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RESUMEN

Los fibroblastos cardiacos son las principales células no contractiles presentes en el
miocardio. Su funcién principal es preservar la estructura y el buen funcionamiento
cardiaco, lo cual se realiza a través de la sintesis y secrecion de componentes de la
matriz extracelular. Después de un dafio tisular, los fibroblastos cardiacos son células
claves, del proceso reparativo y de cicatrizacidon. Si este proceso se exacerba, se llega a
fibrosis cardiaca rigidizando el corazon e incrementando el riesgo de arritmias, alterando
fuertemente la funcion cardiaca.

En este sentido, se ha demostrado que el aumento de AMPc, contribuye a disminuir el
grado de fibrosis cardiaca, por regulacion de procesos tales como adhesién, migracion,
secrecidn de colageno y la diferenciacion celular.

En fibroblastos cardiacos se ha descrito que isoproterenol, un agonista de los receptores
B-adrenérgicos, actia via Gs y estimula la produccién de AMPc. Por otro lado, BK
agonista del receptor B2 de cininas, activa su receptor via Gq, y por si mismo, no altera la
produccion de AMPc. Sin embargo, BK en combinacion con isoproterenol potencia la
respuesta adrenérgica aumentando de manera sinérgica la produccion de AMPc en
relacion a la activacion solo por isoproterenol.

El objetivo de este trabajo fue estudiar in vitro, en cultivos primaros de fibroblastos
cardiacos de ratas neonatas, el cross-talk entre las vias de sefializacion Gs-Gq y
determinar si el aumento en los niveles de AMPc modula la adhesién, migracion, sintesis
de colageno y diferenciacién en fibroblastos cardiacos.

BK tiene un efecto sinérgico en los niveles de AMPc aumentados por isoproterenol. Del
mismo modo, BK potencia la adhesién de fibroblastos cardiacos estimulada por
Isoproterenol; sin embargo, BK no tiene efectos sobre la migracion en los fibroblastos
cardiacos inducida por isoproterenol. Por otro lado, BK e isoproterenol por separado
disminuyen la sintesis de colageno; sin embargo, la administracion conjunta de ISO+BK
induce una mayor disminucién de la sintesis. El efecto sinérgico de BK sobre el aumento
de AMPc inducido por ISO potencia la inhibicién de la diferenciacion celular de fibroblasto
a miofibroblasto estimulada por TGF-B1.

Finalmente, determinamos que el efecto sinérgico de BK sobre la sefializacion de ISO es
gatillada via Gqg-PLC-CaMK-II, conduciendo al aumento sinérgico en la produccion de
AMPc.



SUMMARY

Crosstalk between signaling pathways of ~ B2-adrenergic and B2 kinin receptors and
its effect on the adhesion, migration, differentiat ion and collagen secretion in

cardiac fibroblasts

Cardiac fibroblasts are the major non-contractile cells present in the myocardium. Its main
function is to preserve the structure and the proper functioning of the heart, which is done
through the synthesis and secretion of extracellular matrix components. After tissue injury,
cardiac fibroblasts are key cells of the reparative process and healing. If this process is
exacerbated cardiac fibrosis is reached, stiffening the heart and increasing the risk of
arrhythmia, altering strongly the heart function

In this regard, it has been shown that the increase of cAMP, helps to reduce the degree of
cardiac fibrosis, by regulating processes such as adhesion, migration, collagen secretion
and cell differentiation.

In cardiac fibroblasts has been reported that isoproterenol, an agonist of B-adrenergic
receptors, acts via Gs and stimulates the production of cAMP. On the other hand, BK an
agonist of B2 kinin receptor, activates its receptor Gq, and by itself does not alter cAMP
production. However, in combination with isoproterenol enhances the adrenergic
response, increasing the levels of cAMP in a synergistic manner, in relation to activation
by isoproterenol alone.

The aim of this work was to study in vitro, in cultured of neonatal rat cardiac fibroblasts, the
cross-talk between signaling pathways Gs-Gq and determine if the increase in cAMP
modulates adhesion, migration, collagen secretion and differentiation in cardiac fibroblasts.
BK has a synergistic effect on cAMP levels increased by isoproterenol. Similarly, BK
enhances the adhesion of cardiac fibroblasts stimulated by isoproterenol, but BK has no
effect on migration in cardiac fibroblasts induced by isoproterenol. Furthermore, BK and
isoproterenol separately decrease collagen synthesis, but the co-administration of ISO+
BK induces a greater decrease in the synthesis.

The synergistic effect of BK in the cAMP levels induced by ISO, showed inhibit the cellular
differentiation of fibroblasts into myofibroblasts stimulated by TGF-1

Finally, we determined that the synergistic effect of BK on ISO signaling is triggered via

Gg-PLC-CaMK-ll, leading to the synergistic increase in cCAMP production.



INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades cardiovasculares
(ECV) son hoy en dia, una de las principales causas de muerte en los paises de
desarrollo intermedio o avanzado representando alrededor del 30% de las defunciones
mundiales [1]. En Chile, producto de la transicion demogréfica y epidemioldgica de las
tltimas décadas, la situacion es similar [2]. Por este motivo, resulta de gran trascendencia
investigar tanto a nivel clinico como basico las causalidades de las ECV, con el fin de

disminuir estas cifras.

1.2 REMODELAMIENTO CARDIACO

Una consecuencia comun de las ECV es el remodelamiento cardiaco, proceso
caracterizado por cambios anatémicos, geométricos, histolégicos y moleculares, que se
observan en respuesta a una sobrecarga de trabajo o dafio miocardico. Dichos cambios
alteran la funcién cardiaca, y macroscépicamente se observa un cambio de la forma del
corazon (de elipsoide a una mas esférica), hipertrofia y fibrosis cardiaca [3,4]. La
acumulacion de las proteinas de la matriz extracelular (MEC) y en particular de colageno
tipo I, el principal colageno encontrado en fibrosis cardiaca, endurece los ventriculos e
impide tanto la contraccion como la relajacién cardiaca [5]. Esta acumulacion exagerada,
puede deberse a un desproporcionado aumento en la sintesis y/o en la inhibicion de la

degradacion de ella [6].

1.3 ESTRUCTURA DEL MUSCULO CARDIACO

A nivel celular, el corazdn esta compuesto principalmente por cardiomiocitos y fibroblastos
cardiacos (FC). Los cardiomiocitos corresponden a un 30% de las células constituyentes
del corazén, ocupando un 70% del volumen cardiaco, mientras que los FC, principales
células no musculares del corazon, corresponden a un 70% del total de células y ocupan
un 30% del volumen total del miocardio [7]. Menos del 5% corresponde a otras células no
musculares, tales como células endoteliales, células del musculo liso vascular, mastocitos

y células residentes del sistema inmune [8].
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1.3.1 FIBROBLASTOS CARDIACOS

Son las principales células no contractiles presentes en el miocardio, son definidas como
células de origen mesenquimatico [9]. Su funcidén principal es preservar la estructura
cardiaca y el buen funcionamiento, lo cual se realiza a través de la sintesis y secrecion de
componentes de la MEC (colageno, fibronectina, etc), que actia como una red que ayuda
a delimitar la estructura cardiaca [7]. Ademd&s son capaces de actuar como sensores de
los cambios del entorno y reaccionar frente a estimulos externos, tanto mecénicos como
guimicos, produciendo citoquinas de accién autocrina y paracrina, gracias a las cuales
pueden migrar, proliferar y diferenciarse a un fenotipo mucho mas activo los

miofibroblastos cardiacos (MFC) [10] (ver figura 1).

;,_‘-.'.‘pl"’ Fibroblasto cardiaco

) Degradacion da
\ la matriz

"E;ar’ IL-6, IL-1

[_] TNF-a

" ; ,..éﬁ" :-ﬂ"" Citoquinas y

Factores de crecimiento

Diferenciacion a
micfibroblasto

Migracion
Sintesis de matriz

Figura 1. Comportamiento celular de los fibroblast  os cardiacos (de Colby A. Souders, Stephanie L.K.
Bowers and Troy A. Baudino. Circulation Research 2009; 105:1164-1176)

En condiciones fisiolégicas, los FC cardiacos estan encargados de mantener la
homeostasis de la MEC. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, p.e. en un infarto al
miocardio o HTA, los FC son activados en respuesta a este dafio, participando
activamente, como células clave, del proceso reparativo y de cicatrizacion [9]. Esta
activacion se lleva a cabo gracias a la produccion de diversas citoquinas y factores de
crecimiento tales como el factor de crecimiento transformante subtipo beta (TGF-B) [11].

