, aument6 en 195% (p = 0,008) (Figura 2). Tam-
bién se observ6 un incremento significativo de 306%
(p=0,001) en la expresién de la subunidad p50 nuclear,
medida por Western blot (Figura 3).

Discusiéon

El ejercicio fisico estd considerado como una he-
rramienta complementaria al tratamiento de diversas
afecciones cardiacas y como medio de prevencién de
las mismas. Esta proteccién podria estar relacionada
con la ruta del TLR-4, ya que se ha demostrado que
el ejercicio realizado de manera regular disminuye la
activacion de dicho receptor. Ademds, en ratones con
déficit (inducido) de TLR-4 se ha demostrado una me-
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Figura 2. Activacion de NF-xB medida a través de la
técnica EMSA en tejido cardiaco de ratas sometidas a un
protocolo de ejercicio fisico agudo. C: Control, E: Ejer-
cicio. Valores medios + E.E.M. (n = 16).*p = 0,008
respecto a control.
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Figura 3. Expresion nuclear de p50 medida a través
de la técnica Western blot en tejido cardiaco de ratas
sometidas a un protocolo de ejercicio fisico agudo.
C: Control, E: Ejercicio. Valores medios + E.E.M.
(n = 16).*p = 0,001 respecto a control.
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nor inflamacién y una disminucién en el tamano
del infarto®. Sin embargo, nuestros datos sugieren
que, la realizacién de un esfuerzo agudo en anima-
les sin entrenamiento previo, incrementa signifi-
cativamente los contenidos de ARNm de TLR-4
en el corazdn; obteniéndose una informacion atin
no documentada en la literatura cientifica. Los
resultados obtenidos concuerdan con aquellos
que pusieron de manifiesto que, tras una tnica
sesion extenuante de ejercicio aer6bico, se incre-
mentaban significativamente los contenidos de
TLR-4 en monocitos humanos®. Por el contrario,
otros autores han demostrado que un programa
de entrenamiento fisico previo puede disminuir
la expresién de TLR-4 en el cerebro de ratas en
respuesta a un dafio por isquemia/reperfusiéon®.

Se ha especulado que la activacién de TLR-4
podria dar lugar a un incremento de los proce-
sos inflamatorios, lo que podria estar asociado
con efectos potencialmente perjudiciales para
el normal funcionamiento del corazén. Esta hi-
potesis podria estar avalada por varios estudios.
Primero, la activacién de diversas citoquinas
pro inflamatorias a través del eje TLR-4 y NF-k
B ha sido demostrada en pacientes con infarto
de miocardio, fallo cardiaco y angina inestable®.
Ademis, se ha propuesto que los TLRs podrian
estar involucrados en la relacién entre el estilo de
vida sedentario con el desarrollo y progresién de
enfermedades como la aterosclerosis, fallo car-
diaco, enfermedad coronaria, etc?, siendo TLR-4
un componente clave en la respuesta innata en el
corazén infartado”.

Las vias de senalizacién que culminan en la
activacidon de NF-kB, incluida la via del TLR-4,
se han relacionado con diversos procesos patold-
gicos en el miocardio, incluyendo el aumento de
citoquinas proinflamatorias en el cardiomiocito,
dano por isquemia/reperfusién, hipertrofia y
apoptosis®. Actualmente, se estd estudiando el
NF-kB como diana terapéutica a nivel molecular®,
debido principalmente a que se ha demostrado que
mantener un bajo nivel de activacion de este factor
de transcripcién generaria cardioproteccion®.
Por tanto, el ejercicio fisico regular y no el ejerci-
cio fisico agudo de alta intensidad, como queda
demostrado en este estudio, podria ser un medio
para lograrlo. TLR-4 podria postularse como una
proteina con un importante papel en la activacién
de dicha via de senalizacién en el corazén, al igual
que sucede en otros érganos o tejidos. Asi, estu-
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dios previos han puesto de manifiesto que, tras
la realizacién de un ejercicio fisico extenuante
se evidencia un incremento en los contenidos de
citoquinas proinflamatorias en el tejido adiposo de
ratas. Este efecto parece estar mediado por la via de
senalizaciéon del TLR-4 y conduce a la activacién
del NF-kB?!. Otras investigaciones, utilizando
un inhibidor especifico del TLR-4, el eritoran,
concluyeron que la via TLR4/NF-kB participa en
el dafio miocérdico durante un modelo de estrés
crénico®. Por tanto, se debe recalcar que, una
carga de trabajo fisico agudo podria ser altamente
perjudicial para quienes no estén adaptados a este
tipo de esfuerzo o quienes posean alguna afeccién
cardiaca. No obstante, en el presente estudio, el
papel del TLR-4 sobre la respuesta inflamatoria
es especulativo y deberia confirmarse con la uti-
lizacién de inhibidores especificos del TLR-4 o
de alguna de las proteinas implicadas en la via de
sefializacién de dicho receptor.

Por otro lado, los resultados obtenidos sobre
la activacion del factor de transcripcion NF-«B e
iNOS en el tejido cardiaco de ratas son similares
a los observados por otros autores'™'*. Dichos
estudios se llevaron a cabo utilizando el mismo
protocolo de ejercicio agudo que se ha usado en
la presente investigacion. El andlisis realizado por
EMSA revel6 una clara activaciéon del NF-kB en
ratas sometidas a ejercicio agudo. Esta mayor tras-
locacion del factor de transcripcion fue coinciden-
te con el aumento de la subunidad p50 en nticleos
y con la expresiéon incrementada del ARNm de
iNOS. También es importante destacar que estd
ampliamente demostrado que el incremento de la
sintesis de 6xido nitrico, produce peroxinitrito, un
radical que se ha postulado como uno de los mayo-
res responsables en la muerte celular en este tipo de
tejido esquelético®. En todas estas investigaciones
ademds se pone de manifiesto que un aumento
en los niveles de inflamacién incrementa el dafo
celular en el tejido cardiaco. Por tanto, el ejercicio
fisico agudo seria responsable de la pérdida de la
homeostasis cardiaca, basdndose en los cambios
observados en los niveles de estrés oxidativo, dafio
y apoptosis en cardiomiocitos detectados™.

Finalmente, podemos concluir que la mayor
expresion de TLR-4 tras el ejercicio agudo parece
contribuir a la activacién NF-kB, promovién-
dose asi la transcripciéon de NOS, lo que podria
influenciar negativamente la respuesta cardiaca al
esfuerzo fisico de alta intensidad. No obstante, es

Rev Med Chile 2012; 140: 1282-1288
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indispensable seguir investigando en esta materia
y contrastar los datos obtenidos en el presente es-
tudio con la utilizacién de inhibidores especificos
del TLR-4, debiéndose analizar igualmente una
variedad mds amplia de proteinas mediadoras
de la via de senalizacién que une TLR-4, NF-xB
e inflamacion. Ademds, también seria necesario
utilizar diferentes protocolos de ejercicio fisico,
principalmente programas de entrenamiento, con
el fin de profundizar en los efectos del ejercicio
fisico sobre los mecanismos moleculares impli-
cados en la activacion del TLR-4 en este 6rgano
fundamental para la vida.
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brindado al doctorando Carlos Cristi Montero,
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