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RESUMEN

La hipertrofia cardiaca corresponde a una etapa temprana en el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular. Ante un incremento de la demanda de trabajo, el corazén responde aumentando su
tamanio (hipertrofia). A nivel celular, esta respuesta se caracteriza por aumento en el tamafio de los
cardiomiocitos, sintesis de proteinas, reorganizacion del citoesqueleto de actina y reexpresion del

programa génico fetal.

El factor de crecimiento analogo a insulina tipo 1 (IGF-1) es un péptido con efectos mitogénicos y
citoprotectores. La estimulacidon con IGF-1 produce hipertrofia cardiaca tanto in vivo como in vitro.
Posterior a la union del IGF-1 con su receptor, se activan las proteinas quinasas Akt y ERK, las que

en el cardiomiocito se asocian con sus efectos hipertroficos y antiapoptadticos.

Policistina 1 es una proteina que se expresa en distintos tipos celulares, entre ellos los
cardiomiocitos. Mutaciones en las policistinas, especialmente en policistina-1, dan cuenta de la
enfermedad poliquistica renal autosémica dominante. En algunos de estos pacientes se ha
observado el desarrollo de hipertrofia cardiaca antes que se altere la funcidn renal. Sin embargo, no

esta claro cudl es el papel de la policistina-1 en los cardiomiocitos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el papel de policistina-1 en la hipertrofia inducida tanto por
IGF-1como por estrés mecanico. El modelo utilizado fueron cultivos primarios de cardiomiocitos de
rata estimulados con estrés mecanico por hiposmolaridad o con IGF-1. Para determinar la
participacién de policistina-1 se silencié esta proteina con un siRNA especifico y se determinaron
distintos marcadores de hipertrofia cardiaca como la activacidn de las vias transduccionales del

receptor IGF-1.

Los resultados mostraron que policistina-1 era necesaria para el desarrollo de hipertrofia del



cardiomiocito por ambos estimulos. En el caso de IGF-1, policistina-1 se requirié para la fosforilacidn
del receptor de IGF-1 en respuesta a estimulacién con IGF-1 y posterior activacién de las proteinas
guinasas ERK y Akt, sin observarse modificaciones en el calcio intracelular. El mecanismo por el que
ocurre esta regulacién involucra a la proteina tirosina fosfatasa 1B. Los efectos del silenciamiento
de policistina-1 en la hipertrofia inducida por IGF-1 y en la activacidn tanto del receptor de IGF-1

como de las quinasas ERK y Akt se previnieron al inhibir esta fosfatasa.

A partir de estos hallazgos se concluye que policistina- 1 es un regulador de la hipertrofia tanto por
estrés mecanico como por IGF-1 en el cardiomiocito, regulacién que depende de la PTP1B y ocurre

por regulacidn de la fosforilacion del receptor IGF-1.
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ABSTRACT

Cardiac hypertrophy is an early stage in the development of cardiovascular disease. Afterwork
overload, the heart responds by increasing its size (hypertrophy). At the cellular level, this response
is characterized by increases in the size of cardiomyocytes and synthesis of proteins as well as actin

cytoskeleton rearrangement and re-expression of fetal gene program.

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) is a peptide with mitogenic and cytoprotective effects.
Stimulation with IGF-1 induces cardiac hypertrophy both in vivo and in vitro. IGF-1 binding with its
receptor activates Akt and ERKsignaling pathways which are associated with pro-hypertrophic and

anti-apoptotic effectson the cardiomyocyte.

Polycystin 1 is a protein expressed in different cell types, including cardiomyocytes. Mutations in
polycystin-1 gene cause autosomic dominant polycystic kidney disease. In some patients, cardiac
hypertrophy is described before renal function abnormalities are reported. However it is still unclear

whatis the role of polycystin-1 on cardiomyocyte.

The aim of this work was to study the role of polycystin-1 on cardiomyocyte hypertrophy induced
by IGF-1 and mechanical stress. The experimenta model used was primary culturedneonatalrat
cardiomyocytes stimulated by mechanical stress (using hyposmolarity) or IGF-1. To determine the
involvement of polycystin-1 a specific siRNA was used. Both cardiomyocyte hypertrophy markers

and cell signaling pathways of IGF 1 receptor were determined.

The results showed that polycystin-1 was necessary for cardiomyocyte hypertrophy induced by
mechanical stress or IGF-1. In the case of IGF-1, polycystin-1 was required for the IGF-1R
phosphorylation in response to stimulation with IGF-1 and subsequent activation of ERK and Akt

kinases. However changes in intracellular calcium not were observed. The mechanism by which this

vii



process takes place involving the regulation of protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B). The
inhibition of PTP1B prevents the effects of silencing polycystin-1 on cardiomyocyte hypertrophy

induced by IGF-1 and also prevents activation of IGF-1R, Akt and ERK.

We conclude that policystin- 1 is a regulator of cardiomyocyte hypertrophy triggered by mechanical
stress or IGF-1. This regulation requires the activity of PTP1B and regulation of IGF-1 receptor

phosphorylation.
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1. INTRODUCCION

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en Chile y en el mundo. Uno
de los principales factores de riesgo cardiovascular es la hipertension arterial, en estos pacientes
la hipertrofia asociada a la hipertensidon arterial aumenta significativamente el riesgo de
experimentar infarto agudo del miocardio, insuficiencia cardiaca, muerte sibita y otras
patologias cardiovasculares (Gosse, 2005; Ruilope y Schmieder, 2008). La terapia farmacoldgica
empleada estd orientada a tratar la hipertensiéon arterial y algunos de los farmacos utilizados
traen asociado el beneficio clinico de revertir la hipertrofia cardiaca (Finckenberg y Mervaaja,
2010). Sin embargo, no se han desarrollado hasta ahora farmacos dirigidos directamente contra
vias o receptores que regulen la aparicién y el desarrollo de la hipertrofia cardiaca, en parte,
debido al desconocimiento de los factores que regulan esta patologia. Por esta razoén, es

necesario estudiar los mecanismos moleculares que llevan al desarrollo de hipertrofia cardiaca.

Hipertrofia cardiaca

El corazén estd compuesto principalmente por dos tipos celulares, los fibroblastos y los
cardiomiocitos. Los primeros proliferan, otorgan el tejido de soporte a los cardiomiocitos al
sintetizar proteinas de la matriz extracelular, en tanto los cardiomiocitos son las células que le
otorgan la propiedad contrdctil al corazén. A diferencia de los fibroblastos, una vez que se
diferencian durante los primeros dias después del nacimiento, su capacidad proliferativa es

escasa (Weber et al., 1993).

Ante un incremento de la demanda de trabajo, el corazén responde aumentando su tamafio. A

nivel celular, esta respuesta se caracteriza por aumentos en el nimero de los fibroblastos



(hiperplasia) y en el tamafio de los cardiomiocitos (hipertrofia). En una primera etapa, la
hipertrofia es una respuesta adaptativa frente a la sobrecarga de trabajo, sin embargo si esta
ultima es crdnica, la hipertrofia cardiaca transita al desarrollo de insuficiencia cardiaca (Bernardo
et al.,, 2010). La hipertrofia cardiaca se clasifica en fisiolégica y patoldgica. La primera
corresponde al crecimiento normal del corazén en condiciones de aumento de la demanda de
trabajo, como el embarazo o el ejercicio fisico, y se caracteriza por presentar funcién contractil
normal y ser reversible (Heineke y Molkentin, 2006; Bernardo et al., 2010). Por otra parte, la de
tipo patolégica depende de estimulos mecdnicos y factores neurohumorales, entre ellos
angiotensina ll, catecolaminas y endotelina-1, entre otros, que se generan en estados como el
infarto del miocardio (Loennechen et al., 2001) y la hipertensidn arterial (Ebensperger et al.,
1998). En una primera etapa no existe disfuncidén contractil, lo que se conoce como hipertrofia
adaptativa, sin embargo y con posterioridad se presentan alteraciones en la funcién cardiaca de
manera irreversible (Bernardo et al., 2010). A nivel celular, el aumento en el tamafio de los
cardiomiocitos implica un aumento en la sintesis de las proteinas, reexpresién de genes que
codifican para proteinas expresadas en la etapa fetal como el péptido natriurético auricular (ANP)
y la isoforma beta de la cadena pesada de la miosina (B-MHC), aumento en el nimero y
organizacion de los sarcdmeros y la acumulacidn de proteinas miofibrilares (Foncea et al., 1997).
Los estimulos prohipertrdéficos, ya sea el estrés biomecanico, factores de crecimiento o agentes
neurohumorales, activan receptores de membrana, entre los que se encuentran receptores
acoplados a proteina G, especialmente acoplados a Gq, receptores tirosina quinasa e integrinas,
los que a su vez activan distintas vias transduccionales, entre ellas la via de la
fosfolipasa C/DAG/Ca%, la via de las MAP quinasas, calcineurina/NFAT y mTOR, entre otras
(Heineke y Molkentin, 2006). La hipertrofia cardiaca se induce entonces como una consecuencia

de la estimulacion del miocardio tanto por factores de crecimiento, factores neurohumorales



como por estimulos mecanicos.

Factor de crecimiento analogo a insulina tipo | (IGF-1)

El IGF-1 es un polipéptido de 70 aminodcidos relacionado estructuralmente con la insulina
(Contreras et al., 2006). Este péptido tiene efectos mitogénicos y citoprotectores y es sintetizado
en forma endocrina principalmente por el higado en respuesta a la hormona de crecimiento. Sin
embargo se ha mostrado la existencia de sistemas locales de produccion/liberacién
autocrina/paracrina de IGF-1 (Yakar et al., 1999), encontrandose uno de ellos en el corazdn,
organo en el cual el IGF-1 tiene efectos prohipertroficos y antiapoptéticos (Fazio et al., 2000). El
receptor de IGF-1 (IGF-1R) posee gran similitud estructural con el receptor de insulina y
pertenece a la familia de los receptores con actividad tirosina quinasa intrinseca (lbarra et al.,
2004). Este receptor esta formado por dos subunidades o extracelulares, en donde est3 el
dominio de unién a ligando, y dos subunidades [ intracelulares con actividad tirosina quinasa
(Contreras et al., 2006). Después de la union del IGF-1 a su receptor, el mismo se autofosforila
en distintos residuos de tirosina, lo que permite la interaccidon con diferentes proteinas que
poseen dominios SH2, activando las vias intracelulares PI3K/Akt y Ras-MEK-ERKs (Foncea et al.,
1997; lbarra et al., 2004), las que en el cardiomiocito se asocian con sus efectos hipertroficos y

antiapoptéticos (Contreras et al., 2006).

Por otro lado, se ha descrito que el IGF-1 estimula los niveles intracelulares de Ca®* en el
cardiomiocito. Interesantemente este efecto depende de la activacion de una proteina G
heterotrimérica en el cardiomiocito tanto a través de las subunidades a; como By (lbarra et al.,
2004). El tratamiento con toxina pertussis (inhibidor de a;) impide la fosforilaciéon de ERK1/2
inducida por IGF-1, pero no la de Akt, en tanto un péptido secuestrador de las subunidades By

impide el aumento de Ca?* intracelular estimulado por IPs (Ibarra et al., 2004). El conjunto de



estos datos indican que existen distintos mecanismos de sefializacion mediados por IGF-1 a

través de su receptor.

IGF-1 e hipertrofia cardiaca

La estimulacién con IGF-1 produce hipertrofia cardiaca tanto in vivo (Duerr et al., 1995) como in
vitro (Ito et al., 1993) y aunque generalmente la presencia de este factor se asocia con hipertrofia
fisioldgica también se ha observado su aumento en condiciones patolégicas, mostrado por una
correlacidn positiva entre los niveles circulantes de IGF-1y la presién sanguinea (Ren et al., 1999).
Por otra parte, diferentes modelos de hipertrofia cardiaca revelan el aumento de los niveles del
MRNA y de la proteina IGF-1 a nivel del corazén y no necesariamente a nivel sistémico
(Ebensperger et al., 1998; Honso et al., 2009). Ademas se ha propuesto que el IGF-1 participaria
en el periodo inicial del desarrollo de la hipertrofia cardiaca producida por estimulos patolégicos,
ya que mientras pacientes con hipertrofia compensada presentaron aumento de la produccion
local de IGF-1, pacientes con hipertrofia y disfuncién contractil presentaron disminucion o
ausencia de produccion local de este factor y un aumento de los niveles de angiotensina |l

(Serneri et al., 1999).