Al activarse estas células comienzan con una gran proliferacion, secrecion de colageno

11



(principalmente de tipo | y lll), y degradaciéon de la MEC [12]. La activacién de los FC
involucra su proliferacion y diferenciacion a MFC, ambos tipos celulares pueden conducir

a un exceso de produccion de la MEC y eventualmente llegar a fibrosis cardiaca [11].

1.3.2 MIOFIBROBLASTOS CARDIACOS

Son un subtipo especializado de FC involucrados en la cicatrizacion de heridas en
muchos tejidos. La diferenciacion de los FC a MFC se caracteriza por la expresion tanto
de una proteina conocida como alfa actina del musculo liso (a-SMA) como de una variante
de empalme de la fibronectina conocida como ED-A fibronectina [11]. En un MFC la a-
SMA debe estar organizada como fibras de estrés en el citoesqueleto. Esta
reorganizacion permite una contraccion lenta y sostenida, que es responsable de cierre de
la herida, mientras que la naturaleza hipersecretora permite el depdsito de grandes
cantidades de proteinas de la MEC en el sitio de la herida, lo cual ayuda en la
estabilizacion de la misma [13]. Después de la cicatrizacion, los MFC mueren por
apoptosis, siendo los FC residentes los encargados mantener la MEC. Si este evento no
se produce, la hipersecrecion de las proteinas de la MEC por los MFC puede conducir a
una cicatrizacion aberrante, y consecuente fibrosis [14]. Se piensa que una falla en la
apoptosis de los MFC conduciria a la progresiéon de la fibrosis [15] y adicionalmente, las
citoquinas y otros factores de crecimiento producidos por los MFC podrian, al mismo
tiempo, estimular a otros FC y desencadenar su diferenciacion, perpetuando la cascada
fibrogénica [16]. Debido a esto, es importante conocer los mecanismos moleculares
involucrados (cambios en el numero y tipo de receptores, cambios en la secrecidon de
MEC, etc) y los mecanismos celulares (adhesion, migracion y capacidad contractil) que
ocurre en FC y MFC que conducen al desarrollo de la fibrosis cardiaca.

La formacion de MFC es controlada por una variedad de factores de crecimiento,
citoquinas y estimulos mecanicos. TGF-p1 es el principal factor que estimula tanto la
formacion de MFC, como la sintesis de coldgeno [17]. Tales antecedentes sugieren que
agentes capaces de inhibir, la transformacion FC-MFC estimulada por TGF-B1 pueden ser

un medio capaz de evitar el remodelado cardiaco maladaptativo.
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1.4 RECEPTORES EN FIBROBLASTOS Y MIOFIBROBLASTOS CARDIACOS

Segun datos generados en nuestro laboratorio y otros reportes de la literatura, se sabe
que ambos tipos celulares poseen una variedad de receptores a nivel de membrana
plasméatica siendo los mas estudiados por su participacién en procesos de fibrosis los
receptores (-2 adrenérgico y los receptores B1-B2 de cininas. Tanto FC como MFC
expresan a nivel de membrana los receptores -2 adrenérgico y B2 de cininas, mientras
que el receptor B1 se encuentra en bajos niveles de expresion en FC y se induce su

expresion en MFC [18,19] (ver figura 2).

Figura 2. Receptores de cininas y adrenérgicos en f  ibroblastos / miofibroblastos cardiacos

1.5 RECEPTORES ADRENERGICOS.

De la gran cantidad de receptores presentes en el corazén, los mas estudiados son los de
tipo adrenérgico debido al rol que juegan en la regulacion del sistema cardiovascular [20].
Esta descrito que los FC de ratas neonatas presentan solo el receptor 2 [19]. Este
receptor es del tipo de 7 dominios transmembrana y puede estar acoplado dualmente a
proteina G (GPCR) estimulatoria(Gs) e inhibitoria (Gi). Dichas proteinas estan constituidas
por 3 subunidades, el complejo By y la subunidad a [21]. El tipo de sefial generado esta
dado por las subunidades a, cuando se acoplan a Gi el GPCR inhibe la adenilato ciclasa
(AC), mientras que cuando se acopla a Gs, el GPCR activa a la AC, lo que se traduce en
un incremento en los niveles de 3’,5’-adenosina monofosfato ciclico (AMPc) [22].

Existen numerosos antecedentes que demuestran que el aumento en la produccion de

AMPc a nivel cardiaco podria estar contribuyendo a la reduccion del proceso fibrotico [23],
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razon por la cual la via de transduccion intracelular de aquellos GPCRs que llevan a la
activacion de la AC y posterior sintesis de AMPc toma importancia en los procesos
asociados al remodelamiento cardiaco. En el corazén existen numerosos GPCRs que una
vez activados llevan a un aumento en los niveles de AMPc, tanto en cardiomiocitos como
en FC. En estos ultimos y tal como se comentd anteriormente, se ha documentado la
presencia de receptores p2-adrenérgicos, receptores de adenosina (A2b) y de
prostaglandinas los cuales estan acoplados a la subunidad Gs y por ende a la generacién
de AMPc [22].

En este sentido, estudios realizados por nuestro laboratorio y por otros investigadores han
demostrado que el Isoproterenol (ISO: un agonista no especifico de los receptores [3-
adrenérgicos) es capaz de regular la proliferacion, la secrecion de colageno, la adhesion y
migracion celular en fibroblastos cardiacos tanto de ratas neonatas como adultas,
antecedentes que dan cuenta de la participacion del sistema adrenérgico en los procesos

de remodelamiento cardiaco [24,25].

1.5.1 VIA DE SENALIZACION DEL AMPc

La figura 3 ejemplifica la via transduccional asociada al 1SO. En la via de sefializacion
asociada al AMPc estan involucradas principalmente dos proteinas; la proteina quinasa A
(PKA) y la EPAC (del acrénimo Exchange protein activated directly by AMPc), entre otros
efectores. EPAC regula la actividad de las GTPasas pequefias Rap 1 y Rap 2 [26,27],
mientras que la PKA regula la activacién de factores de transcripcion como el CREB
(AMPc response element-binding) o GSK3-§ (proteina quinasa glicogeno sintasa 383) [28].
Experimentos llevados a cabo en el laboratorio confirman que al activar EPAC y PKA por
sus agonistas especificos se reduce la sintesis de colageno tipo I, tanto en FC, como
MFC [24].

14
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Figura 3. Vias activadas por el receptores  p2-adrenérgico en fibroblastos cardiacos  (de Yokoyama U,
Patel HH, Lai NC, Aroonsakool N, Roth DM, Insel PA. PNAS. 2008; 105: 6386-6391)

Por otro lado, agonistas de los receptores acopladas a proteinas G (GPCR), que
estimulan la produccién de AMPc han demostrado recientemente inhibir la expresién de a-
SMA inducida por TGF-B1 y la formacion de coldgeno por los fibroblastos humanos de
pulmén [29]. Estos antecedentes hacen pensar que el aumento en la produccion de AMPc
a nivel cardiaco podria contribuir a la reduccion del proceso fibrético, razén por la cual la
via de transduccion intracelular de aquellos GPCRs que llevan a la activacion de la AC y

posterior aumento en los niveles de AMPc, toma vital importancia.

Ademas resultados de nuestro laboratorio indican que aumentos en los niveles de AMPc,
se correlacionan con mayor adhesion celular y mayor migracion, procesos claves en los

procesos de remodelado cardiaco [24].

