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RESUMEN

El dafio ocasionado por la ocurrencia de un infarto cardiaco es complejo, generando la
muerte celular cardiaca entre otros efectos deletéreos tanto en el periodo isquémico de
falta de oxigeno y nutrientes, asi como también en la posterior reperfusién sanguinea.
Frente a esta condicion patoldgica los fibroblastos cardiacos son capaces de reaccionar,
secretando y renovando la matriz extracelular; lo que los convierte en elementos celulares
claves en la cicatrizacién y remodelado del tejido cardiaco dafiado post-infarto al
miocardio. Esto hace necesario el intentar preservar la viabilidad de estas células para una
correcta cicatrizaciéon y mantencidon de la funcidn cardiaca. En relacién a esto se ha
reportado el uso de factores de crecimiento como elementos cardioprotectores frente al
dafio ocasionado por I/R, entre los cuales destaca el factor de crecimiento andlogo a
insulina de tipo | (IGF-1); cuyas propiedades cardioprotectoras han sido reportadas frente
a I/R. Sin embargo, estos efectos citoprotectores en corazén, otorgados por IGF-1 solo
han sido estudiados en cardiomiocitos, por lo que sus efectos en fibroblastos cardiacos

son aun desconocidos.

Nuestro trabajo estudio la capacidad de IGF-1 de proteger a los fibroblastos cardiacos de
ratas neonatas sometidos a un modelo in vitro de I/R e indagd en las vias de transduccién
implicadas con esta proteccién. El tratamiento con IGF-1 (10 ng/mL) previno la pérdida de
viabilidad y apoptosis de fibroblastos cardiacos ocasionado por el dafio por I/R. Mas aun,
esta proteccion se observé al incubar con IGF-1 durante el momento de reperfusién e I/R,
pero no asi en el periodo isquémico, lo que sugiere que la muerte de los fibroblastos
cardiacos es causada principalmente por el dafio por reperfusion. Akt fue rapidamente
fosforilado por IGF-1 tanto en isquemia como en reperfusion, mientras que ERK 1/2 sélo
se fosforild en el momento de reperfusién. La utilizacién de los inhibidores LY29002 vy
PD98059, neutralizd la proteccion conferida por IGF-1. Por lo que nuestros resultados
demuestran que el tratamiento con IGF-1 durante la reperfusién previene la muerte de los
fibroblastos cardiacos sometidos a I/R mediante la activacidon de las vias PI3K/Akt y MEK-

ERK 1/2.



SUMMARY

IGF-1 prevents viability loss of cardiac fibroblasts subjected to ischemia / reperfusion in
vitro

Myocardial infarction causes complex injury, involving cell death among other detrimental
effects in both ischemia and reperfusion periods. To face this pathological condition,
cardiac fibroblasts are key cellular elements, capable of extracellular matrix secretion and
renewal, allowing the healing and remodeling of damaged heart tissue post-myocardial
infarction. It necessary then, to preserve the viability of these cells for a proper healing
and maintenance of cardiac function. In regards to this, it has been demonstrated the use
of several growth factors to protect cardiac cells from the effects of acute
ischemia/reperfusion. Among these, insulin-like growth factor (IGF-1) has showed several
cardioprotective properties in hearts exposed to ischemia/reperfusion. However these
cytoprotective effects granted by IGF-1 have been studied only in cardiomyocytes, while

their effects on cardiac fibroblasts remain unknown.

In this study we have determined the ability of IGF-1 to protect cardiac fibroblasts against
simulated in vitro I/R injury and investigated the potential mechanisms underlying this
protection. Treatment with IGF-1 (10 ng/mL) promoted a increase in cell survival against
I/R dependent cell death and a decrease in apoptosis induced by this injury. Furthermore,
the IGF-1 induced protection was observed with treatment at the time of reperfusion but
not with IGF-1 at the time of ischemia, suggesting that cardiac fibroblast death is induced
by reperfusion injury. Akt was rapidly phosphorylated by IGF-1 at both ischemia and
reperfusion, but ERK 1/2 was only phosphorylated by IGF-1 at the onset of reperfusion.
IGF-1 induced protection was abolished when LY294002 and PD98059 were used,
suggesting that the protection is mediated via a Akt and ERK 1/2 dependent pathways.
Thus, the results suggest that IGF-1 treatment at reperfusion prevents cardiac fibroblast
death induced by simulated in vitro I/R via the activation of PI3K/Akt and MEK-ERK 1/2

pathways.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades

Actualmente las enfermedades cardiovasculares (enfermedades coronarias, accidentes
cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca, etc.) representan el 27% de la mortalidad en los
paises desarrollados, siendo el principal drgano afectado el corazén. Se espera que para el
afio 2020 estas enfermedades sean causantes del 73% de las defunciones y del 60% de la
morbilidad, incluso superando a las del cancer e infecciones (1). El deterioro en la calidad
y expectativa de vida causado por estas patologias hace necesario conocer las causas de