Todas las vias transduccionales, descritas anteriormente, activadas a través del receptor de IGF-1
estan relacionadas con el desarrollo de la hipertrofia cardiaca (Contreras et al., 2006). A estos
antecedentes debe sumarse el trabajo publicado por Mufioz et al. 2009, quienes describieron
qgue IGF-1 lleva a la activacidn transcripcional dependiente de MEF2C en el cardiomiocito, evento

clave en el desarrollo de la hipertrofia (Mufioz et al., 2009)

Respecto a la fosfatasa encargada de desfosforilar al IGF-1R se ha propuesto a la proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B) y asi terminar con su sefalizacion (Arroba et al., 2013; Buckley et al., 2002;

Fan et al., 2013). Esta fosfatasa también desfosforila al receptor de Insulina y a otros receptores



de la familia tirosina quinasa (Feldhammer et al, 2013). Se ha descrito un rol importante para
esta proteina tanto en enfermedades metabdlicas (como resistencia a la insulina) (Gomez et al,
2012; Agouni et al, 2014), como en patologias cardiovasculares como disfuncién endotelial e
insuficiencia cardiaca (Gogiraju et al, 2016; Thiebaut et al, 2016). La inhibicidn de la actividad de
esta fosfatasa, asi como la disminucién de sus niveles proteicos a través del uso de siRNA,
previenen tanto de los problemas metabdlicos (Gomez et al, 2012; Agouni et al, 2014), como de
la disfuncidn endotelial y de la insuficiencia cardiaca inducida por sobrecarga de presién (Gogiraju

et al, 2016). El papel de la PTP1B en el desarrollo de hipertrofia cardiaca atn no se ha estudiado.

Contribucion del estrés mecanico en el desarrollo de hipertrofia cardiaca

El estrés mecanico es una de las sefiales que promueve el crecimiento en un corazén con
sobrecarga hemodinamica. El estiramiento de los cardiomiocitos aislados estimula el aumento
de la sintesis de proteinas, la expresidn de marcadores de hipertrofia y el aumento en el drea
celular, en tanto que a nivel intracelular se activan diversas vias transduccionales como MAP

quinasas, PI3K-Akt y calcineurina/NFAT, entre otras (Ruwhof y van der Laarse, 2000).

Aun no se ha establecido con claridad cudl es la molécula que sensa el estrés mecanico en el
cardiomiocito. Sin embargo se ha propuesto como candidatos al receptor de angiotensina Il
subtipo 1 (AT1), a las integrinas y a otras proteinas de la membrana plasmatica del cardiomiocito
(Ruwhof y van der Laarse, 2000). De igual manera, tampoco esta claro si el estrés mecanico es
una sefal que por si misma induce hipertrofia o si lo hace a través de la liberacidn de factores

neurohumorales.

Si bien se ha mostrado que el estrés mecdanico estimula la liberacion de angiotensina Il desde los



cardiomiocitos y los fibroblastos y que este péptido al activar sus receptores AT1 induce cascadas
de sefializacion que llevan a la hipertrofia cardiaca (Sadoshima et al., 1993), también se ha
observado que la activacién de los receptores AT1 por estrés mecanico puede ser independiente
de la presencia de angiotensina Il (Zhou et al., 2010). Se ha descrito que la sefalizacion del
receptor AT1 durante el estrés mecdnico es independiente de la liberacidn de angiotensina Il

pero dependiente de B-arrestina (Rakesh K et al., 2010).

Por otro lado, estudios en cardiomiocitos adultos de conejo hipertrofiados con estrés mecdnico,
mostraron que no es necesaria la activacién de los receptores AT1, ya que al utilizar un
antagonista no se impide la hipertrofia del cardiomiocito (Blaauw et al., 2010); ademas,
cardiomiocitos aislados del ratédn knock out para el receptor AT1 también se hipertrofian en
respuesta a estrés mecanico (Kudoh et al., 1998). Estos datos sugieren que otro receptor,
diferente al receptor AT1, podria regular la generacién de hipertrofia por estrés mecanico,

actuando como un mecanosensor.

El mecanismo mas utilizado para generar estrés mecanico en cardiomiocitos aislados consiste en
cultivar los cardiomiocitos sobre una membrana deformable, la que se somete a estiramiento en
forma automatizada (Komuro et al., 1989; Sunters et al., 2010; Blaauw et al., 2010). Sin embargo,
un método alternativo es el tratamiento de los cardiomiocitos con una solucidn hiposmética, lo
cual produciria estiramiento del sarcolema. Esta ultima forma de generacidn de estrés mecanico
se ha utilizado para estudiar los cambios en la actividad de canales de la membrana plasmatica
(Hayabuchi et al., 2011). Rakesh et al. 2010 mostraron que el tratamiento con solucion

hiposmética es equivalente al estiramiento mecanico (Rakesh et al., 2010).

Policistinas



Las policistinas (policistina-1 y policistina-2) son proteinas que se expresan en diversos tipos
celulares, entre ellos cardiomiocitos, células epiteliales y musculo liso vascular. Forman parte de
la estructura de los cilios primarios y ademds se encuentran formando parte de las uniones
adherentes, adhesiones focales, desmosomas y vesiculas apicales. Las policistinas actian como
mecanosensores o quimiosensores en los cilios primarios, transduciendo las sefales

extracelulares en aumentos de Ca®*intracelulares (Dalagiorgou et al., 2010).

Relacion entre policistinas e hipertrofia cardiaca

La enfermedad poliquistica renal (ADPKD) es una de tipo autosémica dominante originada por
mutaciones somaticas que derivan en la pérdida homocigota de cualquiera de los dos genes que
codifican para las policistinas. Sin embargo, la mayoria de los casos de ADPKD son por mutaciones
en el gen que codifica para la proteina policistina-1. Esta enfermedad tiene una incidencia de
1:400 a 1:1.000 en la poblacion en general (Harris yTorres., 2009). La ADPKD se caracteriza por la
formacién bilateral de quistes renales, lo que conlleva a deterioro de la funcidon renal (Harrisy
Torres., 2009). En estos pacientes ademas se presentan sintomas extra renales, como
hipertension arterial, hipertrofia e insuficiencia cardiaca (Chapman et al., 2010). El desarrollo de
hipertrofia cardiaca habitualmente se asocia en estos pacientes a la presencia de dafio renal e
hipertension arterial, pero se ha observado el desarrollo de hipertrofia en pacientes jovenes que
aun no presentan estas sintomatologias y en los que tampoco se observa mayor activacion del
sistema renina-angiotensina (Chapman et al., 1997); por lo que las policistinas podrian tener una

accion directa en el cardiomiocito y en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca.

Policistina-1



Policistina-1 (PC-1) es proteina de membrana plasmatica formada por 4.303 aminodcidos y
codificada por el gen PKD1. Policistina-1 es un receptor acoplado a proteina G atipico (Delmas et
al., 2002) compuesto de 11 dominios transmembrana, un gran dominio N-terminal extracelular
gue puede ser cortado y que participa en interacciones célula-célula y célula-matriz
(Dalagiorgouet al., 2010) y un C-terminal citoplasmatico de aproximadamente 200 aminoacidos
que también puede ser escindido y asi regular diversas vias intracelulares (Chauvet et al., 2004),
entre ellas la via B-catenina (Kim et al., 1999; Lal et al., 2008), JAK-STAT (Talbot et al., 2011), AP-1

(Arnould et al., 1998) y mTOR (Shillingford et al., 2006; Dere et al., 2010), entre otras.

Policistina-1 interactia con policistina-2 a través de una interaccién cola-cola, formando un
complejo que regula la entrada de Ca?* inducida por un estimulo mecéanico (Dalagiorgouet al.,
2010). Ademas, las subunidades By de la proteina G heterotrimérica acoplada a policistina-1
regulan a policistina-2 (Delmas et al., 2002). Por otra parte, policistina-1 también se activa fuera
del complejo con policistina-2, actuando como un mecanosensor, recibiendo senales desde los
cilios primarios, las que se traducirian en respuestas celulares que regulan la proliferacién,
adhesién, diferenciacion y morfologia celular. Se ha postulado que el dominio N-terminal de esta

proteina podria ser el sensor a estos estimulos extracelulares (Qian et al., 2005).

Policistinas e IGF-1

Células de epitelio renal de pacientes con ADPKD que presentan disminucion o ausencia de
policistina-1, no asi de policistina-2, presentan aumentada la sensibilidad a IGF-1 (Parker et al.,
2007) y lo mismo ocurre con células de quistes de epitelio biliar intrahepatico de ratones
deficientes para policistina-2 (Spirli et al., 2010). Estos antecedentes sugieren una probable

regulacidn entre las policistinas e IGF-1.

Hipertrofia cardiaca y B-catenina



Se ha mostrado tanto in vivo como in vitro que la via B-catenina es una de las vias que regulan la
aparicion de la hipertrofia cardiaca (Haq et al., 2003; Chen et al., 2006; Qu et al., 2007).
Beta-catenina forma parte de la sefializaciéon candnica de la via Wnt. En condiciones basales
B-catenina se encuentra en el citoplasma formando un complejo multiproteico con las proteinas
APC, axina y GSK3p, esta ultima fosforila a B-catenina y promueve su degradacidn proteosomal,
por lo tanto la inhibicion de GSK3p tiene como consecuencia la estabilizacién de B-catenina en el
citoplasma y su posterior migracion al nicleo y activacidn trasncripcional dependiente del factor
TCF/LEF. Cuando el ligando Wnt se une a su receptor de membrana Frizzled, esto activa al
regulador positivo de esta via, Disheveled 1, llevando a la fosforilacién e inhibicidn de GSK3f3 con

la consecuente estabilizacién de B-catenina (Bergman et al., 2010).

Estimulos prohipertréficos fosforilan a GSK3B en serina 9, lo que tiene un efecto inhibitorio en la
actividad de esta quinasa (Haq et al., 2003). El aumento en la presidn intraventricular por
constriccién adrtica transversa (TAC) como un estimulo hipertréfico, rapidamente aumenta la
fosforilacién de GSK3Bin vivo y la inhibicién de GSK3B con litio tiene un efecto aditivo en la
hipertrofia producida por sobrecarga de presién (Tateishi et al., 2010). Ademas, B-catenina
funciona como un regulador positivo de la hipertrofia en cardiomiocitos tratados con fenilefrina
y su disminucién atenua la hipertrofia; el promotor del gen del péptido natriurético auricular
(ANP) tiene sitios de unién para el factor transicripcional LEF1 y el tratamiento con fenilefrina
aumenta el reclutamiento de B-catenina al promotor de ANP (Zhang et al., 2009). Por ultimo, la
interrupcién de la via Wnt en un modelo knock out para el regulador positivo de la via Wnt,
Disheveled 1, atenua la hipertrofia producida por sobrecarga de presidn mediante un mecanismo

que involucra a GSK3B y B-catenina (van de Schans et al., 2007).

Policistina-1 y B-catenina



La evidencia de la literatura sobre la regulacidon que ejerce policistina-1 sobre B-catenina es
controversial. Mientras Kim et al. 1998 indican que la sobreexpresidn del fragmento C-terminal
de policistina-1 estabiliza a B-catenina en el citoplasma, permitiendo su migracién al nucleo y
activacion transcripcional de sus genes blanco (Kim et al., 1998), Lal et al. 2008 indican que el
fragmento C-terminal de policistina-1 regula negativamente a B-catenina, uniéndose a ella en el
nucleo e impidiendo que ocurra activacién transcripcional (Lalet al., 2008). Por otra parte, se ha
observado policistina-1y B-catenina forman parte de un complejo multiproteico en la membrana

plasmatica y en sitios de unién célula-célula junto a E-cadherina y B-catenina (Huan et al., 1999).

A este antecedente se suma que en muestras de quistes de pacientes con ADPKD que tienen
mutaciones en policistina-1, la via Wnt estd activada (Lal et al., 2008). Estas evidencias indican

que existiria una regulacion entre policistina-1 y el funcionamiento de la via Wnt.

IGF-1 y B-catenina

Tanto en osteoblastos (Sunters et al., 2009) como en una linea celulares de hepatocito (Desbois-
Mouthon et al., 2001) se ha descrito que la activacion del receptor de IGF-1 inhibe a GSK3pB a
través de la via PI3K-Akt, lo que conlleva a la acumulacion de B-catenina en el citoplasma y

aumento de su actividad transcripcional dependiente de TCF/LEF.

Con respecto a la hipertrofia cardiaca, la estimulacidn de los cardiomiocitos con IGF-1 inhibe a
GSK3p por fosforilacién en serina 9 a través de la via de PI3K-Akt. La sobreexpresion de una forma
no fosforilable de GSK3f inhibié los efectos prohipertroéficos de IGF-1, por lo que GSK3 seria un
regulador negativo de la hipertrofia inducida por IGF-1 (Seimi et al., 2004). No hay informacidn
respecto a qué ocurre con B-catenina posterior a la activacion del receptor de IGF-1 en el

cardiomiocito.
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De los antecedentes descritos anteriormente se desprenden las siguientes preguntas:

* Es policistina-1 un regulador de la hipertrofia del cardiomiocito?
* ¢Media policistina-1 |a hipertrofia inducida por estimulos neuroendocrinos, como IGF-1?

¢ Siesasi, éCual es el mecanismo involucrado?

2. HIPOTESIS

Policistina-1 media la hipertrofia del cardiomiocito inducida por el factor de crecimiento andlogo a

insulina tipo 1 (IGF-1).

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar si policistina-1 participa en la hipertrofia del cardiomiocito inducida por el factor de

crecimiento andlogo a insulina tipo 1 (IGF-1).