1.6 CININAS-CALICREINAS Y SU FUNCION MODULADORA EN LA PRODUCCION
DE LA MEC

Las cininas son polipéptidos farmacoldgicamente activos, liberados en los tejidos y fluidos
corporales como resultado de la accion enzimatica de calicreinas sobre cininégenos [30].
Las cininas de relevancia son: la bradicinina endégena (BK) y la Lis-bradicinina (Lis-BK),
también llamada calidina (KD) que actdan sobre el receptor B2; mientras que des-Arg-BK
(DABK) y des-Arg-LiskD (DAKD), actian como agonistas del receptor B1 [31]. Los

receptores B1 y B2 de las cininas, estan acoplados a proteina Gq/Gi poseen siete
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dominios de transmembrana. Tras su estimulacion activan a PLC, lo que lleva a formacion
de inositol-1,4,5-trifosfato (aumenta la concentracion de Ca2+ intracelular) y diacilglicerol
(activa a la proteincinasa PKC). Por otra parte, también estimulan a la fosfolipasa A2
(PLA2), la que incrementa la liberacion de acido araquidonico (AA), sustrato de una gran
variedad de mediadores inflamatorios [32]. Tanto FC como MFC expresan la enzima
COX, la cual es capaz de catalizar la transformacion del AA a derivados prostanoides,
siendo de gran relevancia la formacion de PGI2 [33]. Se ha visto que al aumentar los
niveles de PGI2 se produce una disminucién en la sintesis y secrecion de colageno, este
efecto es bloqueado al inhibir la enzima COX [34]. Esto demuestra que la obtencién de
derivados prostanoides es necesaria para mediar la disminucion en la sintesis y secrecién
del colageno. Se sabe que al actuar PGI2 sobre su receptor intracelular acoplado a
proteina Gs, provoca un aumento en la cantidad de AMPc por accion de la adenilato
ciclasa [35]. Este aumento sobre el AMPc es clave para mediar los efectos inhibitorios
sobre la sintesis de proteinas de la MEC (ver figura 4).

Desde el punto de vista terapéutico seria beneficioso contar con mayor conocimiento

sobre el como las cininas podrian ayudar a contrarrestar la fibrosis.
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Figura 4. Vias transduccionales activadas por los r  eceptores B1 y B2 de cininas . (Adaptado
desde:Marie Eve Moreau, Nancy Garbacki, Giuseppe Molinaro, Nancy J. Brown, Francois Marceau
and Albert Adam. Journal of Pharmacological Sciences 99, 6 — 38 (2005)
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Asi también, es la adhesion y migracion celular un proceso clave dentro de las funciones
gue ejerce un FC. En relacion a este punto, datos del laboratorio indican que agonistas de
los receptores de cininas no regulan procesos ni de adhesion ni de migracion celular en
FC [36].

1.7 ANTECEDENTES DEL CROSS-TALK GS-GQ

Se ha descrito recientemente un cross-talk entre dos vias claves en la transduccion de
sefales a través de GPCR en FC. ISO un agonista del receptor p-adrenérgico, actla via
Gs y estimula la produccién de AMPc diez veces sobre los niveles basales. BK activa su
receptor GPCR via Gq, mientras que por si mismo no altera mayormente la produccion de
AMPc en FC; en combinacion con ISO potencia la respuesta adrenérgica aumentando 2
veces la produccion de AMPc en relacién a la activacion solo por 1ISO [37]. Considerando
que BK por si solo ha demostrado tener propiedades antifibroticas al igual que ISO, seria
importante estudiar si al administrar en conjunto ISO+BK se produce una mayor
disminucion en la produccién de coldgeno que al administrarlos por si solos, lo cual
hipotéticamente tendria una base en que AMPc es un conocido agente antifibrético.

En relacion a la produccion de la MEC, se ha demostrado que Ang Il activa la sintesis de
colageno, pero cuando es co-administrada con ISO potencia la produccion de AMPc.
Como resultado de esto, la inhibicion en la sintesis de colageno estimulada por 1SO
incrementa 31 a 48% en presencia de ANG Il [38]. Este resultado estaria dando cuenta
del cross-talk entre 1ISO y Ang Il (Gs-Gq), el cual tiene consecuencias funcionales

regulando hacia abajo la sintesis de proteinas de la MEC en el miocardio.

Por otro lado, en células COS-7 que expresan endégenamente receptores adrenérgicos y
que fueron transfectadas con el receptor B2 de bradicinina (BK) humano, ISO induce un
incremento en la concentracion de AMPc, mientras que BK no modifica los niveles de
AMPc. Sin embargo al pretratar las células COS-7 con ISO por 5-10 minutos seguido de
una estimulacién con BK, asi como la administracion simultdnea de ISO y BK resulta en
una mayor concentracion de AMPc que al aplicar de forma aislada ISO. Este efecto de BK

sobre la acumulacion de AMPc en presencia de ISO fue concentracion dependiente [39].
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Estos antecedentes sobre el cross-talk entre ambas vias, y considerando que no ha sido
estudiado a cabalidad un efecto funcional que pudiese tener este aumento en los niveles

de AMPc en FC, nos permiten plantear la siguiente hipétesis:

2.0 HIPOTESIS

La estimulacion conjunta de los receptores B2 de cininas y B2-adrenérgicos, conduce a un

aumento en la produccién de AMPc, y consecuentemente a una mayor:

- disminucién en la sintesis de colageno
- adhesién, migracion celular e

- inhibicién de la diferenciacion de FC a MFC.

3.0 OBJETIVO GENERAL

Estudiar si ISO en conjunto con BK, regulan procesos de adhesion, migracion, sintesis de

colageno, y diferenciaciéon en FC de ratas neonatas.

4.0 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Demostrar que existe un efecto cooperativo en el aumento de los niveles de AMPc
al administrar conjuntamente agonistas del receptor B2-adrenérgico y de los

receptores B2 de cininas.

e Estudiar si la PLC, PKC y CaMK-Il median los efectos sinérgicos de BK sobre los
efectos de 1SO.

« Demostrar que el aumento potenciado en los niveles de AMPc repercute en la

sintesis de colageno, adhesién y migracién celular en FC.

« Demostrar que fibroblastos cardiacos co-estimulados con ISO y BK, son capaces

de inhibir su diferenciacién a miofibroblastos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron de Sigma Aldrich Company (St. Louis, MO,
EEUU): Azul de tripén, isoproterenol. En Gibco BRL (Carlsbad, California, EEUU) se
adquirieron tripsina-EDTA, estdndares de masas moleculares de proteinas pretefidas,
suero fetal de bovino (FBS) y Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F-12). Los compuestos inorganicos y organicos, sales, acidos y solventes se
adquirieron en MERCK (Darmstadt, Alemania). El reactivo quimioluminiscente para
Western blot (Western Lightning) se adquiri6 a PerkinElmer Life Sciences, Inc. (Boston,
MA, EEUU) El material de plastico estéril para la obtencion y cultivo de fibroblastos
cardiacos se adquirieron de Corning Incorporated (New York, EEUU), Plastibrand y
Falcon (EEUU).

Los inhibidores: U73122, G0O6983, KN93 fueron comprados a Sigma Aldrich
Company,(Reino Unido).El anticuerpo primario del Col | fue adquirido de Abcam
(Cambridge, Reino unido) y los anticuerpos primarios a-SMA, tubulina y GAPDH a Sigma
Aldrich Company (Reino Unido).

Bradicinina (BK) a AnaSpec EGT Group (San José, CA, EEUU). Angiotensina Il y cristal
violeta a Sigma Aldrich (Reino Unido). El andlogo de timidina Bromodeoxiuridina a Merck
KGaA (Darmstadt, Alemania). TGF-B1 se adquiri6 en Chemicon. 3-isobutil-1-metilxantina
(IBMX) y los anticuerpos secundarios anti-IgG ratén y anti-IlgG conejo, conjugados a

peroxidasa se obtuvieron en Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU)

5.2. Modelo animal

Ratas Sprague-Dawley neonatas (2 a 3 dias de edad), provenientes del bioterio de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, en cumplimiento
de todas las normas éticas referidas a la utilizacion de animales.

5.3. Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiaco s ventriculares de ratas neonatas

Se utilizé el procedimiento descrito por Foncea y cols., con leves modificaciones. Las

ratas se decapitaron e inmediatamente se les removié el corazon bajo condiciones de
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asepsia, se retiraron las auriculas y los ventriculos se cortaron en pequefios pedazos para
facilitar las sucesivas digestiones posteriores con pancreatina y colagenasa Il. El producto
de las digestiones se sometié a un preplagueo por 2 h a 37°C en medio de cultivo
conteniendo 5% FBS y 10% FCS en frascos para cultivo celular. Por adhesién diferencial
al plastico se separaron FC de cardiomiocitos. Luego de las 2 h, se cambi6 el medio por
DMEM-F12 + 10% FBS, los FC se dejaron proliferar hasta confluencia y los cambios de

pasaje se realizaron mediante tripsinizacion (hasta pasaje 2 como maximo).

5.4. Diferenciacion de fibroblastos a miofibroblast 0S

Se utilizaron FC neonatos en pasaje 2, los cuales se cultivaron por 72 h en medio DMEM-
F12 suplementado con TGF-1 5 ng/mL. En estas condiciones cerca del 100% de los

fibroblastos se diferenciaron a MFC.