estas enfermedades a nivel celular y molecular.
1.2. Corazén

El corazén posee principalmente dos tipos celulares: células musculares contractiles
conocidas como cardiomiocitos, y células no musculares, tales como fibroblastos, células
de mdusculo liso vascular, células endoteliales, mastocitos y células inmunes. Los
fibroblastos son los mas abundantes ya que representan 2/3 de la poblacién celular del
corazoén. Tanto cardiomiocitos como fibroblastos son esenciales para mantener la
homogeneidad estructural y funcional del corazén, al recibir sefiales estimuladoras e
inhibitorias que regulan procesos de crecimiento, proliferacién, muerte y recambio de

proteinas de la matriz extracelular [2].
1.3. Fibroblastos cardiacos

Los fibroblastos cardiacos son los principales responsables de la sintesis y depdsito de las
proteinas de la matriz extracelular, principalmente colageno y fibronectina, formando una
red tridimensional de soporte para cardiomiocitos y vasos sanguineos [2]. Sin embargo su
funcién no solo radica en mantener la integridad estructural de la matriz extracelular, sino
gue son elementos celulares muy activos que sensan cambios en el entorno celular y
reaccionan frente a estimulos externos, migrando, proliferando, secretando citoquinas y
factores de crecimiento con acciones autocrinas y/o paracrinas [3] y ademds son capaces

de diferenciarse a un fenotipo mucho mas activo [4]. Estas propiedades permiten al
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fibroblasto cardiaco ser determinante en los cambios estructurales del miocardio y en la
regulacion homeostasica de la matriz extracelular, asi como también les permite participar
activamente en el proceso de cicatrizacién del corazén en estados patoldgicos o de dano

tisular.

1.4. Infarto cardiaco

De las muchas patologias que afectan al miocardio, una de las mas importantes, es el
infarto miocdrdico. En la ocurrencia de un infarto al miocardio, el corazén recibe un riego
sanguineo insuficiente, con dafo tisular concomitante, producido por una obstruccién en
una de las arterias coronarias. Al mantenerse deficiente el suministro de oxigeno vy
nutrientes al tejido isquémico (infarto), se comienza a producir una perpetuacién del
dafio, llevando finalmente a la muerte celular [5]. Los productos resultantes de la
destruccién del tejido por muerte celular, actian como quimioatractantes para distintas
células inflamatorias que infiltran el drea dafada para poder eliminar estos restos y asi
comenzar a coordinar la respuesta de cicatrizacion. Este infiltrado activard una serie de
procesos tales como proliferacion de fibroblastos cardiacos; incremento en la produccién
y depdsito de proteinas de la matriz extracelular, y diferenciacion de fibroblastos

cardiacos a miofibroblastos.

1.5. Isquemia-reperfusion

Posterior al evento isquémico, el organismo intenta restituir el flujo sanguineo,
entregando los nutrientes y oxigeno necesarios, para asi disminuir el dano y limitar la
necrosis cardiaca, lo que se conoce como reperfusidon sanguinea. Paradédjicamente Ia
reperfusidon, en su intento por restaurar la funcionalidad cardiaca, ocasiona efectos
complejos e incluye efectos deletéreos, lo que se conoce como daiio por reperfusién. La
sumatoria de los eventos ocurridos en I/R cardiaca, ocasionan una importante pérdida de
cardiomiocitos por muerte celular y un debilitamiento de aquellas células sobrevivientes,
alterando las demandas metabdlicas que terminaran por afectar las caracteristicas

morfoldgicas y funcionales del corazén [6].
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El mecanismo de muerte celular inducido por el proceso de isquemia se debe
principalmente a: i) la disminucién de oxigeno que provoca la detencién de la cadena de
fosforilacion oxidativa de la mitocondria y por consecuencia la baja de ATP y el aumento
compensatorio de la glicdlisis anaerobia ocasionando acidosis intracelular. ii) Inhibicion de
bombas ATPasa dependientes, lo que genera acumulacidon de sodio y disminucién de
potasio intracelular, gatillando el hinchamiento celular. iii) Activacién de la bomba reversa
Na*-Ca*> aumentando el calcio intracelular y activando proteasas dependientes de calcio
provocando alteraciones en la contractibilidad y citoesqueleto [7]. Como resultado final de
estos procesos la permeabilidad de la membrana aumenta, se pierde la homeostasis
electrolitica de la célula y esta sufre de agotamiento de ATP. Finalmente, se llega a la
desorganizacion funcional de los organelos y a la muerte celular por hinchamiento o

necrosis.