4, OBJETIVOS ESPECIFICOS
e  Objetivo especifico 1: Estudiar si policistina-1 participa en la hipertrofia del cardiomiocito
de rata inducida por IGF-1 o estrés mecdnico.
e  Objetivo especifico 2: Determinar como policistina-1 regula la activacion de la red

transduccional Akt, ERK y Calcio activada por IGF-1.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo primario de cardiomiocitos de rata

Los cardiomiocitos se obtuvieron desde corazones de ratas neonatas de 2 a 3 dias de edad siguiendo
el protocolo descrito por Galvez et al., 2001. Brevemente, los corazones se aislaron, las auriculas
removidas, se disgregaron mecanicamente los ventriculos y se sometieron a digestiones sucesivas
con colagenasa tipo Il y pancreatina. Las células aisladas se pre plaquearon por 2 h a 37 °C para
remover los fibroblastos. Posteriormente, los cardiomiocitos se recolectaron y resuspendieron en
medio de mantencion (MM) (DME:M199, 4:1) suero fetal bovino (SFB) 5% y suero fetal caprino (SFC)
10%. Se sembraron segun las necesidades experimentales en MM 5% SFB-10% SFC, en presencia de
5-bromo-2’-deoxiuridina, sobre placas de cultivo cubiertas con gelatina (2% p/v). Los cardiomiocitos
se mantuvieron en incubadores termorregulados, a 37 °C, en una atmédsfera humidificada con 5%

de CO2 y 95% aire al menos por 24 h en medio con suero antes de exponerlos a cualquier estimulo.

5.2. Estimulos hipertroficos

Después de 24 h posteriores al sembrado, las células se lavaron y se dejaron por 24 h con medio de
mantencién en ausencia de suero fetal. Transcurrido este tiempo los cardiomiocitos se estimularon
con IGF-1 10 nM (IGF-1 recombinante humano donado por el Dr. C. George-Nascimento, Austral
Biologicals, San Ramon, CA), entre 0 y 48 h, dependiendo del experimento, basados en nuestros
trabajos previos (Foncea et al, 1997; Lavandero et al,, 1998; |barra et al., 2004). También se
utilizaron como estimulos hipertréficos Norepinefrina (NE, concentracion 10 uM, Sigma, nimero de
catalogo A7257) o soluciones hiposméticas (SH, 30 y 50%) (Medio de mantencién diluido con agua

bidestilada)

5.3. Silenciamiento de PC-1
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Los cardiomiocitos, posterior al lavado, se transfectaron con 140 nM de siRNA, disuelto en agua libre
de RNasas, contra policistina-1 (Sigma, nimero catalogo SASI_Rn01_00193562) o con un siRNA
control (Sigma, nimero catalogo SIC001) por toda la noche en medio Opti-MEM (Invitrogen, nimero
catalogo 31985070), como vehiculo de transfeccidn se utilizé oligofectamina(lnvitrogen, nimero
catdlogo 12252011, 0,003% por 12 a 14 h). Posteriormente se cambid el me dio de transfeccion por
medio de mantenciony 24 h después se realizaron los estimulos. Para disminuir los niveles proteicos
de policistina-1 y asi poder estudiar su rol en la hipertrofia del cardiomiocito se utilizé un siRNA
especifico para esta proteina. A las 24 h post transfeccidon ya se aprecid una disminucion de los
niveles proteicos de aproximadamente un 50% que se mantuvo a las 48 h post-transfecciéon (Figura

1),
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Figura 1: siRNA especifico para Policistina-1 disminuye los niveles proteicos de esta proteina.
Niveles proteicos de policistina-1 determinados por Western blot. * p<0,05 vs siCtr. n = 3.
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5.4. Extraccion de proteinas

Los cardiomiocitos se lisaron con tampdn de lisis RIPA, se centrifugaron a 10.000 x g por 10 min a
4°C, se rescataron los sobrenadantes siguiendo el protocolo descrito por Foncea et al. 1997. Las
proteinas se cuantificaron por el método de Bradford (BioRad protein assay, BioRad, Hercules, CA,
EEUU) y se desnaturd en tampdn SDS-PAGE 4x, para ser almacenado posteriormente a—20°C.

(Bradford, 1976)

5.5.  Western blot

La separacion de las proteinas en base a su masa molecular se realizé mediante electroforesis en
geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos, las muestras se mezclaron con tampdén de carga 4X
y se hirvieron por 3 min, y se cargaron alrededorde 30 ug de extracto proteico. El gel concentrador
se prepard al 4% y el separador al 7%. La electroforesis se realizé a un voltaje constante (100 V) en
tampodn de electroforesis. Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a
una membrana de PVDF (BioRad, Hercules, CA, EEUU) de 0,20 um a 0,35 A por 90 min en tampdn
de transferencia. Una vez transferidas, la membranas se bloquearon con tampdén de bloqueo (TBS
1X; Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v) durante 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios a una dilucion 1:1.000
(Policistina-1),1:3.000 (B-MHC), 1:1.000 pAkt y Akt total, 1:1.000 pERKs y ERK total, 1:5.000 GAPDH,
en tampdn de incubacidn (TBS 1x; Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v) toda la noche a 4°C
con agitacion suave. Luego, las membranas se lavaron durante 30 min en TBS 1x; Tween-20 al 0,1%,
y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario; anti-IgG de ratén
o0 conejo conjugado con peroxidasa, segun corresponda, en un titulo de 1:5.000 en tampén de
bloqueo TBS 1x; Tween-20 al 0,1%. Para detectar las proteinas, las membranas, previamente

lavadas, se incubaron durante 1 min en la solucién quimioluminiscente para Western blot ECL y se
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revelaron en un equipo automatizado Diversity. Después de realizar los ensayos de Western blot,
las membranas de nitrocelulosa se incubaron por 1 h en una solucién de rojo Ponceau (rojo ponceau

2%, TCA 30%, acido sulfosalicilico 30%) para desprender los anticuerpos.

5.6. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para todos los experimentos en que se realizd citometria de flujo, se utilizaron placas de cultivo de
12 pocillos a una densidad de 3 x 10° células/pocillo. Se utilizé la sonda 1,2,3 Dihidrorodamina (DHR)
(excitacién: 488 nm, emisién: 515 nm), preincubada por 30 min y perdxido de hidrégeno 100 uM,
como control (15 min antes de la determinaciéon). Una vez finalizados los tratamientos y la carga de
la sonda respectiva, se removié el medio y las células se soltaron utilizando 300 pL de una solucién
de tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS durante 5 min a 372C. Una vez finalizados los 5 min de
tripsinizacién, la reacciénse detuvo utilizando SFB en una proporcién 1:10. Posteriormente, las
células ya cargadas se traspasaron a tubos BD para citometria y su fluorescencia se analizé en un

citometro de flujo FACS — SCAN (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, EEUU).

5.7. Incorporacion de leucina

Los cardiomiocitos de rata neonata se cultivaron como se describié anteriormente. Al medio de
cultivo se adicioné [?H-Leucina] (1 mCi/mL, Perkin-Elmer). Después del tratamiento los
cardiomiocitos se lavaron tres veces con PBS frio y se incubaron con acido tricoloacético 10% por
30 min a 4 °C, posteriormente se lavaron tres veces con etanol 95% frio. Las células se lisaron en
1 mL de NaOH por 6 h a 37 °C en agitacion. Los lisados se neutralizaron con 1 mL de HCI 0,5 Ny el
contenido total de cada pocillo se cuantificé en un contador de centelleo (Beckman) (Pedrozo et al.,

2015)
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5.8. Ensayo de gen reportero

Los cardiomiocitos se transfectaron con 0,5 pg de plasmidios pTOP-FLASH (reportero paraTcf/Lef)
pFOP-FLASH (sitios de unidn para Tcf/Lef mutados) estos plasmidios fueron donados por el Dr. Hans
Clevers (Hubrecht Laboratory, Uppsalalaan, Holanda) (Torres et al., 2007) y como control de
transfeccion se utilizé el plasmidiopRL TK (reportero timidina quinasa acoplado a luciferasa-renilla).
Los cardiomiocitos se transfectaron por 6 h, posteriormente se mantuvieron en medio de
mantencién por 24 h antes de los estimulos y se estimularon con IGF-1 10 nM o fenilefrina 100 uM
por 24 h. La actividad luciferasa se determind utilizando el kit comercial Dual Luciferase Reporter
Assay System (Promega). La emisidon de luz se midié en un luminometro (Synergy 2, BioTek) a

temperatura ambiente.

5.9. Inmunofluorescencia indirecta

Posterior al cultivo, los cardiomiocitos se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de
2,5 x 10°células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de didmetro cubiertos de gelatina
(2 %). Luego del estimulo, las células se lavaron con PBS frio, se fijaron con parafolmadehido al 4%
en PBS por 20 min, se permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y se bloquearon
con BSA al 1% en PBS (filtrado) durante 1 h. Posteriormente, para determinar la distribucidn
subcelularde B-catenina, las células se incubaron con los anticuerpos anti: B-catenina (dilucion
1:100), en PBS-BSA 1% durante toda la noche a 4°C. Luego se incubaron por 2 h a temperatura
ambiente y protegidas de la luz con el anticuerpo secundario Alexa 488 anti IgG de ratdn (dilucion
1:300) y Hoechst (dilucion 1:1.000) para visualizar los nucleos; las células se montaron en los
portaobjetos respectivos, utilizando DAKO como medio de montaje. Luego, se observaron en un
microscopio de epifluorescencia Olympus IX 81 DSU objetivo 40X con cdmara XM10. El analisis de

las imagenes se realizo utilizando el programa Image J (NIH, EEUU).
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5.10. Determinacion del area y perimetro celular

Para determinar el drea celular, los cardiomiocitos se sembraron en placas de 12 pocillos a una
densidad de 2,5 x 10°células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de didmetro cubiertos
de gelatina (2 %). Luego del estimulo, las células se lavaron con PBS frio, se fijaron con
parafolmadehido al 4% en PBS por 20 min, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% en PBS por
10 min y se bloquearon con BSA al 1% en PBS (filtrado) durante 1 h. Las células se trataron con la
sonda faloidina-rodamina (diluciéon 1:500) y Héechst (dilucidon 1:1.000) para visualizar los nucleos.
Finalmente, las células se montaron en los portaobjetos respectivos, utilizando DAKO como medio
de montaje y se observaron en un microscopio de epifluorescencia Olympus IX 81 DSU objetivo 40X

con cdmara XM10. El analisis de las imagenes se realizé utilizando el programa Image J (NIH, EEUU).

5.11. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos corresponder al promedio + SEM de, al menos, tres experimentos
independientes (salvo se indique lo contrario). Los resultados se comparan utilizando ANOVA con
post test Bonferroni, a menos que se especifique otro post test. Un valor de p < 0.05 se considerd

estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Objetivo especifico 1. Determinar si Policistina-1 participa en la hipertrofia del

cardiomiocito de rata inducida por IGF-1 o por estrés mecdnico.

6.1.1. Policistina-1 es necesaria para el aumento del marcador de hipertrofia B-MHC inducido por

IGF-1

Para determinar el papel de PC-1 en la hipertrofia inducida por IGF-1, los cardiomiocitos se
estimularon con IGF-1 (10 nM) por 48 h y se analizaron distintos marcadores de hipertrofia como
los niveles de la isoforma beta de la cadena pesada de la miosina (B-MHC), parametros morfoldgicos,
como areay perimetro celular, y el porcentaje de células que presentan el citoesqueleto de actina
organizado en sarcoémeros. Los niveles de la proteina B-MHC se determinaron por Western blot.
Como se muestra en la Figura 2, el aumento de B-MHC inducido por IGF-1 estd disminuido en los

cardiomiocitos tratados con el siRNA PC-1.

6.1.2. Policistina-1 se requiere para el aumento en el drea y perimetro celular inducido por IGF-1.
El tamafio celular inducido por IGF-1 se ve reflejado en un incremento en el perimetro y en el drea
de los cardiomiocitos. Los cardiomiocitos se trataron con IGF-1 10 nM por 48 h vy tifid el
citoesqueleto de actina con la sonda fluorescente faloidina-rodamina, se determind el area y
perimetro celular usando el programa Imagel, cuantificando la extensién de la marca fluorescente.
En los cardiomiocitos tratados con IGF-1 y cuya PC-1 se encuentra silenciada no se observé dicho

aumento en el area ni perimetro celular (Figura 3).