5.5. Determinacion de los niveles de AMPc.

Se determin6 AMP ciclico (AMPc) mediante un enzimoinmuno analisis (EIA) de

competencia con Cyclic AMP EIA Kit de Cayman Chemical Company.

5.6. Preparacion de extractos celulares totales

Se prepararon extractos de proteinas totales para evaluar la sintesis de colageno tipo | y
a-SMA, FC se sembraron en placas de 60 mm a una densidad de 2x10* cel/cm2., las
células se lavaron tres veces con PBS frio y luego se lisaron con 100 yL de tampon de
lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,2; EDTA 5 mM; NaCl 150 mM; Tritén X-100 1% v/v; SDS
0.1% vl/v; deoxicolato 1% v/v; leupeptina 2 ug/mL; benzamidina 10mM; PMSF 1 mM y
Na3VvO4 100 uM). El homogeneizado se centrifug6 a 10.000 rpm durante 15 min a 4<C. El
sobrenadante se recuperd en un tubo nuevo, se determind la concentracion de proteinas
por el método de Bradford (Bio-Rad protein assay) y se desnaturé en tampon SDS-PAGE
4X (glicerol 20 mL, 2-mercaptoetanol 10 mL, SDS 5 g, Tris base 1,51 g, Azul de
bromofenol 0,01 g, Agua csp. 100 mL, pH 6.8), para ser almacenado a —20<C.
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5.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacion de las proteinas de acuerdo a su peso molecular se realizO mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% (colageno 1) y 10% (a-SMA). Para la
deteccion se cargaron 50 pg de extracto proteico. La electroforesis se realizd a un voltaje
de 70 Voltios durante los primeros 20 minutos y luego a 100 Voltios en tampdon de
electroforesis 1X (Tris base 30,25 g, glicina 144 g, SDS 10 g, agua 1000 mL para tampdn

de electroforesis 10X)

5.8. Electrotransferencia de proteinas

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana

de nitrocelulosa (BioRad) a 400 Miliamperes durante 100 min en tampdn de transferencia.

5.9. Western blot

Una vez transferidas las proteinas, la membranas se bloquearon con tampén de bloqueo
(TBS 1X; Tween-20 0,1%; leche sin grasa 5% p/v) durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguido de tres lavados con TBS 1X de 10 minutos cada uno. Posteriormente
se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes segun el ensayo: Anti Col |
(dilucion 1:5000 en TBS 1X) o Anti a-SMA (dilucion 1:20000 en TBS 1X) toda la noche a
4 con agitacion suave. Para el control de carga G APDH y tubulina se usé una dilucion
de los anticuerpos especificos de 1:10000 y se dejo la membrana toda la noche a 4C con
agitacién suave. Posterior a la incubacion, las membranas se lavaron 3 veces por 5 min
en TBS 1X / Tween-20 al 0,1%, e incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con los
anticuerpos secundarios anti rabbit o anti mouse, a un titulo de 1:10000 e 1:5000
respectivamente en tampon de incubacion. Para detectar las proteinas, las membranas,
previamente lavadas, se incubaron durante 1 min en solucién de EZ-ECL y se expusieron
a la pelicula de fotografia AGFA. Las peliculas se digitalizaron y las imagenes se
cuantificaron por densitometria con ayuda del programa computacional UN-SCAN-IT gel
6.1. Después de realizar los ensayos de Western blot, las membranas de nitrocelulosa se
incubaron por 45 min en una solucion de Mild Stripping (dilucién de glicina, SDS y Tween

20 en agua nanopura ajustada a pH 2,2) para desprender los anticuerpos, posteriormente
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se lavaron en TBS 1X / Tween-20 al 0,1% por tres veces. Luego de este tratamiento, las

membranas pudieron ser reutilizadas para nuevos ensayos de Western blot.

5.10. Adhesion celular

Se utilizaron FC obtenidos como se describié en el punto que se refiere a aislamiento y
cultivo de FC de ratas neonatas. Las células se incubaron por 24 h con los distintos
estimulos. Cumplido este tiempo se soltaron con tripsina 1X y se sembraron 20.000
células en placas de 35mm. Las células fueron incubadas durante 2 hora en la matriz
plastico, luego fueron lavadas con PBS, al menos 3 veces, y fueron fijadas y
posteriormente tefiidas previo lavado con PBS frio para luego agregar una solucién de
cristal violeta 5 mg/ml preparada en metanol al 20% para dejarlo durante 20 min.
Transcurrido este tiempo las células se lavan con agua tres veces. Posteriormente se

disolvié con SDS 10% y se midio por espectrofotometria a 595 nm.

5.11. Migracion celular

Se utilizaron FC obtenidos como se describe en el punto que se refiere a aislamiento y
cultivo de FC y MFC de ratas. Las células se sembraron a una densidad de 1x10*
células/cm? en placas de 35 mm, se mantuvieron en medio DMEM F-12 por 24 h después
de las cuales se realizé la herida en el cultivo celular, las células se lavaron para adicionar
los estimulos por 24 h en medio DMEM F-12 . Cumplido el tiempo las células se lavaron
con PBS y luego tefiidas con solucién de cristal violeta 5 mg/ml preparada en metanol al
20% para dejarlo durante 20 min. Transcurrido este tiempo las células se lavan con agua
tres veces y finalmente se observdé mediante microscopia la migracién sobre la herida
(cierre de la herida). El cierre de la herida fue medida con el programa computacional

Image J.

5.12. Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica fue realizada para FC. Las células fueron inicialmente fijadas con
paraformaldehido 4% e incubadas con glicina 100uM. Luego fueron permeabilizadas con
tritdbn x 0,1% por 10 minutos y bloqueadas por 20 minutos. La incubacion del anticuerpo

primario. Se realiz6 durante toda la noche a temperatura ambiente, y el anticuerpo
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secundario. Se dejé incubando durante 2 horas a temperatura ambiente en total
oscuridad. Finalmente se monté la muestra ubicada en un cubre objeto sobre un porta
objeto con DAKO. Una vez secas se observaron y fotografiaron las muestras en un

microscopio.
5.13. Analisis estadistico
Los resultados mostrados corresponden al promedio + SD de, al menos, tres

experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA vy la prueba Tuckey,

considerandose p<0,05 como estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de ISO y/o BK sobre los niveles de AMPc.

La cuantificacion de los niveles de AMPc se realiz6 por inmunoensayo enzimatico (EIA).
De esta forma se determind la influencia de BK en los niveles de AMPc inducidos con
ISO. Teniendo en antecedente que AMPc es un segundo mensajero que refleja la
activacion de los receptores acoplados a proteina Gs por actividad de la subunidad Ga, y
que esta activacion ocurre en una fase temprana, el tiempo al cual se colectaron las
muestras de estudio fue a los 10 min luego de su estimulacién con los agonistas, tiempo
elegido en base a antecedentes bibliograficos [37,38,39]. FC fueron pre-incubados 15 min
con isobutilmetilxantina (IBMX: un inhibidor de las fosfodiasterasas), posteriormente
fueron estimulados con ISO 10 uM y/o BK 100 nM durante 10 min. Como se aprecia en la
Figura 5, la estimulaciéon con BK por si mismo no altera la produccién de AMPc, mientras
que ISO aumenta de manera significativa la produccion de AMPc. Sin embargo, BK
potencia la respuesta adrenérgica inducida por ISO, aumentando al doble la produccion

de AMPc en relacion a la activacion solo por ISO.
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Figura 5. Efecto de Isoproterenol y/o bradicinina e  n los niveles de AMPc. FC privados de suero fueron incubados 15
min con isobutilmetilxantina (IBMX) 0,2 mM, posteriormente fueron estimulados con I1SO (10 pM) y/o BK (100 nM) durante
10 min. Se midieron los niveles de AMPc por inmunoensayo (EIA). En la parte superior se muestra la cuantificacién de
n=3 experimentos independientes expresados como la media + SD. **p < 0,01 vs control;***p< 0,001 vs control; ## p < 0,01
vs ISO.
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6.1.2 BK a través de la via Gg-PLC-CaMK-Il, muestra un efecto sinérgico en los

niveles de AMPc inducidos por ISO.