6.1.3. Policistina-1 se requiere para el aumento en la sarcomerizacién inducido por IGF-1

La reorganizacién del citoesqueleto de actina en sarcdmeros es otra caracteristica que presentan
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los cardiomiocitos al desarrollar hipertrofia. Se determind la presencia de estructuras sarcoméricas
y el porcentaje de cardiomiocitos que presentaban esta reorganizacion en imagenes de células
cardiacas tefiidas con faloidina-rodamina. Una forma de visualizar la reorganizacion del
citoesqueleto de actina es la organizacién a lo largo de un sarcémero mediante una linea y
determinar su fluorescencia. La presencia de sarcémeros se aprecia al encontrarse con oscilaciones
regulares de la fluorescencia, como ocurre en las células tratadas con IGF-1 en presencia del siRNA
control (Figura 4A); si no hay sarcdmeros no se observa este patrdn regular en distribucién de la
fluorescencia, como se observa en los cardiomiocitos tratados con el siRNA para PC-1 y estimulados
con IGF-1 (Figura 4B). El tratamiento con IGF-1 (10 nM) por 48 h indujo la aparicidn de estructuras
sarcoméricas en un 75% de los cardiomiocitos, en presencia del siRNA control. En el caso de los
cardiomiocitos tratados con el siRNA contra PC-1, la presencia de sarcdmeros se atenud
significativamente (27% de las células observadas) (Figura 4C)

Los resultados descritos muestran que tanto el marcador bioquimico de hipertrofia, B-MHC, como
los marcadores morfoldgicos, el area y perimetro celular, y el grado de sarcomerizacién, muestran

qgue PC-1 es necesaria para que se desarrolle hipertrofia en los cardiomiocitos en respuesta a IGF-1.

19



BMHC | e wo S W [ 230KDz

GAPDH| s S S S, — 37 KDa

siRNA Ctr PC1 Ctr PC1
MM IGF-1

2.0

1.5

p-MHC/GAPDH
(veces el control)

Figura 2: Disminucion en los niveles de PC-1 inhibe el aumento de f-MHC dependiente de IGF-1. A:
Western blot para B-MHC de cardiomiocitos estimulados con IGF-1 10 nM por 48 h. B: Cuantificacion
de los niveles de B-MHC. siCtr: siRNA control. siPC1: sSRNA contra PC-1. MM: Medio de mantencién.
*p< 0,05 vs siCtr MM, %p< 0,05 vs siCtr IGF-1. n=4. Los datos corresponden al promedio + SEM.
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Figura 3: Disminucion en los niveles de PC-1 inhibe el aumento en el drea y perimetro celular
dependientes de IGF-1. A: Tincion del citoesqueleto de actina con faloidina-rodamina de
cardiomiocitos tratados con IGF-1 (10 nM) por 48 h. Rojo: faloidina-rodamina. Azul: Hoechst.
B: Cuantificacion del area celular. C: Cuantificacidon del perimetro celular. siCtr: siRNA control.
siPC1: siRNA contra policistina-1. MM: medio de mantencién. “p< 0,01; “"p< 0,001 vs siCtr MM,
&p< 0,05; #&&p< 0,001 vs siCtr IGF-1. n = 3. Los datos se muestran como promedio + SEM.
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Figura 4: PC-1 se requiere para el aumento en la sarcomerizacion dependiente de IGF-1.

A: Tincién del citoesqueleto de actina con falloidina-rodamina y visualizacién de los sarcémeros
trazando una linea y determinacién del patrén de flourescencia a lo largo de esta linea en presencia
del siRNA control (A) y contra policistina-1 (B) en cardiomiocitos estimulados con IGF-1.
C: Cuantificacion de células que presentan reorganizado el citoesqueleto de actina en sarcomeros.
siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA para PC-1. MM: medio de mantencién. "~ p< 0,001 vs siCtr MM;
&&&<0,001 vs siCtr IGF-1. Los datos corresponden al promedio + SEM. n = 3.
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6.1.4. Disminucion en los niveles de policistina-1 con un siRNA especifico previene el aumento
del marcador de hipertrofia -MHC inducido por hiposmolaridad.

Los cardiomiocitos se trataron con las soluciones hiposmdticas 30 y 50% y se determinaron los
niveles de la proteina B-MHC por Western blot. El tratamiento con las soluciones hiposmoticas
aumenté el contenido de este marcador de hipertrofia cuando se utilizd el siRNA control (siCtr),

pero este aumento que no se observd al utilizar el siRNA para Policistina-1 (Figura 5)

6.1.5. Policistina-1 regula el aumento en la incorporacién de leucina inducido por estrés

mecanico por hiposmolaridad.

Otra forma de determinar la hipertréfia es a través de la incorporacion de leucina tritiada, que da
cuenta del aumento en la sintesis de proteinas. Se midié la incorporacion de Leucina tritiada, como
marcador de la sintesis de proteinas e hipertrofia, en los cardiomiocitos posterior al estrés
hiposmdtico. El tratamiento con las soluciones hiposmédticas aumenta significativamente la
incorporacioén de leucina tritiada, lo mismo ocurre con norepinefrina, utilizada como control positivo
para el desarrollo de hipertrofia. Las células tratadas con el siRNA contra PC-1 no presentan dicho

aumento. (Figura 6)

Estos resultados (Figuras 5 y 6) muestran que policistina-1 es necesaria para el desarrollo de
hipertrofia de los cardiomiocitos inducida por estrés mecdanico, determinado tanto por el contenido
proteico del marcador de hipertrofia B-MHC como por el aumento en la sintesis de proteinas

(incorporacién de leucina).
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Figura 5: siRNA para Policistina-1 previene el aumento de B-MHC inducido por hiposmolaridad.
Los cardiomiocitos se trataron con siRNA para policistina-1 y luego se incubaron con las soluciones
hiposmaticas al 30 6 50% por 48 h. Los niveles de la proteina f-MHC se determinaron por Western

blot. siCtr: siRNA control. PC1: siRNA contra policistina-1. MM: medio de mantencidn. * p < 0,05 vs
MM. n=>3.
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Figura 6: Policistina-1 regula el aumento en la incorporacion de leucina inducido por estrés
mecdnico. Los cardiomiocitos se trataron con siRNA para policistina-1 y luego se incubaron con las
soluciones hiposmdticas al 30 y 50% por 48 h en un medio con leucina tritiada. siCtr: siRNA control.
PC1: siRNA contra policistina-1. PE: fenilefrina (50 uM). MM: medio de mantencion. *p < 0,05,
**p < 0,01, *** p < 0,001vs MM. #&p < 0,001 vs & siCtr. n > 3.

24



6.2. Objetivo especifico 2: Determinar como PC-1 regula la activacion de la red transduccional Akt,

ERK y Calcio activada por IGF-1.

6.2.1 La disminuciéon de los niveles de PC-1 atenuta la fosforilacion del receptor de IGF-1

dependiente de IGF-1.

Dado que rio abajo del receptor de IGF-1 se activan las proteinas quinasas ERK y Akt, y ademas se
producen aumentos intracelularesde Ca®* (Ibarra et al., 2004, Ibarra et al., 2013), se planted la
interrogante si alguna de estas vias transduccionales podria estar regulada por PC-1, por lo que se
estudiaron cada una de ellas. Para dilucidar el mecanismo por el cual PC-1 puede regular la
hipertrofia de los cardiomiocitos inducida por IGF-1, en primer lugar se estudié la fosforilacién de la
subunidad B del IGF-1R, ya que este es el primer evento en la cascada de seializacion del IGF-1
(Foncea et al., 1997). La Figura 7 muestra el resultado de la evaluacidn de los niveles de las formas
fosforilada y total de la subunidad beta del IGF1R por analisis de Western blot. IGF-1 produjo una
rapida fosforilacion del receptor de IGF-1, la que fue atenuada cuando estan disminuidos los niveles
de PC-1 (Figura 7B). Sin embargo esto ocurre sin afectar los niveles totales dela subunidad 3 del

IGF-1R (Figura 7C).
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Figura 7: Disminucion de los niveles de PC-1 atenua la fosforilacion del receptor de IGF-1
dependiente de IGF-1. A: Anilisis de Western blots para la subunidad [ del IGF-1R fosforilada y total
y para GAPDH. Cuantificacidn de los niveles de la forma fosforilada (panel B) y total (panel C) de
subunidad B del IGF-1R. MM: medio de mantencion. siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA contra PC1.
"p< 0,001 vs siCtr MM, &p< 0,05 vs siCtr IGF-1. n = 6. Los datos se muestran como promedio * SEM.

6.2.2. La fosforilacion de Akt inducida por IGF-1 se atenta al disminuir los niveles de PC1.

El IGF-1R activa distintas vias transduccionales, entre ellas se encuentran Akt y ERK, las que

dependen de la actividad tirosina quinasa del receptor y aumentos de calcio intracelular
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dependientes de IP;, que depende del acoplamiento a una proteina Gai. Con el fin de determinar
cual o cuales de estas vias se ven afectadas al disminuir los niveles de policistina-1 se estudiaron
cada una de ellas. Akt requiere de dos fosforilaciones para su completo estado de activacion, la
primera ocurre en la treonina 308 y la segunda en serina 473. Con esta segunda fosforilacion, Akt
se encuentra completamente activa. Para determinar si la fosforilacion de Akt en la serina 473 se
afecta en los cardiomiocitos que tienen disminuidos los niveles de PC-1 se realizaron Western blots
para evaluar los niveles de las formas fosforilada y total de Akt. El tratamiento con IGF-1 (10 nM)
por 5 min induce la fosforilacién de Akt, tal como esta descrito en literatura, mientras que su
fosforilacién se atenuda tras los 5 min de estimulacién con IGF-1 en los cardiomiocitos con menores

niveles de PC-1 (Figura 8).
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Figura 8: Fosforilacion de Akt inducida por IGF-1 se atenua al disminuir los niveles de PC1. A:
Western blots contra Akt fosforilada en serina 473, Akt total y GAPDH. B: Cuantificacién de los
niveles de fosfo-Akt (5473). MM: medio de mantencidn. siCtr: siRNA control. siPC1: siRNAcontra
policistina-1. *“p< 0,001 vs siCtr MM, #&p< 0,01 vs siCtr IGF-1. n = 6. Los datos se muestran como
promedio £ SEM.

6.2.3. La fosforilacion de ERK1/2 inducida por IGF-1 se atenua al disminuir los niveles de

policistina-1.

La via ERK es otra de las vias transduccionales que se activan rio abajo del receptor de IGF-1. Se
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determinaron los niveles de ERK1/2 fosforiladas después de estimular con IGF-1 (10 nM) por 5 min.
El tratamiento con IGF-1 produjo un aumento significativo de la fosforilacién de ERK1/2, efecto que

es atenuado significativamente al estar disminuidos los niveles de PC-1 (Figura 9).
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Figura 9: Fosforilacion de ERK1/2 inducida por IGF-1 se atenta al disminuir los niveles de PC-1.
A: Western blots para las formas ERK 1/2 fosforiladas y totales y GAPDH. B: Cuantificacion de los
niveles de las formas fosforiladas de ERK1/2. MM: medio de mantencidn. siCtr: siRNA control. siPC1:

siRNA para PC-1.""p< 0,001 vs siCtr MM, &p< 0,01 vs siCtr IGF-1. n = 4. Los datos se muestran como
promedio £ SEM.
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6.2.4. Las cinéticas de calcio dependientes de IGF-1 no se modifican por la reduccién de los niveles
proteicos de policistina-1.

El IGF-1R en el cardiomiocito se ha descrito con un receptor con actividad tirosina quinasa hibrido
(Ibarra et al., 2004) que ademas de sefializar por la via tirosina quinasa se acopla a una proteina Ga,
produciéndose rapidos aumentos de calcio intracelulares dependientes de IP3. Se realizaron
cinéticas de calcio con la sonda Fluo3-AM en medio con calcio extracelular (Figura 10). IGF-1 produjo
rapidos aumentos de calcio tanto en nucleo (Figura 10A) como en citoplasma (Figura 10B). No se
observan diferencias en las cinéticas de calcio al comparar la células con el siRNA control (siCtr) con
las que tienen disminuidos los niveles de PC-1 (siPC1), como control positivo se utilizdé histamina. Se

muestra una cinética representativa
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Figura 10: Cinéticas de calcio dependientes de IGF-1 no se alteran por la reduccion de los niveles
de PC-1. Las cinéticas de calcio se determinaron con la sonda Fluo-3AM. A: Ndlcleo. B: Citoplasma.
siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA para PC-1. n = 3.
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6.2.5. La reduccion de la fosforilacion del receptor de IGF-1 estimulada por la disminucion de los

niveles proteicos de policisina 1 se previene al inhibir proteinas tirosina fosfatasas

Dado que la ausencia de PC-1 produce una menor fosforilacion del IGF-1R, se buscé determinar
como policistina-1 se relaciona con la fosforilacidon del receptor de IGF-1. Para ello se estudié el
efecto de distintos inhibidores de fosfatasas. Se utilizé phos stop, inhibidor general de fosfatasas,
ortovanadato de sodio para inhibir sélo tirosina fosfatasas y fluoruro de sodio para inhibir
serina/tronina fosfatasas. La Figura 11A muestra un Western blot representativo para el IGF-1R
fosforilado (pIGF1R), receptor de IGF-1 total y GAPDH. Para facilitar la explicacién de cudl es el efecto
de los distintos inhibidores de fosfatasas se muestran separados en tres graficos distintos (Figuras
11B-D). Estos resultados muestran que el tratamiento previo con el inhibidor de tirosina fosfatasas,
ortovanadato de sodio, recupera los niveles de fosforilacidn del IGF-1R en los cardiomiocitos que
tienen disminuidos los niveles de PC-1 (Figura 11B).