Para determinar que mediadores intracelulares activados por BK participan en el aumento
potenciado en los niveles de AMPc, se recurrid a inhibidores especificos de PLC
(U73122); PKC (G66983) y CaMK-II (KN93). FC privados de suero fueron incubados 30
min con los inhibidores antes mencionados, posteriormente fueron estimulados con ISO
10 uM y BK 100 nM durante 10 min. Como se aprecia en la Figura 6, el inhibidor de la
PLC, asi como el inhibidor de CaMK-Il son capaces de prevenir el aumento en la
produccién de AMPc inducido por ISO+BK, llegando a niveles de AMPc inducidos por
ISO; en tanto que el inhibidor de PKC no previene el aumento potenciado inducido por
ISO+BK, indicando que el efecto sinérgico de BK sobre la sefializacion de ISO es gatillado
via Gg-PLC-CaMK-II. Los inhibidores por si mismo no mostraron efectos sobre los niveles
de AMPc.
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Figura 6. Efecto de los inhibidores de PLC, PKC, Ca MK-II en los niveles de AMPc producidos con ISO+ BK . FC
fueron incubados 30 min con los inhibidores de PLC (U73122 5 uM ), PKC(G06983 1 puM) y CaMK-I(KN93 1 M),
posteriormente fueron estimulados con ISO(10 uM) + BK (100 nM) durante 10 min. Se midieron los niveles de AMPc por
inmunoensayo (EIA) . En el grafico se muestra la cuantificacion de tres experimentos independientes expresados como la
media £ SD. ***p< 0,001 vs control; ### p < 0,001 vs ISO.
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Del objetivo especifico 1 se concluye que FC co-estimulados con ISO+BK, experimentan
un mayor aumento en los niveles de AMPc, en comparacion al estimulo de I1ISO por si
solo, luego de esto, surge la interrogante: ¢ Qué funcion intracelular cumplen estos niveles
aumentados de AMPc? Para responder esta incégnita se realizaron estudios de
comportamiento celular, evaluando la adhesion, migracién, sintesis de coldgeno y
diferenciacion en FC, procesos que segun bibliografia son mediados por este segundo

mensajero.

6.2 Adhesion de fibroblastos cardiacos sobre plast ico:

Los FC fueron privados de suero y estimulados con BK y/o ISO, en presencia/ausencia
del inhibidor de CaMK-1l (KN93). En la Figura 7, se observa un aumento en la adhesién de
los FC sobre plastico, al ser estimulados con ISO y con ISO+BK; el cual fue
estadisticamente significativo con respecto al control, siendo el estimulo en conjunto, el
que presenta una mayor adhesion en comparacién al control. En concordancia con
resultados de nuestro laboratorio, BK por si mismo, no alter6 la adhesion de los FC sobre
plastico. Sin embargo, cuando las células fueron pre-tratadas con el inhibidor de CaMK-II,
el efecto de ISO+BK fue prevenido.
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Figura 7. Adhesién de FC sobre plastico.  Se evalud la adhesion de FC sobre plastico, estimulando 24 horas antes de
realizar el protocolo de adhesion. Los estimulos utilizados fueron 1SO (10uM), BK (100 nM), ademas se considero el uso
del inhibidor de CaMK-II (KN93 1uM), como control se us6 DMEM-F-12. En la parte superior se muestra la cuantificacién de
n=3 experimentos independientes expresados como la media + SD. **p < 0,01 vs control;***p< 0,001 vs control; ### p<
0,001 vs ISO + BK.
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6.3 Migracion celular en FC

Antecedentes en la literatura sefialan que los FC migran cuando se incrementan los
niveles de AMPc. Tomando en consideracion los resultados obtenidos del objetivo
especifico 1 se evalué la capacidad migratoria de los FC con los estimulos I1SO y/o BK.

Para ver el efecto sobre la migracion, se cuantifico el cierre de las heridas por medicion
del area de éstas (ver figura 9). La figura 9 ilustra los porcentajes de disminucion en el
tamafio de la herida. Las células fueron estimuladas por 48 h, a la vez que estas
migraban, tiempo después del cual las células fueron tefiidas y analizadas segiin como se
indica en materiales y métodos. Los resultados indican que los FC tratados con ISO
reducen el area de la herida en un 40% aproximadamente, a su vez el estimulo conjunto
ISO+BK disminuyé el area de la herida en aproximadamente un 38-40%. Cuando

estimulamos con BK no se observo cierre de la herida.
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Figura 8: Fotografias de FC tomadas con microscopio (40x).

125

% Migracion
relativo al control F12

ISO10whi+ BK100 nm

A :DMEM-F12
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Figura 9. Efecto de Iso y/o BK en la migracion celu

como la media *+ SD. ***p< 0,001 vs control.

lar. Gréafico que cuantifica el area al que se redujo la herida una vez
que las células migraron al incubarlas con 1SO (10 uM )y/o BK 100 nM. En la parte superior se muestran fotos de un
experimento representativo. En el grafico se muestra la cuantificacion de n=3 experimentos independientes expresados
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6.3 Efecto de ISO y/o BK sobre la sintesis de cold  geno.

La importancia de medir la sintesis de colageno en FC radica en que este fenotipo celular
esta relacionado e involucrado en la homeostasis de la MEC cardiaca y en los procesos
fisiopatoldgicos que conducen al desarrollo de fibrosis cardiaca. Existen antecedentes que
indican que tanto 1ISO, como BK disminuyen la sintesis de colageno; sin embargo, no hay
reportes del efecto que pudiesen tener ambos estimulos en conjunto.

Los resultados de la figura 10 muestran que a 24 y a 48 hrs, tanto ISO como BK por
separado, son capaces de disminuir la sintesis de colageno. Cuando se estimulé con ISO
hubo disminucién en la sintesis de colageno de aproximadamente un 25% en relacion al
control, mientras que con BK esta disminucion fue del orden de un 20-25% en relacién al
control. Al administrar en conjunto ambos estimulos la disminucién es mucho mayor que
por separado, disminuyendo un aproximadamente un 60% en relacién al control, esto,

confirma la hipétesis planteada en un comienzo.
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Figura 10. Efecto de Isoproterenol y/o bradicinina en la sintesis de colageno | al. FC fueron incubados durante 24 hrs
(izquierda) y 48 hrs (derecha) con 1ISO10 pM) y/o BK (100 nM) . Se evalud la sintesis de colageno | por western blot .En la
parte superior se muestran fotos de un experimento representativo. En el grafico se muestra la cuantificaciéon de al menos
tres experimentos independientes expresados como la media + SD. ***p< 0,001 vs control; ### p< 0,001 vs ISO.
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6.3.1 Participacion de la via activada por BK (PLC- PKC-CaMK-Il) en la disminucién

de la sintesis de colageno.

PLC:

Los FC fueron pre-estimulados por 30 min con el inhibidor de PLC, U73122; y
posteriormente fueron estimulados con ISO, BK 6 ISO/BK durante 24 horas. Los
resultados muestran que U73122 previno de manera parcial aunque significativamente el
efecto de BK y el efecto aditivo de BK+ISO sobre la sintesis de colageno. Mientras que el
inhibidor no modifico los efectos de ISO. Lo anterior indica que el efecto aditivo de BK
sobre la sefalizaciobn de ISO es gatillada via Gg-PLC. El inhibidor, por si mismo, no

mostrd efecto en la sintesis de colageno (Figura 11).
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Figura 11. Participacion de PLC en la sintesis de ¢ olageno | al. FC privados de suero fueron incubados 30 min con el
inhibidor de PLC U73122 0,5 pm, luego fueron estimulados con I1SO (10 pM) y/o BK (100 Nm) durante 24 hrs en DMEM-
F12. Se evalué la sintesis de colageno lal por western blot .En la parte superior se muestran fotos de un experimento
representativo. En el grafico se muestra la cuantificacion de n=3 experimentos independientes expresados como la media +
SD. ***p< 0,001 vs control; ## p < 0,01 vs BK; $$$ p < 0,001 vs ISO+ BK.
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Antecedentes bibliogréficos sefialan que Ang Il, conocida por activar la via Gq, activa a
PKC, conduciendo a la sintesis de colageno [40], por lo tanto, este estimulo se utilizd
como control positivo de sintesis de colageno. En la Figura 12 se observa que, en los FC
pre-tratados con el inhibidor de PKC, GO6983 durante 30 min, hay disminucion en los
niveles basales de colageno, a su vez el aumento en los niveles de colageno por efecto
de Ang Il fue prevenido por la administracién del inhibidor de PKC. Estos resultados
indican que PKC participa tanto en la sintesis basal de colageno en los FC como en

aquella inducida por Ang Il
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Figura 12 . Participacion de PKC en la sintesis de colageno |  al inducida por Ang Il.  FC privados de suero fueron