Al inhibir tanto tirosina fosfatasas como serina/treonina fosfatasas (phos stop) se mantienen los
niveles de fosforilaciéon del IGF-1R en relacién a los cardiomiocitos sin inhibidores de fosfatasas
(Figura 11C) y al inhibir las serina/treonina fosfatasas (Fluoruro de sodio) la fosforilacién del IGF-1R

se observa disminuida en ambas condiciones. (Figura 11D).
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Figura 11: Fosforilacion del receptor de IGF-1 inhibida por el siRNA para Policisina 1 se recupera al
inhibir tirosinas fosfatasas. A: Western blot representativo para la subunidad 3 del receptor de IGF-
1 fosforilado (pIGF1R), para el receptor total (IGF1R) y GAPDH. Efecto del inhibidor de tirosina
fosfatasas ortovanadato de sodio (B), inhibidor general de fosfatasas phos stop (C) y del inhibidor
de serina/treonina fosfatasas NaF (D). siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA para PC-1.*p< 0,01 vs siCtr
IGF1; #p< 0,01 vs siCtr IGF1; %%#p< 0,001 vs siPC1 IGF-1. n = 5Los datos se muestran como promedio

+ SEM.
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6.2.6. Disminucidn de los niveles del receptor de IGF-1 fosforilado inducida por el siRNA para

policistina 1 se previene con un inhibidor especifico de la proteina tirosina fosfatasa 1B

Dado que al utilizar el inhibidor general de tirosina fosfatasas, ortovanadato de sodio, se revirtié la
disminuciéon en la fosforilacion del IGF-1R observada al reducir los niveles de PC-1, se utilizo el
inhibidor especifico de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) CinnGEL-2ME. Al pretratar los
cardiomiocitos con CinnGEL-2ME 10 uM por 1 h y estimular con IGF-1 (10 nM) por 5 min, se revierte
la disminucién en la fosforilacion del receptor de IGF-1 en los cardiomiocitos que tienen disminuidos

los niveles de PC-1. (Figura 12)
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Figura 12: Disminucion de la fosforilacion del receptor de IGF-1 inducida por la reduccipon del los
niveles de policistina 1 se recupera al utilizar un inhibidor especifico dela proteina tirosina
fosfatasa 1B. A: Western blot representativo para la subunidad 3 del receptor de IGF-1 fosforilado
(pIGF1R), para el receptor total (IGF1R) y GAPDH. B: Cuantificacidn de los western blots. siCtr: siRNA
control. siPC1: siRNA para PC-1.*p< 0,01 vs siCtr IGF1;%¥p< 0,01 vs siPC1 IGF-1. n = 4 Los datos se
muestran como promedio = SEM.
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6.2.7. Disminucion de fosforilacion de Akt inducida por la reduccion de los niveles de policistina

se previene con un inhibidor de la proteina tirosina fosfatasa 1B

Como la disminucién en la fosforilacion del receptor de IGF-1, al disminuir los niveles de
policistina-1, es revertida por el inhibidor de la PTP1B, se estudid si también se revierte el efecto en
las vias transduciionales Akt y ERK. Los cardiomiocitos se pretrataron con CinnGEL-2ME 10 uM por
1 h y estimulados con IGF-1 (10 nM) por 5 min, la disminucidn en la fosforilaciéon de Akt en Ser4d73,
gue se observaba al disminuir los niveles de policistina-1, se recupera al inhibir la proteina tirosina

fosfatasa 1B con el inhibidor especifico CinnGEL-2ME (Figura 13)
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Figura 13: Disminucion de la fosforilacion de Akt dependiente de IGF-1 debida a la reduccion de
los niveles de policistina-1 se previene con un inhibidor de proteina tirosina fosfatasa 1B.
A: Western blots contra Akt fosforilada en serina 473, Akt total y GAPDH. B: Cuantificacion de los
nieveles de Akt fosforilado (5473). siCtr: siRNA control. siPC1: siRNAcontra policistina-1. *p< 0,01 vs
siCtr IGF1; #&p< 0,001 vs siPC1 IGF-1.n = 4. Los datos se muestran como promedio + SEM
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6.2.8. Disminucion en la fosforilacion de ERK1/2 dependiente IGF-1 observada al reducir los
niveles proteicos de policistina-1 se previene con un inhibidor especifico de la proteina tirosina

fosfatasa 1B.

Los cardiomiocitos se pretrataron con CinnGEL-2ME 10 uM por 1 h y estimularon con IGF-1 (10 nM)
por 5 min. A similitud de lo que ocurre con Akt, la fosforilaciéon de ERK1/2, que se encontraba
disminuida en los cardiomiocitos en los que se silencié policistina-1, se previene en presencia del

inhibidor especifico de la proteina tirosina fosfatasa 1B (Figura 14)
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Figura 14: Disminucion de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por el siRNA para policistina se
previene al inhibir la proteina tirosina fosfatasa 1B. A: Western blots para las formas ERK1/2
fosforiladas y totales y GAPDH. B: Cuantificacion de los niveles de las formas fosforiladas de ERK1/2.
siCtr: siRNA control. siPC1: siRNAcontra policistina-1. *p< 0,01 vs siCtr IGF1; #p< 0,05 vs siPC1 IGF-1.
N = 4. Los datos se muestran como promedio + SEM.

6.2.9. Efecto del siRNA contra policistina-1 en los niveles de ROS de cardiomiocitos tratados con
IGF-1.

Dado que en los resultados anteriores muestran que la PTP1B esta siendo regulada por policistina-1,
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es necesario indagar en el mecanismo por el cual se estaria ejerciendo esta regulacidn. En relacion
a la regulacién de la actividad de la PTP1B, ésta aluin es controversial. Se postula que esta fosfatasa
estaria constitutivamente activa y que las especies reactivas del oxigeno (ROS) oxidan las cisteinas
reactivas inhibiendo su actividad (Bakke et a./, 2015). Se han descritos fosforilaciones en serina y
tirosina, las que pueden aumentar o disminuir su actividad dependiendo de tipo celular, por lo que
aun no estd establecido si hay una relacién general entre estas modificaciones post-traduccionales
y la actividad de la PTP1B (Yip et al., 2010). En primer lugar se estudiaron los niveles intracelulares
de ROS a través de la sonda dihidrorodamina. Los cardiomiocitos se trataron con el siRNApara
policistina-1y 24 h post-transfeccidn se estimularon con IGF-1 10 nM por 5 min y los niveles de ROS
se determinaron por medio de la sonda dihidrorrodamina por citometria de flujo. C omo control
positivo se utilizé perdxido de hidrégeno y como control negativo se utilizé N-acetilcisteina. La
Figura 15 muestra que no se observaron cambios en los niveles de ROS en los cardiomiocitos que
tenian disminuidos los niveles de policistina-1, ni basalmente ni posteriormente a la estimulacién

con IGF-1.
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Figura 15: Disminucion en los niveles de policistina-1 no afecta los niveles de ROS en
cardiomiocitos tratados con IGF-1. Niveles de ROS determinados con la sonda dihidrorodamina.
siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA parapolicistina-1.n = 3 para las condiciones con MM, IGF-1y H,0,
y n =1 para H,0, Nac. Los datos se muestran como promedio + SEM
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6.2.10. Selectividad del efecto de PTP1B en la accidn de policistina-1 en el cardiomiocito tratado
con IGF-1.

Dado que no se observaron cambios en los niveles de ROS determinados por la sonda
dihidrorodamina, se estudié el estado de fosforilacién de otro sustrato de la PTP1B, el receptor de
insulina, como una medida indirecta de actividad de esta fosfatasa. Para este fin, los cardiomiocitos
se transfectaron con el siRNA para policistina-1, 24 horas post transfecciéon se pretrataron con
CinnGEL-2ME 10 uM por 1 h y se estimularon con insulina 10 nM por 10 min, y la fosforilacion del
receptor de insulina de determind por Western blot. La figura 16 muestra que en los cardiomiocitos
que tienen disminuidos los niveles de policistina-1 no se observé una disminucion en la fosforilacién
del receptor de insulina, como si ocurre con el receptor de IGF-1. El tratamiento con el inhibidor de
la PTP1B, CinnGEL, aumenté los niveles de fosforilacidn del receptor de insulina, confirmando que

este receptor también es sustrato de esta fosfatasa.
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Figura 16: Fosforilacion del receptor de insulina no es afectada por la disminucion de los niveles
de policistina-1 en cardiomiocitos tratados con insulina. A: Western blot representativo para la
subunidad B del receptor de insulina fosforilado (pIR), para el receptor total (IR) y GAPDH.
B: Cuantificacion de los Western blots. siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA para PC-1. #p< 0,01 vs siCtr
Ins;¥p< 0,05 vs siPC1 Ins-1. n = 3. Los datos se muestran como promedio + SEM.
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6.2.11. Efecto de la inhibicidon de PTP1B en la respuesta hipertrofica a IGF-1 en cardiomiocitos con

niveles reducidos de policistina-1.

Como se observé anteriormente, la inhibicion de PTP1B previno los efectos del silenciamiento de
policistina-1, recuperando los niveles de fosforilacién del IGF-1R y de las quinasas ERK y Akt
dependientes de IGF-1 (Figuras 12-14). La pregunta que surgié a continuacidn fue si la inhibicidn de
PTP1B prevenia la atenuacién de la hipertrofia del cardiomiocito dependiente IGF-1 observada al
silenciar policistina-1 (Figuras 2-4). Para este fin, los cardiomiocitos se transfectaron con el siRNA
para policistina-1, pretrataron con CinnGEL-2Me uM por 1 h y estimularon con IGF-1 (10 nM) por
48 h. Luego se determinaron los niveles de mRNA de dos marcadores de hipertrofia, el péptido
natriurético de cerebro (BNP) y el péptido natriurético auricular (ANP); y de los parametros
morfoldgicos area, perimetro celular, y porcentaje de células que presentaban sacémeros. La Figura
17 muestra que los niveles del mMRNA de BNP aumentan en los cardiomiocitos tratados con siRNA
control y estimulados con IGF-1, aumento que no se observa en las células que tenian disminuida
policistina-1, lo que es congruente con lo mostrado en las Figuras 2 a 4. Sin embargo, los
cardiomiocitos tratados con el inhibidor de PTP1B CinnGEL-2Me, tanto en los tratados con el siRNA
control como en aquellos con niveles proteicos disminuidos de policistina-1, este marcador de
hipertrofia estda aumentado. Lo mismo se observa respecto al perimetro, area celular y porcentaje
de células con sarcémeros (Figura 19), registrandose un aumento en todos los parametros en los
cardiomiocitos estimulados con IGF-1 y tratados con el siRNA control, aumento que es prevenido
en los cardiomiocitos con niveles disminuidos de policistina-1, tal como se observa en la figura 3. En
los cardiomiocitos tratados con el inhibidor de PTP1B, y que presentan los niveles de PC1
disminuidos, este efecto desaparece y tanto el perimetro como el area celular aumentan en la
misma medida que en los cardiomiocitos tratados con el siRNA control. Al observar la reorganizacion

del citoesqueleto de actina en sarcdmeros (Figura 18), y cuantificacion de las células que presentan
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sarcomeros (Figura 19C), el efecto observado es el mismo, al igual que en la Figura 4, al estimular
con IGF-1 se observa una reestructuraciéon del citoesqueleto de actina en los cardiomiocitos tratados
con el siRNA control, mientras que los cardiomiocitos con los niveles disminuidos de policistna-1
tienen el mismo patrén que los no estimulados con IGF-1. Al inhibir la PTP1B se observa esta
reorganizacion del citoesqueleto de actina en los cardiomiocitos deficientes en policistina-1, al igual

gue en los tratados con el siRNA control.

De estas evidencias (Figuras 17 -19) se concluye que la inhibicién de PTP1B previene el efecto del
silenciamiento de policistina-1 sobre la hipertrofia del cardiomiocito gatillada por IGF-1. Los niveles
de otro marcador de hipertrofia, el mRNA del péptido natriurético auricular (ANP) no se modificaron
(Figura 17B) en ninguna de las condiciones determinadas. Este resultado es coincidente con
resultados del laboratorio con un gen reportero para ANP, en los que no se observé aumento de la

actividad de este reportero en cardiomiocitos tratados con IGF-1 (tesis doctoral C. Pennanen)
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Figura 17: Inhibicion dela proteina tirosina fosfatasa 1B recupera el efecto del silenciamiento de
PC1 en la respuesta hipertrofica a IGF-1. A: niveles de mRNA de BNP determinados por gPCR. B: de
MRNA de ANP determinados por qPCR. siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA para PC-1.*p< 0,01 vs siCtr
IGF1; %p< 0,01 vs siPC1 IGF-1. n = 4. Los datos se muestran como promedio + SEM
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Figura 18: Inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa 1B recupera el efecto del silenciamiento de
PC1 en la reorganizacion del citoesqueleto de actina en respuesta a IGF-1. A: Tincién del
citoesqueleto de actina con faloidina-rodamina de cardiomiocitos tratados con IGF-1 (10 nM) por
48 h y visualizacion de los sarcémeros trazando una linea (linea amarilla). B: Determinacién del
patrén de flourescencia a lo largo de esta linea en las distintas condiciones experimentales. Se
mustran imdagenes representativas. siCtr: siRNA control. siPC1: siRNA para PC-1.n=4
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Figura 19: Inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa 1B recupera el efecto del silenciamiento de
PC1 en el aumento del adrea, perimetro celular y grado de sarcomerizacion en respuesta a IGF-1
A: Cuantificacién del area celular. B: Cuantificacion del perimetro celular. C: Cuantificacidén de células
que presentan reorganizado el citoesqueleto de actina en sarcémeros. siCtr: siRNA control.
siPC1: siRNA contra policistina-1. MM: medio de mantencién. “p< 0,01; “p< 0,001 vs siCtr MM,
&p< 0,05; #p< 0,01; #&&p< 0,001 vs siCtr IGF-1. n = 4. Los datos se muestran como promedio + SEM.
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7. DISCUSION

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacipon han mostrado que el IGF-1 posee efectos
pro-hipertréficos y anti-apoptéticos en el cardiomiocito (Troncoso et al., 2014). Policistina-1 es una
proteina conocida por su accién mecanosensora en las células de epitelio renal y recientemente
describimos su rol mecanosensor en el cardiomiocito (Pedrozo et al., 2015). Sin embargo hasta la

fecha no se ha decrito una relacién entre policistina-1 y los efectos generados por IGF-1.