incubados 30 min con el inhibidor de PKC G66983 100nM, luego fueron estimulados con Ang Il 100 nM durante 24 hrs en
DMEM-F12. Se evalué la sintesis de colageno lal por western blot .En la parte superior se muestran fotos de un
experimento representativo. En el grafico se muestra la cuantificacion de n=3 experimentos independientes expresados
como la media £ SD. ***p< 0,001 vs control; ### p < 0,001 vs Ang II.
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Teniendo en cuenta esta premisa, se estudio el efecto del inhibidor de PKC sobre la
sintesis de colageno inducida por ISO y/o BK. Los resultados indican que GO6983
disminuye la sintesis basal de colageno. Por otro lado, GO6983 no previene la
disminucion de colageno inducida por ISO; aunque previene el efecto inducido por BK. Sin
embargo, el efecto aditivo de ISO+BK es potenciado aiin mas en presencia del inhibidor
de PKC, confirmando que PKC participa en la sintesis de colageno, estos resultados
permiten sefialar que PKC no participa en el efecto potenciado de BK en la disminucion

de colageno de ISO (figura 13).
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Figura 13 . Participacion de PKC en la sintesis de colageno | al. FC privados de suero fueron incubados 30 min con el
inhibidor de PKC G66983 100nM, luego fueron estimulados con I1SO (10 pM) y/o BK (100 nM) durante 24 hrs en DMEM-
F12. Se evalud la sintesis de colageno lal por western blot .En la parte superior se muestran fotos de un experimento
representativo. En el grafico se muestra la cuantificacion de n=5 experimentos independientes expresados como la media +
SD. ***p< 0,001 vs control; ### p < 0,001 vs ISO; $$$ p < 0,001 vs ISO+ BK.
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CaMK-II:

Finalmente se estudio la influencia de CaMK-II, un efector rio abajo en la sefalizacion de
BK. Con ello, se busca detallar la via mediante la cual BK estaria favoreciendo la
disminucion en la sintesis de colageno inducida por ISO. Para ello se empleo un inhibidor
especifico de CaMK-IlI (KN93). Los resultados muestran que el inhibidor no previene el
efecto de ISO, mientras que previene significativamente el efecto de BK asi como el
efecto aditivo de ISO+BK sobre la sintesis de colageno. Lo anterior nos lleva a concluir
que el efecto potenciado de BK en la disminucion de colageno inducida por ISO es
gatillada via Gg-PLC-CaMK-Il. Lo anterior refuerza la hipotesis planteada sobre la relacion
inversa entre niveles de AMPc y sintesis de colageno, en base a los resultados de la

medicion de los niveles de AMPc (figura 14).
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Figura 14. Participacion de CaMK-Il en la sintesis  de colageno | al. FC privados de suero fueron incubados 30 min con
el inhibidor de CaMK-II (0,5 pM) luego fueron estimulados con ISO (10 uM) y/o BK (100 nM) durante 24 hrs en DMEM-F12.
Se evalué la sintesis de colageno lal por western blot .En la parte superior se muestran fotos de un experimento
representativo. En el grafico se muestra la cuantificacion de n=3 experimentos independientes expresados como la media +
SD. ***p< 0,001 vs control; ## p < 0,01 vs BK; $$ p < 0,01 vs ISO+ BK.
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6.4 Efecto de TGF- B1 en los niveles de expresidn de alfa-actina del md  sculo liso

En este trabajo se utiliz6 TGF-B1 a una concentracion de 5 ng/mL para diferenciar FC a
MFC. La diferenciacion se analiz6 por la presencia de la proteina alfa-actina del musculo
liso (a-SMA) por Western Blot. Nuestros resultados mostraron que TGF-B1 aumentd, de
una manera dependiente del tiempo, la expresion de a-SMA, alcanzando el maximo a las
72 h de estudio (3,1 + 0,5 veces respecto el control) (figura 15). Ademas, se observa
gue en FC no tratados con TGF-f1, hay un leve aumento en la proteina a-SMA,
dependiente del tiempo, esto debido a una sintesis y secrecion basal de TGF-B1 por los
FC, concordante con lo encontrado en la literatura [41]
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Figura 15. Efecto de  TGF- B1 sobre la expresién de la proteina  a-SMA. FC fueron privados de suero y estimulados con
TGF-B1 5 ng/ml por 24, 48,y 72 hrs, en DMEM-F12. Se evalué la expresion de a-SMA por western blot .En la parte
superior se muestran fotos de un experimento representativo. En el grafico se muestra la cuantificacion de n=5
experimentos independientes expresados como la media + SD. *p< 0,05 vs control 24 hrs; **p< 0,01 vs control 48 hrs; ***p<
0,001 vs control 72 hrs.
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6.4.1 Efecto de ISO y/o Bk en la diferenciacion d e FC estimulados con TGF- B 1

Para determinar si la diferenciacion celular de FC a MFC, mediada por la citoquina TGF-
B1, es prevenida al administrar los estimulos I1SO y/o Bk, los FC fueron privados de suero
por 24 hrs, y posteriormente se estimularon con ISO y/o BK en presencia/ausencia de
TGF-B1, durante 72 hrs. Los resultados mostraron que en los FC no tratados con TGF-1,
ISO+BK disminuyen los niveles de a-SMA, de manera estadisticamente significativa. Por
otro lado, en los FC tratados con TGF-B1, se ve una disminucién en los niveles de a-SMA
tanto en los FC tratados solo con I1SO, asi como en los tratados con ISO+ BK, siendo este

altimo el que disminuyé mas los niveles, llegando al nivel del control sin TGF-B1(figura
16).
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Figura 16. Efecto de Isoproterenol y/o bradicinina en la expresion de  a-SMA en FC estimulados con TGF- B1. FC
privados de suero e incubados durante 72 h con ISO 10 pM y/o BK100 nM, se dejo un grupo control y un grupo que también
fue estimulado con TGF-B1 5 ng/ml, en medio DMEM-F12. Se evalu6 la expresion de a-SMA a 72 hrs por western blot.
En la parte superior se muestran fotos de un experimento representativo. En el gréafico se muestra la cuantificacién de n=6
experimentos independientes expresados como la media + SD. ***p< 0,001 vs control DMEM-F12; ### p< 0,001 vs control
TGF-B1; $$$ p<0,001 vs ISO+ TGF-B1.
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6.4.2 Inmunocitoquimica de a-SMA

Para corroborar los resultados obtenidos por inmunowestern blot referente a la capacidad

de ISO+BK de inhibir la diferenciacion FC-MFC, realizamos una inmunocitoquimica para
a-SMA. FC fueron estimulados con TGF-31 (5ng/mL) en presencia/ausencia ISO+BK,
durante 72 hrs. Los resultados mostraron que en los FC tratados con TGF-31, se ve un
aumento del tamafio celular y una reorganizacion y ensamblaje de las fibras de stress de
a-SMA, lo cual es un marcador de la diferenciacion. Por otro lado, al estimular con TGF-

B1 en presencia de ISO+BK, las células no experimentan la diferenciacién, lo cual se

demuestra al mantener el tamafio celular del control, y no apreciar las fibras de stress

caracteristicas de un MFC (figura 17).
o-SMA Hoechst Merge

Control

TGF-B1

TGF-B1+ ISO + BK

Figura 17.Imunocitoquimica de  a-SMA en fibroblastos y FC.  Las fibras de a-SMA aparecen de color rojo y el nucleo de
color azul. Las imagenes corresponden a una amplificaciéon a 40x. Los FC fueron transformados a miofibroblastos a través
de un estimulo de TGF-B1 5ng/mL e incubados por 72 horas. El anticuerpo secundario utilizado para a-SMA corresponde a
Alexa Fluo 568 Donkey Anti-mouse Y la tincién de nucleo corresponde a Hoesch.



7. DISCUSION

En el presente trabajo se investigaron los efectos funcionales del cross-talk Gs-Gg en FC
de ratas neonatas. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo nos indican que: a) La co-
estimulacion con ISO+BK aument6 de manera sinérgica los niveles de AMPc, siendo
mayor a los observados solo con ISO, no observandose efecto con BK, b) Los estimulos
ISO e ISO+BK inducen tanto adhesion como migracion celular en FC, ¢) Tanto ISO como
BK demostraron disminuir la sintesis de colageno, y al administrar ambos estimulos en
conjunto la disminucién es mucho mayor que cada uno por separado, d) Tanto ISO como
ISO+BK demostraron inhibir la diferenciacion celular FC-MFC estimulada por TGF-f1,
siendo la inhibicién significativa con el estimulo en conjunto y, e) El efecto sinérgico de BK

sobre la sefializacion de 1SO es gatillado via Gg-PLC-CaMK-II.