En esta tesis se propuso como hipdtesis de trabajo que policistina-1 media la hipertrofia del
cardiomiocito inducida por IGF-1. Los principales resultados muestran que efectivamente
policistina-1 es necesaria para el desarrollo de hipertrofia del cardiomiocito en respuesta a IGF-1,
regulando la fosforilacion del receptor de IGF-1 y la activacidén de las proteinas quinasas rio debajo
de este receptor: Akt y ERK, a través de un mecanismo que involucra a la proteina tirosina fosfatasa

1B.

7.1. Participacidon de policistina-1 en la hipertrofia inducida por IGF-1

El IGF-1 es conocido por inducir hipertrofia fisioldgica. Esta corresponde al aumento de tamafio del
corazon en condiciones no patoldgicas de aumento de la demanda de trabajo, como el embarazo o
el ejercicio fisico regular en atletas de alto rendimiento (Bernardo et al., 2010). La hipertrofia
fisioldgica in vivo se caracteriza por la ausencia de disfuncion contractil y remodelado cardiaco (no
se observa fibrosis ni muerte del tejido cardiaco) (Bernardo et al., 2010). En estudios a nivel celular,
la hipertrofia patoldgica se asocia con un cambio en el metabolismo de los cardiomiocitos, (lemitsu
et al., 2003) y con cambios en su expresidon génica mientras que la de tipo patoldgica se asocia con
alteraciones en la proteinas contractiles (a y B-MHC) y aumento en la expresion de genes fetales

(ANP, BNP y SKA) (Bernardo et al., 2010).
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En este trabajo se presenta que policistina-1 media la respuesta hipertrofica a IGF-1 (Figuras 2-4). El
desarrollo de hipertrofia inducido por IGF-1 se determind por el aumento en los niveles proteicos
del marcador de hipertrofia B-MHC (Figura 2), por el aumento los parametros morfolégicos como
area y perimetro celular (Figura 3), y la reorganizacion del citoesqueleto de actina en estructuras
sarcoméricas (Figura 4). Estos resultados son concordantes por lo descrito tanto por nuestro
Laboratorio como por otros grupos de investigacion, los que han mostrado que la estimulacién de
cardiomiocitos con IGF-1, a pesar de que in vivo produce hipertrofia fisioldgica, in vitro produce
aumento del area celular, en la sintesis de proteinas, y en la expresién de los marcadores
caracteristicos de la hipertrofia patoldgica (B-MHC, SKA y BNP) (lto et al., 1993; Lavandero et al.,
1998, Carrasco et al., 2014). Estos mismos cambios se observan en el ratén transgénico que

sobreexpresa el receptor de IGF-1 (McMullen et al., 2003).

El aumento en todos estos parametros se previno por el siRNA contra policistina-1. Estos resultados
muestran que policistina-1 es necesaria para la respuesta hipertréfica a IGF-1. Este resultado es
novedoso dado que no se ha establecido previamente una relacion entre policistina-1 e hipertofia
inducida por factores neurohumorales, como es el caso del IGF-1, donde no hay estrés mecanico

directamente involucrado.

Policistina-1 se ha descrito principalmente en células de epitelio renal, pero también se ha
encontrado en diversos tejidos, ente ellos el corazén, y particularmente los cardiomiocitos (Peters
et al, 1999) Su funcién mas conocida es la de mecanosensor, cumpliendo un rol en
mecanotransducciéon en el epitelio renal, tejido vascular y osteoblastos; también participa en
eventos relacionados tanto con la mantencién de la polaridad celular como de las interacciones
célula-celula y célula matriz (Piperi y Basdra, 2015). Recientemente nuestro Laboratorio en

colaboracidn con el grupo del Dr Joseph A Hill (UT Southwestern Medical Center, Dallas) describié
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su rol como mecanosensor y regulador de la hipertrofia inducida por estrés mecdanico en
cardiomiocitos (Pedrozo et al, 2015). Policistina-1 se ubica principalmente en la membrana
plasmatica aunque también se ha sugerido su presencia en el reticulo endoplasmico. En células
ciliadas también se detecta en los cilios primarios (Chapin et al.,, 2010; Li et al., 2009). Diversos
estudios han descrito su interaccidn con distintas proteinas, algunas de ellas relacionadas con la
mantencién de la homoestasis del calcio intracelular, como policistina-2 y el receptor de IP3 (Li et
al., 2009) y otras relacionadas con los otros eventos celulares en los que participa, como proteinas

de interaccidn con la matriz extracelular o de unién célula-célula (Piperi y Basdra, 2015).

Policistina-1 tiene un rol muy importante en eventos directamente relacionados con la mantencién
y remodelado del citoesqueleto de actina, como la mantencién de la polaridad celular (Xu et al.,
2014; Coxam et al., 2014), migracién celular (Yao et al., 2014) y proliferacion celular (Gargalionis et
al, 2014). Si bien hasta ahora no se ha descrito su interaccidn directa con el receptor de IGF-1 si se
asocia con distintas proteinas de membrana plasmatica, proteinas de adhesiones focales como
integrinas, vinculina y laproteina quinasa de adhesion focal FAK (Wilson et al., 1999; Geng et al.,
2000). En este sentido policistina-1 regula tanto la estabilidad de microtubulos como el
citoesqueleto de actina, controlando la formacion de adhesiones focales y la adhesidon a sustratoen
células derivadas de epitelio renal, (Castelli et al., 2015). En cardiomiocitos también se describe su
presencia de adhesiones focales (Samarel et al., 2005) pero no se ha estudiado su rol en la formacion
o mantencion de las adhesiones focales en este tipo celular, ni su papel en la hipertrofia inducida
por IGF-1. Un evento clave en el desarrollo de hipertrofia del cardiomiocitos es la reorganizacion del
citoesqueleto de actina en estructuras sarcoméricas, hasta ahora no se habia descrito una relacién
entre policistina-1 y este fendmeno. El presente trabajo muestra que asi como policistina-1 es
necesaria para el desarrollo de adhesiones focales descrito anteriormente como también se

requiere para la reorganizacién del citoesqueleto de actina inducida por IGF-1(Figura 4).
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Por otra parte, el tratamiento con IGF-1 genera un aumento de tamafio de los cardiomiocitos
(Figura 3). Un trabajo de nuestro laboratorio mostré que este aumento es dependiente de la
actividad tirosina quinasa de este receptor (Carrasco et al., 2014); esto es concordante con lo
encontrado en este trabajo, en que en presencia del siRNA contra policistina-1 se observa una

disminucién en los niveles de fosforilacién del receptor de IGF-1 en respuesta a IGF-1 (Figura 7).

7.2. Participacion de policistina-1 en la hipertrofia inducida por estrés mecdnico por
hiposmolaridad

En este trabajo se muestra que policistina-1 es necesaria para el desarrollo de hipertrofia estimulado
por estrés mecanico por hiposmolaridad (Figuras 5 y 6). Se observa que tanto el aumento del
marcador de hipertrofia B-MHC como el aumento de la sintesis de proteinas (medido como la
incorporacién de leucina tritiada) son dependientes de policistina-1. El estrés mecanico es uno de
los factores principales que gatillan el desarrollo de hipertrofia cardiaca en respuesta a sobrecarga
hemodindamica (Ruwohofy van der Laarse, 2000) y cardiomiocitos aislados sometidos a estiramiento
mecanico desarrollan hipertrofia (Van Wamel et al, 2000). Sin embargo, aun no esta dilucidado cual
es el mecanosensor en los cardiomiocitos. Diversas proteinas como integrinas, el receptor de
angiotensina Il AT1, entre otras, han sido propuestas como mecanosensores, sin dilucidarse aun
cual o cudles de ellas estarian cumpliendo esta funcién en el cardiomiocito. Policistina-1 es conocida
por su funcidn de mecanosensor en diversos tipos celulares, especialmente en células de epitelio
renal. Se ha descrito su presencia en los cardiomiocitos, sin dilucidarse su funcidn, sino hasta el
trabajo de nuestro laboratorio, publicado recientemente por Pedrozo y colaboradores (2015), en el
gue se describe el rol mecanosesnor de policistina-1 en los cardiomiocitos, donde al utilizar un siRNA
contra policistina-1 bloguea el desarrollo de hipertrofia en cardiomiocitos aislados sometidos a

estrés mecdnico (estiramiento mecanico) y por estrés osmotico (datos de esta tesis incluidos en esa
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publicacion). Este papel de policistina-1 como regulador de la hipertrofia cardiaca es corroborado
en ratones knock out para policistina-1 en corazdn, los que no desarrollan hipertrofia cardiaca en

respuesta a constriccién adrtica transversa (Pedrozo et al., 2015).

Hasta ahora, considerando este trabajo y el de Pedrozo y colaboradores, policistina-1 tendria un rol
regulando la hipertrofia de los cardiomiocitos inducida tanto por IGF-1 como por estrés mecdnico,
en el caso del estrés mecdanico, el mecanismo es distinto al descrito en esta tesis para la hipertrofia
inducida por IGF-1, en el caso de la hipertrofia por estrés mecanico, policistina-1 cumple su rol
mecanosensor regulando los niveles del canal de calcio de tipo L (Pedrozo et al., 2015) mientras que
en el caso del IGF-1 no se observan alteraciones en el calcio intracelular, si en los niveles de
fosforilacién del receptor y de las proteinas quinasas que se activan posterior a la activacion del
receptor de IGF-1, ésto estaria mediado por la fosfatasa PTP1B. En el trabajo de Pedrozo y
colaboradores, ademds del estrés mecanico utilizé fenilefrina como estimulo para inducir
hipertrofia en los cardiomiocitos, y en este caso no se observo efecto en la hipertofia al silenciar
policistina-1, por tanto no regula la hipertrofia inducida por fenilefrina (Pedrozo et al., 2015).
Fenilefrina es conocido por inducir hipertrofia patoldgica, el mecanismo por el cual se produce la
hipetrofia en este caso es distinto al estrés mecanico y al IGF-1, fenilefrina activa asu receptor, que
es acoplado a proteina G, activando distintas vias transduccionales, entre ellas las ERKs, calmodulina
quinasa y calcineurina (Bernardo et al., 2010). Que policistina-1 regule o no la hipertrofia de los
cardiomiocitos parece depender directamente del mecanismo involucrado en la generacién de esta
hipertrofia, en el caso del estrés mecanico, regulando el canal de calcio de tipo L, cuyo
funcionamiento es fundamental para el desarrollo de hipertrofia por estrés mecdanico, y para el
IGF-1, regulando la fosforilacion del receptor, mediado por la PTP1B; es necesario probar otros
estimulos hipertréficos, como endotelina-1 o angiotensina Il, los que también son conocidos

inductores de hipertrofia en los cardiomiocitos, para asi dilucidar si policistina-1 pudiese ser un
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regulador general de la hipertofia o sélo lo hace en estimulos como el estrés mecdanico e hipertrofia
inducida por factores de crecimiento como el IGF-1, y si esto tiene relacién con la ubicacién de
policistina-1, que en el caso del IGF-1 podria estar protegiéndolo de la accion de la PTP1B o con su

actividad.

7.3. Regulacién de la fosforilacion del receptor de IGF-1, Akt y ERK1/2 por policistina-1

Con respecto al mecanismo por el cual policistina-1 estaria atenuando la respuesta hipertréfica de
los cardiomiocitos a la estimulacién con IGF-1, observamos que, al utilizar el siRNA contra
policistina-1 tanto el receptor de IGF-1 como las quinasas Akt y ERK se encuentran menos
fosforilados que la condicion control (Figuras 7- 9), sin cambios en los niveles totales del receptor
de IGF-1. Hasta ahora no se ha descrito una relacion directa entre policistina-1 y el receptor de
IGF-11 pero si estd reportado que policistina-1 interactia con otras proteinas de membrana
plasmatica como integrinas y proteinas de interaccion célula-célula (Geng et al., 2000). Hasta la
fecha no se ha estudiado si ademas puede interactuar directamente con el receptor de IGF-1,
resultados preliminares de nuestro laboratorio indicarian que en cardiomiocitos neonatos,
policistina-1 y el receptor de IGF-1 colocalizan (lbarra et al, datos no publicados). Si bien no se ha
mostrado una relacién entre el receptor de IGF-1y policistina-1, si se ha descrito una relacién entre
el receptor de IGF-1 y otros mecanosensores, las integrinas. Un trabajo reciente de Tahimic et al,,
(2016) muestra que, en osteoblastos, el IGF-1 se une a un heterocomplejo formado por integrinas y
el receptor de IGF-1, y que estas integrinas regulan la actividad del receptor de IGF-1 en respuesta
a estrés mecdanico y a IGF-1. En este modelo la respuesta a estrés mecanico requiere de la actividad
del receptor de IGF-1. Nuestros resultados muestran que, en los cardiomiocitos que tienen
disminuidos los niveles de policistina-1, la activacién tanto del receptor de IGF-1 como sus vias
transduccionales rio debajo: ERK y Akt, es necesaria la presencia de policistina-1 (Figuras 7-9). Aun

se desconoce si esta regulacion es directa o indirecta, pero al igual como es necesaria la presencia
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de integrinas en el caso de los osteoblastos, para la activacidn del receptor de IGF-1 y de las quinasas

ERK y Akt en los cardiomiocitos por IGF-1 se requiere de policistina-1.

7.4. Rol de las vias transduccionales activadas por IGF-1 y su receptor en el desarrollo de

hipertrofia en los cardiomiocitos

El IGF-1R es un receptor tirosina quinasa atipico, posterior a la unién de su ligando se activa la clasica
sefalizacion de los receptores tirosina quinasa, autofosforilacion del receptor y activacion de las
vias PI3K/Akt y ERK, pero ademas este receptor estd acoplado a una proteina Ga; (Luttrell et al.,
1995), lo que produce rapidos aumentos de Ca?* intracelulares dependientes de IP3, en respuesta a
la estimulacion con IGF-1 (lbarra et al., 2004; Ibarra et al., 2013). En base a estos antecdentes se
estudiaron los niveles de las formas fosforiladas y totales de Akt y ERK, cuya activacion ha sido
ampliamente descritas posterior a la activacion del receptor de IGF-1 por su ligando, y las sefiales
de calcio en respuesta a IGF-1. En primer lugar, se encontré que PC-1 es necesaria para la
fosforilacién de Akt inducida por IGF-1. También es ampliamente conocido que la activacién de Akt
es necesaria para el desarrollo de hipertrofia fisioldgica mediada por IGF-1 (Kim et al., 2008), por
tanto esta via podria estar involucrada en la respuesta final observada en los cardiomiocitos que
tienen silenciada PC-1, la inhibicidn de la respuesta hipertréfica a IGF-1. La fosforilacién de ERK1/2
también se encontrdé disminuida en respuesta a IGF-1 en los cardiomiocitos que tienen silenciada
PC-1. La actividad de las ERK 1/2 también es fundamental para el desarrollo de hipertrofia en
cardiomiocitosinducida por IGF-1 (Carrasco et al., 2014). La actividad de las ERKs es requerida tanto
para el aumento en el tamafio celular como para el aumento en el marcador de hipertrofia B-MHC
(Carrasco et al., 2014), por tanto el hecho de que al silenciar PC-1 no se observe la respuesta
hipertrofica posterior a estimular con IGF-1 se podria explicar por la disminucién en la fosforilacion

tanto de las quinasas ERK como Akt.
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Dado que la activacidn de estas dos vias transduccionales es dependiente de la actividad tirosina
quinasa del IGF-1R (Carrasco et al., 2014) se estudiaron los niveles de las formasfosforiladas y totales
de la subunidad 3 del IGF1-R, encontrandose que esta fosforilacién en respuesta a IGF-1 también se
encuentra disminuida en los cardiomiocitos que tienen niveles reducidos de policistina-1 (Figura 7),
lo que explica que la fosforilacién de las Akt como ERK estén disminuidas en respuesta a IGF-1
(Figuras 8y 9).

Finalmente, los aumentos de Ca?* intracelulares en respuesta a IGF-1 se han relacionado
directamente con la activacidn de la proteina Ga; a la que se asocia este receptor (lbarra et al., 2004;
Ibarra et al., 2013) los experimentos de cinéticas de Ca®* realizados en este trabajo no muestran
diferencias entre los cardiomiocitos controles y los que tienen los niveles de PC-1 disminuidos
(Figura 10), por lo que esta parte de la via transduccional no seria regulada por PC-1. Como se
menciono anteriormente, las sefiales de calcio generadas por IGF-1 son dependientes de la actividad
de receptor a coplado a proteina G del IGF-1R, especificamente dependen de la subunidad By de la
proteina G a la que se acopla este receptor (lbarra et al., 2004). Los trabajos de nuestro laboratorio
gue han descrito estas sefales de calcio inducidas por IGF-1 en cardiomiocitos, si bien muestran que
estas son dependientes de esta subunidad By, para que se generen estas sefiales de calcio también
se requiere de la actividad tirosina quinasa del receptor (lbarra et al., 2004, Carrasco et al., 2014).
En este trabajo se muestra que, al disminuir los niveles de policistina-1, el IGF-1R se encuentra
menos fosforilado, no se estudié si se ve afectada la parte acoplada a proteina G de este receptor,
el hecho de que no se observen cambios en las sefiales de calcio permite inferir que probablemente
la parte acoplada a proteina G, o al menos las subunidades By de esta proteina G no son reguladas
por policistina-1. Si bien la actividad tirosina quinasa del receptor también es necesaria para la
generacion de estas sefales de calcio, es posible que la fosforilacién que queda al disminuir los

niveles de policistina-1 sea suficiente para la generacion de estas sefiales de calcio, dado que si bien
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disminuye significativamente la fosforilacion del IGF-1R, ésta no llega al nivel basal.

7.5. Participacion de la proteina tirosina fosfatasa 1B en la reversion de los efectos del

silenciamiento de policistina-1.

En relacién al mecanismo por el cual que PC-1 podria estar regulando la fosforilacién del IGF-1R, sin
alterar su masa, una alternativa es que PC-1 esté regulando a alguna tirosina fosfatasa, y al no estar
PC-1 presente esta fosfatasa desfosforile al IGF-1R. Si bien aun no estd del todo claro cudl es la
fosfatasa que desfosforila al receptor de IGF-1, hay trabajos que muestran que la proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B) cumpliria esta funcion (Arroba et al., 2013; Buckley et al., 2002; Fan et al.,
2013). PTP1B es una proteina tirosina fosfatasa no receptora que se ha mostrado involucrada en la
regulacién de patologias cardiacas causados por una dieta alta en grasas (Kandadi et al, 2015),
insuficiencia cardiaca (Gomez et al, 2012) y disfuncidn endotelial (Gogiraju et al, 2016)

Al probar el efecto de inhibidores de fosfatasas en la fosforilacion del receptor de IGF-1, se encontré
que al inhibir tirosinas fosfatasas (utilizando ortovanadato de sodio) se revierte el efecto de la
ausencia de PC-1 en la disminucion de la fosforilacién del IGF-1R (Figura 11), lo que indicaria que
hay una proteina tirosina fosfatasa involucrada en este efecto. Dado que la PTP1B se ha descrito
como una fosfatasa del IGF-1R se probdé un péptido inhibidor especifico de esta fosfatasa, el
CinnGEL-2Me. Los resultados con este inhibidor muestran que se revierte el efecto de la ausencia
de PC-1 en la fosforilacion del IGF-1R, Akt y ERK (Figuras 12, 13 y 14, respectivamente), y lo que es
mas intereante, se revierte el efecto en la inhibicion de la respuesta hipertréfica que se observa al
silenciar policistina-1 (Figuras 17-19). Policistina-1 estaria inhibiendo la accién de |a fosfatasa PTP1B
y de esta forma regulando la fosforilacién del IGF-1R, Akt y ERK y finalmente la hipertrofia de los
cardiomiocitos.

Si bien no hay descrita en literatura una relacidn directa entre PC-1 y la fosfatasa PTP1B, se ha
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observado que PC-1 interactla tanto con receptores tirosina fosfatasa (RPTP) (Boucher et al., 2011)
como con la proteina serina/treonina fosfatasa 1a (PP1ay), siendo una subunidad regulatoria de esta
ultima formando la holoenzima y regulando su actividad (Parnell et al., 2012). Si bien ninguno de
estos antecedentes involucra a la fosfatasa PTP1B, el hecho de que PC-1 interactle con receptores
tirosina fosfatasa y regule la actividad de una serina/treonina fosfatasa no descarta la posibilidad de

que regule a otras fosfatasas como la PTP1B.

7.6. Mecanismo por el cual policistina-1 podria regular a la proteina tirosina fosfatasa 1B

En relacion a la regulacion de la actividad de la PTP1B, se ha desctrito los ROS pueden oxidar a las
cisteinas cataliticas de esta enzima vy asi inhibir su actividad (Bakke et al., 2015). Si policistina-1
estuviese inhibiendo la actividad de esta enzima a través de un aumento en los niveles de ROS, al
determinar los niveles de ROS esperariamos que en los cardiomiocitos que tienen silenciada a
policistina-1 se encontraran niveles mas bajos que en los que tienen presenta a policistina-1, sin
embargo, al determinar los niveles de ROS (Figura 15) no se observaron cambios. Esto implica que
las ROS en el cardiomiocito no cambian, pero no se pueden descartar cambios locales y discretos,

gue no son determinados por la técnica utilizada.

Una forma indirecta de medir actividad de esta fosfatasa, es determinar la fosforilacion de otro
sustrato conocido, en este caso utilizamos el receptor de insulina, que al igual que el IGF-1R es
sustrato de esta fosfatasa. Si policistina-1 estuviese regulando la actividad de esta fosfatasa
esperariamos ver este efecto al estimular con insulina y determinar la fosforilacion del receptor de
insulina por Western blot. La Figura 16 muestra que no se observaron cambios en la fosforilacién
del receptor de insulina en respuesta a insulina en los cardiomiocitos que tenian disminuidos los
niveles de policistina-1, y en inhibidor especifico de esta fosfatasa, el CinnGEL, aumenté la

fosforilacién del receptor de insulina en presencia y ausencia de policistina-1. Esto mostraria que no
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se estd afectando directamente la actividad de esta fosfatasa, lo que quedaria por buscar es si
policistina-1 estaria modificando el acceso que tiene la PTP1B al receptor de IGF-1, de forma que
cuando esta presente policistina-1 estaria protegiendo al IGF-1R de la accién de la PTP1B, y cuando

no esta el receptor queda asequible a la fosfatasa.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se propone el modelo descrito en la Figura 20 donde se muestra que policistina-1 es
un regulador tanto de la hipertrofia inducida por estrés mecanico inducido por hiposmolaridad,

como de la respuesta hipertréfica de los cardiomiocitos a IGF-1

Policistina-1 es necesaria para la fosforilacidn del receptor de IGF-1 y activacién de las proteinas

quinasas rio debajo de este receptor, ERK y Akt.

El mecanismo por el cual policistina-1 regula la hipertrofia inducida por IGF-1y la via transduccional
activada por su receptor involucra a la proteina tirosina fosfatasa 1B, al inhibir esta fosfatasa se
revierte el efecto del silenciamiento de policistina-1 tanto en la disminucién de la hipertrofia de los
cardiomiocitos en respuesta a IGF-1 como el efecto a nivel de via transduccional del receptor de

IGF-1y de las quinasas ERK y Akt.

En este trabajo no fue posible dilucidar de qué manera policistina-1 estd regulando a la proteina
tirosina fosfatasa 1B, no se observan cambios en la fosforilacidon de otro sustrato de esta fosfatasa,
el receptor de insulina, por lo que no se estaria modificando la actividad de esta fosfatasa. Tampoco
se observaron cambios en la produccién de ROS, las que se ha descrito que regulan su actividad.
Policistina-1 podria estar regulando el acceso de la PTP1B al receptor de IGF-1, de esta forma,
cuando estd presente policistina-1 de alguna manera estd protegiendo al IGF-1R de la acciéon de la

fosfatasa, y al no estar el receptor queda expuesto a la accidn de la PTP1B.

En el futuro, seria muy interesante ahondar en cémo policistina-1 esta regulando la accién de la
PTP1B, estudiar si esta protegiendo al IGF-1R de la actividad de la fosfatasa o si esta actuando
directamente sobre la fosfatasa ya sea secuestrandola e impidiendo que llegue hasta el IGF-1R o sin

es por una modificaciéon directa de la PTP1B. Seria interesante estudiar si estas tres proteinas
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colocalizan en los cardiomiocitos, para asi poder ir respondiendo esta pregunta. También es
sumamente interesante estudiar qué pasa con la parte acoplada a proteina G de éste receptor, si es
afectada o no al disminuir los niveles de policistina-1. Finalmente, seria de suma relevancia estudiar
el efecto del IGF-1 en animales knock out cardioespecificos para policistina-1, y corroborar si estos
efectos que se ven in vitro también se replican in vivo, e ir dilucidando la funcién de policistina-1 en

el corazén.