7.1 BKiene un efecto sinérgico sobre los nivele s de AMPc inducidos por 1SO.

Nuestros resultados mostraron que en FC la estimulacion con BK, por si solo, no alterd la
produccion de AMPc; sin embargo, en combinacion con ISO potencio la respuesta
adrenérgica aumentando al doble la produccion de AMPc, en relacion a la activaciéon solo
por ISO. Estos resultados son coincidentes con datos bibliogréficos, donde se sefala que
en FC la co-estimulacion de receptores asociados a las proteinas efectoras Gs-Gq lleva a
un mayor aumento en los niveles de AMPc. Dicho efecto sinérgico estaria mediado por
activacion de la via Gq, pues al menos otros dos receptores acoplados a la via Gq (P2Y y
Angll) son capaces de inducir una potenciacion similar en los niveles de AMPc inducidos
por ISO [37].

Respecto de los mediadores intracelulares activados por BK que participan en el aumento
potenciado en los niveles de AMPc, determinamos que al inhibir la PLC, asi como al
inhibir a CaMK-Il el aumento en la produccién de AMPc inducido por ISO+BK es
prevenido, en tanto que al inhibir la PKC el aumento potenciado en los niveles de AMPc
no se ve alterado, indicando que PKC no patrticiparia en el efecto sinérgico. Resultados
similares se han observado en FC de rata adulta, donde la inhibicion de PLC elimina el
efecto sinérgico de Ang Il o UTP sobre la respuesta inducida por ISO; ademas la
sobreexpresion de Gqg mostré6 aumentar dicha potenciacion [38]. En relacion a la

participacion de PKC, nuestros resultados fueron similares a los obtenidos con los
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inhibidores de PKC calfostina C y estaurosporina, demostrando que PKC no participa en
un mayor aumento en los niveles de AMPc [38].

Ostrom et al, también demostraron que la quelaciéon del Ca*? intracelular, un segundo
mensajero clave de la via Gq, resulté en la atenuacion de dicha potenciacion; y agentes
farmacologicos que aumentan directamente la [Ca+?] intracelular (ionomicina,
tapsigargina), también potencian la acumulacion de AMPc inducidas por 1SO. Por otro
lado, utilizando inhibidores del complejo calcio-calmodulina el efecto sinérgico sobre
AMPc se ve disminuido de forma significativa [38]. En relacion a este punto nuestro
estudio consider6 el uso de un inhibidor de CaMK-Il, esta proteina es una Serina/treonina
proteina kinasa regulada por el complejo calcio-calmodulina [42]. Esta quinasa es también
necesaria para la homeostasis de [Ca+?] intracelular y para la recaptacion de este en los
cardiomiocitos [43]. En nuestro modelo la inhibicion de la CaMK-II previno el aumento en
la producciéon de AMPc inducido por ISO+BK, indicando que esta proteina juega un papel
preponderante en los efectos sinérgicos. En conclusion, nuestros resultados indicaron que

el efecto sinérgico de BK sobre la sefalizacion de ISO es gatillado via Gg-PLC-CaMK-II.

7.2 Adhesioén de fibroblasto cardiacos de ratas ne onatas

Esta reportado en la literatura que EPAC-1 regula los niveles de expresion de las
integrinas, proteinas que median la adhesién célula-matriz, y que este efecto seria tiempo
dependiente, tal como se ha observado en células OVCAR3 [44]. La presencia de EPAC
en FC se podria relacionar con lo descrito en la literatura. Resultados anteriores de
nuestro laboratorio han mostrado que AMPc induce un aumento en la adhesion de los FC
y MFC; y que dicho efecto es mediado por la activacién de la EPAC [45]. También se
evalub en el laboratorio la participacibon de PKA en los procesos de adhesion,
encontrandose que dicha proteina no media estos procesos [24].

Teniendo estos antecedentes evaluamos si el cross-talk Gs-Gq repercute en el proceso
de adhesion, pues como esta descrito es un proceso regulado por AMPc. En general
nuestros resultados con estimulos que aumentan los niveles de AMPc mostraron un
aumento en la adhesion celular, tanto con 1SO, como con ISO+BK, siendo el estimulo en
conjunto el que presenta una mayor adhesién en comparacién al control. Presumimos que
este mayor nivel de adhesion se deberia al aumento potenciado en los niveles de AMPc.
Por otro lado, cuando las células fueron incubadas con el inhibidor de CaMK-II (KN-93), el

efecto de ISO+BK fue prevenido. Este resultado es consistente con el efecto de dicho
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inhibidor en los niveles de AMPc alcanzados con el estimulo ISO+BK, reforzando la idea
de que el mayor grado de adhesion seria resultado de un mayor aumento en los niveles

de AMPc. Por otro lado, no encontramos variacion en la adhesién en presencia de BK.

7.3 Migracion de fibroblasto cardiacos de ratas h  eonatas

Otro proceso celular importante en un FC es la capacidad de migrar y desplazarse hacia
los sitios de dafio para contribuir a la reparacion del tejido. Una vez que se genera un
dafo, los fibroblastos migran hacia el sitio de la herida para comenzar con el proceso de
cicatrizacién y cierre de la herida mediante expresion y secrecion de proteinas de matriz.
Antecedentes en la literatura sefialan que los FC migran cuando se incrementan los
niveles de AMPc [46]. Asi también, este proceso migratorio es regulado por sustancias
presentes en el sitio del dafio al miocardio, como lo son las citoquinas [47].

Nuestros resultados de migracion en los FC, por método de la herida, muestran que ISO e
ISO+BK aumentan significativamente la migracion celular. Sin embargo, aun cuando el
estimulo en conjunto aumenta en mayor medida los niveles de AMPc, no encontramos
diferencia en relacion a la migracion mediada solo por ISO. Resultados obtenidos con
derivados de AMPc, que selectivamente activan EPAC o PKA, indican que a bajas
concentraciones de este segundo mensajero se activaria preferentemente la via EPAC y
gue esta promoveria la migracion celular [48]. Creemos que en ambos casos los niveles
de AMPc alcanzados, serian capaces de activar a EPAC y asi mediar el proceso
migratorio. Por otro lado, también no podemos descartar que el efecto migratorio debido la
activacion adrenérgica esté en su maximo nivel, y que el aumentar mas los niveles de
AMPc no se traduzca en mayor migracion. Por otro lado, BK no participé en procesos de
migracién, indicando que las cininas tendrian otras funciones en el FC como es la
disminucién en la sintesis de colageno [18]. En este ensayo ocupamos como control
positivo medio con suero, y estd demostrado que los factores de crecimiento y diversos
estimulos presentes en el suero promueven la migracién celular pero ademas tienen un
efecto proliferativo [49], por tanto, el cierre de la herida podria confundirse con la mayor
cantidad de células. Para ello se utilizé un segundo control, el cual corresponde a suero+
BDU (bromodeoxiuridina). Este Ultimo reactivo inhibe la proliferacion celular, y nos sirve
para determinar que el suero si permite la migracion celular, descartando que el cierre de

la herida se deba al efecto proliferativo del suero.
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Posterior a un dafio tisular, los niveles pladsmaticos de las catecolaminas, estan
aumentados en muchos 6rganos, incluyendo el corazén, lo que se traduce en niveles
mayores de AMPc. Dichos niveles estarian favoreciendo la migracion de los FC, hacia la
zona dafiada. En este sentido, el aumento en la migracion celular es beneficioso, en una
etapa temprana del dafio cardiaco, ya que llevaria a los FC a la zona dafiada para que
estos, secreten proteinas de matriz a fin de reparar la zona afectada. Por otro lado existen
reportes que sefialan que TGF-B1, una citoquina que se libera en situaciones de dafio
cardiaco, seria capaz de inhibir la expresion de la proteina EPAC, de esta forma inhibiria
la migracion y facilitaria la sintesis de MEC en el sitio dafiado [48].

En resumen, en FC los niveles de AMPc regulan los procesos de adhesion y migracion
celular, y este efecto es mediado de forma diferencial por la proteina EPAC y no asi por
PKA. Por lo anterior, estos efectos pueden considerarse como un nuevo punto de

intervencion para detener y/o revertir el proceso de RC y la posterior fibrosis cardiaca.