Modelo propuesto

Hipertrofia

Figura 20: Modelo propuesto. Policistina-1 regula la hipertrofia inducida por IGF-1 a través de la
PTP1B, regulando la fosforilacion del IGF-1R y de las quinasas ERK y Akt. En este trabajo se muestra
que policistina-1 regula la hipertrofia de los cardiomiocitos inducida por IGF-1, regulando la
fosforilacién del receptor de IGF-1 vy la activacion de las proteinas quinasas, ERK y Akt. Esto lo hace
a través de la fosfatasa PTP1B. En presencia de policistina-1 esta estaria inhibiendo a la PTP1B, ya
sea inhibiendo su actividad o impidiendo que llegue a ejercer su accién sobre el IGF-1R. Cuando se
disminuyen los niveles de policistina-1 con el siRNA apreciamos que estan disminuida la fosforilacién
del IGF-1R, lo que estaria dado porque policistina-1 no puede ejercer su accién inhibitoria sobre la
PTP1B quedando esta libre para poder actuar sobre el IGF-1R.
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Estudio preliminar para establecer si B-catenina es parte de la via transduccional a través de la
cual PC-1 regula la hipertrofia del cardiomiocito inducida por IGF-1.

a) Localizacion subcelular de B-catenina.En el primer avance de tesis la comisién recomendo
seguir utilizando como estimulo sélo IGF-1, por ello los experimentos se realizaron sélo con
este estimulo. Para responder a este objetivo se probaron distintas estrategias
experimentales, en primer lugar se realizd6 una inmunofluorescencia indirecta contra B-
catenina, realizada en colaboracion con el Laboratorio de Dr. Juan Pablo Henriquez, la que
se muestra en la Figura |. P ara este objetivo, los cardiomiocitos se privaron de suero por
24 h antes de hacer los estimulos y se incunaron con IGF-1 10 6 100 nM por 1 h. En ambos
casos no se observd translocacion de B-catenina al nucleo. Sin embargo con la
concentracion mas alta de IGF-1 (100 nM) se observé una marca importante de B catenina
en puntos de unién célula célula.

IGF-110nM Control

IGF-1 100nM

Figura I: IGF-1 no estimularia translocacion de B-catenina al niucleo. Inmunocitoquimica para
B-catenina. Verde: B-catenina, rojo: actina, azul: DAPI. Control: cardiomicocitos mantenidos en
medio de mantencidn. IGF-1: 106100 nM por1 h.n=1

b) Regulacién de la actividad transcripcional dependiente de B-catenina-TCF/LEF. Ademds, se
determind la participacién de B-catenina mediante la utilizacién de un gen reportero de la actividad
transcripcional dependiente de B-catenina-TCF/LEF. Los cardiomiocitos se cotransfectaron con los
plasmidios con los reporteros TOP FLASH o FOP FLASH y Renilla y estimulados con IGF-1 (10 nM por
24 h), fenilefrina (100 uM por 24 h) o cloruro de litio (10 mM por 14 h), y se midié la actividad
enzimatica de luciferasa y renilla. A pesar de que fenilefrina y cloruro de litio se utilizaron como
controles positivos, en literatura esta descrito que ambas condiciones producen aumento de la
actividad de este reportero, ninguna de estas condiciones estudiadas produjo un aumento en la
actividad del reportero, situacién similar se observa con IGF-1 10 nM por 24 h (Figura )
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Figura Il: Regulacion de la actividad transcripcional dependiente de B-catenina-TCF/LEF. TOP:
plasmidio con las secuencias de unidén para TCF/LEF. FOP: plasmidio con las secuencias de unidn
para TCF/LEF mutadas. Los cardiomiocitos se cotransfectaroncon los plasmidios con los reporteros
TOP FLASH o FOP FLASH y Renilla se midié la actividad luciferasa y renilla. MM: Medio de
mantencién. PE: fenilefrinal00 uM, IGF-1 10 nM, LiCL10 mM. n > 2

c) Efecto de IGF-1 en los niveles de B-catenina. Como no se observaron cambios por
inmunofluorescenciaen la translocacién de B-catenina, ni en la actividad del reportero, se realizd
una curva temporal con IGF-1 (10 nM) para ver cambios en los niveles totales de B-catenina por
Western blot, (Figura Ill) a distintos tiempos. Se probd estimulacidn con IGF-1 tiempos cortos (5 min
hasta 3 h), y tiempos largos (6 -24 -48 h), ademas se utilizé cloruro de litio (10 mM por 14 h) como
control positivo. En ninguno de los tiempos estudiado se observa aumento en la masa total de -
catenina, tampoco se obtuvo diferencias por el uso del control positivo.
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Figura lll.Efecto de IGF-1 en los niveles de B-catenina. A: Western blot para B-catenina y GAPDH a
tiempos cortos de incubacién con IGF-1 10 nM (5, 10, 15 y 20 min). B: Western blot para B-catenina
y GAPDH a tiempos mas largos de incubacién con IGF-1 10 nM (30 min, 1, 3y 6 h), LiCl 10 mM por
14 h. C: Western blot para 3-catenina y GAPDH a tiempos largos de incubacién con IGF-1 10 nM (24
y 48 h). D: Cuantificacidn de los Western blots.n > 2
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d) Efecto de IGF-1 en la distribucion subcelularde B-catenina. Dado que en el ensayo de gen
reportero no se observd aumento de la actividad transcripcional dependiente de B-catenina-
TCF/LEF con fenilefrina ni cloruro de litio, aumento que si estd descrito en literatura, se realizé un
fraccionamiento subcelular para observar cambios en la localizacién subcelular de B-catenina. Como
marcador de la fraccidn nuclear se utilizd la proteina Polimerasa Il y como marcador de citosol
GAPDH. Los estimulos que se utilizaron fueron fenilefrina (100 uM por 24 h) y cloruro de litio (10
mM por 14 h). Con ninguno de los estimulos utilizados se observé cambios en la distribucién
subcelular de B-catenina (Figura IV).
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Figura IV: Efecto de IGF-1 en la distribucion subcelularde B-catenina. A: Fraccionamiento
subcelular, Western blot para el marcador de nucleo Polimerasa Il (Pol Il), marcador de citosol
GAPDH y para B-catenina. B: Cuantificacion de los niveles de B-catenina en nicleo. C: Cuantificacion
de los niveles de 3-catenina en citosol. MM: Medio de mantencion, PE: fenilefrina 100 uM por 24 h,
LiCl: Cloruro de litio 10 mM por 14 h.n=1

e) Rol de policistina-1 en la localizacion subcelular de B-catenina.A pesar de que no se observaron
cambios en la localizacién subcelular de B-catenina, si se observé un aumento de la marca en los
bordes de los cardiomiocitos (Figura I). Se realizé una inmunoflurescencia indirecta para B-catenina,
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en colaboracién con el laboratorio del Dr. Henriquez, en los cardiomiocitos transfectados con el
siRNA para policistina-1. Las células se estimularon con IGF-1 10 nM por una hora, se utilizé cloruro
de litio como control positivo (10 mM por 14 h). Como se observa en la imagen (Figura V), en los
cardiomiocitos en los que se silencid policistina-1, y que fueron estimulados con IGF-1, la seial de
B-catenina es muy débil, mientras que en los cardiomiocitos tratados con medio de mantencién o
LiCl la sefial es similar a las que se observa en los que fueron transfectados con el siRNA control.

] '

Figura V: Policistina-1 regularia la localizacién subcelular de B-catenina en los cardiomiocitos
tratados con IGF-1. Inmunocitoquimica para B-catenina. Verde: B-catenina, azul: DAPI. MM: medio
de mantencidn. IGF-1: 10 nM por 1 h, LiCl 10 mM por 14 h.n=1
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DISCUSION

Rol de policistina-1 en la localizacién subcelular de 8 catenina en cardiomiocitos estimulados con
IGF-1

Para determinar si B-catenina era parte de la via transduccional regulada por PC-1, y de esta forma,
se modula la hipertrofia inducida por IGF-1, se probaron tres técnicas, sin resultados positivos. En
primer lugar, la inmunofluorescencia contra PC-1 no es concluyente, si bien es un solo experimento
no se observa translocacién al nucleo evidente de B-catenina en los cardiomiocitos tratados con
IGF-1. Al hacer los ensayos de gen reportero, para determinar la actividad transcripcional
dependiente de B-catenina-TCF/LEF no se observé un aumento en la actividad de este reportero al
tratar los cardiomiocitos con LiCl ni con fenilefrina, aumento que esta descrito en la literatura, lo
que sugiere que el reportero podria no estar funcionando correctamente, por lo que este ensayo
no permite descartar ni confirmar la participacién de B-catenina en la via transduccional que estd
dando cuenta del desarrollo de la hipertrofia en los cardiomiocitos tratados con IGF-1. Al hacer un
fraccionamiento de nucleo y citoplasma, ni en el caso del LiCl ni del tratamiento con fenilefrina se
observé un aumento de B-catenina en ninguna de las fracciones estudiadas, si bien este es un solo
experimento, sumado a los resultados negativos del ensayo del gen reportero y a que no se
observan cambios en la masa total de B-catenina, en ninguno de los tiempos estudiados, y a que si
se observaron efectos en otras vias transduccionales estudiadas, nos llevaron a profundizar en la via
de sefializacidn clasica del receptor de IGF-1.

Con respecto a la localizacion subcelular de B-catenina los resultados obtenidos por
inmunocitoquimica son distintos a los desctritos por Zhang y colaboradores, quienes describieron
que cardiomiocitos estimulados por 24 h con fenilefrina mostraban translocacién al nidcleo de
B-catenina y aumento de la actividad del reportero para TCF/LEF (Zhang et al., 2009). Nuestros
resultados muestran un aumento de la sefial deB-catenina en las cercanias de la membrana
plasmatica posterior al tratamiento con fenilefrina, IGF-1 o solucién hiposmética al 50%. Se ha
descrito la existencia de dos reservoriosde B-catenina, uno en membrana plasmatica formando
parte de las uniones adherentes y otro citoplasmatico, (Orsulic et al., 1999) este ultimo en
condiciones basales estd en constante degradacion proteosomal tras ser fosforilado previamente
por la quinasa GSK3[B. Al acumularse B-catenina en el citoplasma translocaria al ndcleo uniéndose a
factores transcripcionales de la familia TCF/LEF promoviendo la transcripcion dependiente de estos.
Por otra parte, se encuentra descrito que tras el estimulo con el ligando Wnt hay acumulacién de B-
catenina en la membrana plasmatica (Hendriksen et al., 2008), sin translocacién al nucleo pero con
un aumento en la actividad del reportero para TCF/LEF. Nuestros datos sugieren un patréon muy
similar a lo descrito por estos autores.

Estas evidencias ademas de trabajos realizados con B-catenina dirigida al nldcleo o a membrana
plasmatica en los que se observa que la proteina dirigida a membrana plasmatica estabiliza a la B-
catenina citosdlica y aumenta la actividad transcripcional, efecto que no ocurre con la proteina
dirigida al ntcleo (Hagen et al., 2004), sugieren que los aumentos de B-catenina en la membrana
plasmatica podrian tener relacién con un cambio postraduccional que la dejaria en un estado
competente para sefializar.Si bien nuestros resultados no replican lo descrito en literatura para
nuestro tipo celular en relacion a la translocacion de B-catenina vista por inmunocitoquimica,
nuestro control positivo si aumenta la actividad del reportero, en la hipertrofia inducida por IGF-1
si podria estar participando B-catenina, induciéndose su acumulacién en las cercanias de la
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membrana generdndose estas formas competentes de sefializacién permitiendo el aumento de la
actividad del reportero. Es necesario consolidar estos datos y posteriormente indagar en el rol que
tendria esta acumulacién de B-catenina y su relacidén con el desarrollo de hipertrofia.

El hecho que en los cardiomiocitos que presentaban silenciada policistina-1, estimulados con IGF-1
(Figura V), la sefial de [ catenina sea mucho mas débil que los cardiomiocitos mantenidos en medio
de mantencidn, es sumamente interesante, ya que indicaria que, en respuesta a IGF-1, policistina-1
estaria regulando a B-catenina. Hasta ahora se habia reportado que policistina-1 podia regular
principalmente la traslocacién al nucleo y actividad transcripcional dependiente de B catenina-TCF
Lef, pero o se habia descrito que pudiese regular la masa de esta proteina.

Con respecto a B-catenina, podemos concluir que si bien no fue posible comprobar ni descartar su
rol o regulacidon por policistina-1 en la hipertrofia inducida por IGF-1, son necesarios mas
experimentos para seguir indagande en esta area, aun asi, si se confirman los resultados de la
inmunofluorescencia indirecta para [B-catenina en los cardiomiocitos en los que se silencid
policistina-1, en que se observa que en estas células la marca fluorescente para 3-catenina es mucho
menor que en los controles, es sumamente interesante indagar en cdmo estd ocurriendo este
fendmeno.
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