7.4 Efecto de ISO y/o BK sobre la sintesis de col ageno en FC.

Existen numerosos antecedentes que demuestran que el aumento en la produccion de
AMPc a nivel cardiaco podria estar contribuyendo en la reduccion del proceso fibrético
[51,52]. Nuestros resultados tanto con ISO como BK, muestran que ambos estimulos
disminuyen la sintesis de colageno, y al administrar ambos estimulos en conjunto la
disminucién es mucho mayor que por separado. Pensamos que dicho efecto se debe a un
mayor nivel de AMPc, puesto que los antecedentes bibliograficos avalan el efecto
antifibrotico de este segundo mensajero. Ademas cuando utilizamos los inhibidores de la
via activada por BK, encontramos un resultado concordante entre los niveles de AMPc
alcanzados en presencia de dichos inhibidores y los niveles de colageno, es decir, al
inhibir tanto PLC como CaMK-II el efecto sinérgico tanto en los niveles de AMPc como en
la disminucion en la sintesis de colageno, fue prevenido, no asi con el inhibidor de PKC,
quien no inhibe la potenciacién 1ISO+BK en ninguno de los dos aspectos, por tanto no
participando del cross-talk, es mas demostramos que PKC participa en la sintesis basal
de colageno.

Ostrom et al, demostraron que en FC de rata adulta existe un "cross-talk” entre los
receptores activados por Gas (catecolaminas) y Gaq (angiotensina Il), ellos describen que
existe una potenciacion funcionalmente relevante en los FC donde la inhibicion en la

sintesis de colageno estimulada por ISO se incrementa 31 a 48% en presencia de Angll,
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destacando una via de sefializacion por el que la sintesis de AMPc enddgeno limita la
produccion de colageno, y tal vez la fibrosis cardiaca.

A su vez estudios en FC de rata adulta revelan que al incrementar la formacion de AMPc,
por sobreexpresiéon de AC6 6 por la activacién con forskolina también se disminuye la
sintesis de colageno, y previene el incremento en la expresion de a-SMA, y por tanto, en
la diferenciacién de FC a MFC [53].

Experimentos llevados en nuestro laboratorio con agonistas especificos de EPAC y de
PKA, demuestran que ambas proteinas participan en la disminucion de la sintesis de

colageno [24].

7.5 Diferenciacion de fibroblastos a miofibroblasto s por efecto de TGF- B1.

Estudiar el proceso de diferenciacion celular es muy importante teniendo en consideracion
que los MFC son el principal tipo celular que participa en el proceso fibrético, debido a su
mayor capacidad de secretar proteinas de MEC, principalmente colageno. Estudios, in
vivo e in vitro, han mostrado que TGF-B1 induce la diferenciacion FC-MFC [54,55]. El
cambio en el fenotipo celular se ha caracterizado por la expresion de a-SMA y en su
ensamblaje en las fibras de estrés, y por un aumento del tamafio celular. Sin embargo,
este proceso depende tanto del tiempo como de la concentracion del TGF-$1 [11].

Este aumento esta descrito en la literatura, sin embargo, el tiempo necesario para
alcanzar la méxima expresion de esta proteina depende de la concentracién de TGF-31,
en nuestro modelo la concentracion usada fue de 5 ng/mL. Por otro lado, la sola expresion
de esta proteina no es suficiente para afirmar que ocurrio la diferenciacion, por esto se
realiz6 una inmunocitoquimica de a-SMA, constatandose su presencia en las fibras de
stress y un aumento del tamafio celular (ver figura 17).

El hallazgo mas importante es que la diferenciacion mediada por la citoquina TGF-B1, es
prevenida al administrar los estimulos ISO+BK. Los resultados mostraron que a las 72 hrs
en los FC tratados con ISO + TGF-B1, asi como en los tratados con ISO+ BK+ TGF-f1
mostraron una disminucion en los niveles de a-SMA, siendo el estimulo en conjunto, el
que disminuyé mas los niveles de la proteina, llegando al nivel del control, lo que
consideramos como la inhibicion de la diferenciacion celular.

En el FC, la activacion de las Smads, proteinas activadas por la union de TGF-B1 a su
receptor, tiene como consecuencia la diferenciacion de los mismos a MFC. Se sabe que

el receptor de TGF-B1 de tipo | una vez que ha sido activado comienza la propagacion de
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la sefial rio abajo del receptor mediante la participacion de las Smads (ver figura 18). El
receptor activado induce la formaciéon de un complejo activo Smad3 / 4, el cual se
transloca al ndcleo donde interactia con elementos de uniébn a Smad dentro de las
regiones promotoras del ADN para activar la transcripcion [56]. Las Smads requieren
otras proteinas para su actividad transcripcional, incluyendo los coactivadores CBP1
(CREB binding proteins) y p300 [57]. Por lo tanto, la activacion de Smads, su
translocacion al nucleo, y los efectos posteriores sobre la transcripcion de genes son los

pasos criticos en la modulacién de la sefializacion por esta via.

.............. TGEBRI

Nucleo

Figural8. Via de sefializacién candnica de TGF-f1.

Aumentos en los niveles de AMPc, han demostrado prevenir la transactivacion de genes
especificos requeridos por las Smads; aunque la activacion de las Smads y su
translocacion al nucleo mediada por TGF-B1 no se vieron afectadas. Sin embargo, el
aumento de los niveles de AMPc demostro evitar la interaccion de Smad3 con su co-
activador transcripcional (CBP) / p300 [58]. En este estudio la sobreexpresion de los co-
activadores transcripcionales CBP/p300, mostrd recuperar la transcripcion asociada a las
Smads, aun en presencia de AMPc, lo que sugiere que el secuestro de cantidades
limitadas de CBP/p300 por el AMPc es la base molecular de este efecto inhibitorio.
Nuestros resultados en los niveles de AMPc alcanzados con ISO+BK serian la base de

este efecto inhibitorio sobre la sefalizacién de TGF-1, lo cual se traduce en la inhibicién
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de la diferenciacion celular FC-MFC. Finalmente, en la Figura 19 muestra de manera
esquematica la conversacion cruzada entre las vias activadas por el receptor p2-

adrenérgico y el B2 de cininas, en relacion a las diferentes funciones celulares estudiadas.

7.6 Modelo propuesto del efecto antifibrotico de AM  Pc, por efecto de la co-

estimulacion Gs-Gq en FC.

Figura 19. Modelo propuesto del efecto antifibrétic o de AMPc, por efecto de la co-estimulacion Gs-Gge n FC. Como
se aprecia en la figura, la co-estimulacién Gs-Gq genera una sinergia en los niveles de AMPc alcanzados. Dichos niveles
demostraron tener mayores propiedades antifibréticas que al incubar las células solo con ISO. AMPc a través de PKA y
EPAC (no mostrado en el dibujo), disminuye la sintesis de colageno, y la diferenciacion FC-MFC.
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8. LIMITACIONES

En este estudio se encontraron las siguientes limitaciones:
* Modelo in vitro

» Utilizacion de cultivos primarios de ratas neonatas

9. CONCLUSIONES

Al realizar este trabajo se obtuvieron varios resultados sobre los efectos funcionales de la
co-estimulacion Gs-Gg en FC de ratas neonatas, respecto de migracion, adhesion,

sintesis de colageno y diferenciacién celular en FC.

* Primero se determind que los niveles de AMPc obtenidos al co-estimular con

ISO+BK son mas altos, que al estimular solo con ISO.

« Utilizando inhibidores especificos de la via intracelular activada por BK se
demostré que el efecto sinérgico de BK sobre la sefializacién de ISO es gatillado
via Gg-PLC-CaMK-II.

» Respecto a la adhesion y migracién se observé en FC un aumento significativo en
dichos procesos con la estimulacion tanto de I1ISO como de ISO+BK. Estos
procesos son modulados de forma diferencial por la proteina EPAC, la cual es

activada por aumento en los niveles de AMPc.

» Tanto ISO como BK demostraron disminuir la sintesis de colageno. Al administrar
ambos estimulos en conjunto la disminucién es mucho mayor que por separado,

este mayor aumento lo atribuimos al aumento potenciado en los niveles de AMPc.

e Tanto ISO como ISO+BK demostraron inhibir la diferenciacion celular FC-MFC
estimulada por TGF-B1, siendo la inhibicién significativa con el estimulo en
conjunto, atribuimos este efecto a los niveles alcanzados de AMPc, los cuales

serian capaces de inhibir la accion de TGF-1.
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