El dafio por reperfusién es ocasionado principalmente por radicales libres, sobrecarga de
Ca™ y neutrdfilos que llegan desde la sangre reperfundida [6]. Producto de estos
estimulos ocurren los siguientes fendmenos: i) Pérdida de la homeostasis debido a la
acidosis intracelular que causa el retorno del flujo sanguineo. ii) Recambio de electrolitos
a nivel extracelular debido a la reperfusién que ocasiona un gradiente osmético que
ingresa agua a la célula, hinchandola y aumentando la presion sobre ella, lo que conduce
al deterioro de los organelos y el citoesqueleto. iii) Activaciéon de proteasas dependientes
de calcio. iv) Sobrestimulacién mecdnica y ruptura de las fibras sarcoméricas debido a la

sobrecarga de calcio en el reticulo sarcoplasmico.

Si bien los eventos antes descritos de I/R han sido identificados y estudiados en
cardiomiocitos por su importancia en la mantencion de la funcidn contractil del corazén,
se desconoce que ocurre con otras células importantes involucradas en el proceso y
encargadas de mantener la estructura y funcidn del corazén como lo son los fibroblastos

cardiacos.
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1.6 Muerte celular
1.6.1 Tipos de muerte celular.

La muerte celular producida por I/R puede ser de dos tipos, necrosis (hinchamiento) o

apoptosis (encogimiento) [5] .
1.6.1.1 Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular cuya funcion es remover las células dafiadas.
Este proceso es necesario para el desarrollo normal de todo organismo. Sin embargo tanto
su exceso (insuficiencia cardiaca), como la ausencia (cdncer) de este tipo de muerte
celular, repercuten negativamente en la vida [8]. La apoptosis se caracteriza por generar
una contraccion del volumen intracelular ocasionando encogimiento celular, formacion de
“bleebings” en la membrana plasmatica, mantencion en la integridad de los organelos
celulares y condensacion y fraccionamiento de ADN [9]. Existe extensa literatura acerca de
como el fibroblasto cardiaco experimenta apoptosis a través de distintos estimulos, tales

como tales como etopdsido, c-Myc, IL-1, catepsina D, entre otros [10] [11].
1.6.1.2 Necrosis

La necrosis en tanto, es el tipo de muerte celular causado por la alteracion severa de la
homeostasis celular. Se caracteriza por una ruptura de la membrana plasmatica y de los
organelos intracelulares, asi como un hinchamiento de la célula. La liberacion del
contenido celular desencadena una respuesta inflamatoria [12]. Mientras la necrosis se
desarrolla en procesos patoldgicos gatillados por estimulos externos a la célula; la
apoptosis o muerte celular programada ocurre tanto en situaciones fisioldgicas o

patoldgicas en respuesta a estimulos endégenos o exdgenos a la célula.
1.6.2 Muerte celular durante la isquemia

Periodos prolongados de isquemia provocan la muerte inevitable de cardiomiocitos por
Necrosis. Sin embargo, esta necrosis es un evento que ocurre muy tarde dentro de la

cronologia de eventos isquémicos e inclusive mucho mas tarde que el momento en el que
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la reperfusion ha comenzado a ejercer sus efectos [13], por lo que la necrosis miocardica
solo ocurriria en aquellas oclusiones sostenidas del flujo sanguineo. Por otro lado, el papel
gue juega la apoptosis en la isquemia es controvertido. Mientras algunos autores han
demostrado que en este periodo existen potentes estimulos capaces de iniciar este
mecanismo de muerte [14] otros, dudan de su participacién en la isquemia [15]. En esta
etapa la apoptosis se ejecuta lentamente [16], debido a la ausencia de ATP, molécula

importante para gatillar apoptosis, pero que se recupera durante la reperfusion.
1.6.3 Muerte celular durante la reperfusion

Uno de los objetivos de la reperfusion es limitar el grado de necrosis miocardica (7), pero
paraddjicamente, algunos estudios indican que producto de la sobrecarga de Ca®,
radicales libres y otros eventos anteriormente descritos, la muerte por necrosis de células
cardiacas, especialmente cardiomiocitos, ocurre de manera inmediata en los primeros min
de la reperfusién [17]. Otros autores describen que estos efectos deletéreos son
consecuencia de la necrosis isquémica [18]. Sin embargo, en los ultimos afios numerosos
estudios han destacado el papel que juega la muerte apoptdtica en la reperfusion,

especialmente en tejido cardiaco durante un infarto al miocardio [19] [20].
1.6.4 Muerte celular durante I/R cardiaca.

Debido a lo anterior, lo mas probable es que el dafio producido por I/R involucre a ambos
tipos de muerte. Se desconoce con exactitud la contribucidn de la necrosis y apoptosis a la
muerte celular total ocasionada por I/R. La decision que toma la célula entre muerte por
necrosis o apoptosis dependeria de muchos factores tales como; concentracién de ATP,
duracion de la isquemia, rapidez con la que se inicia la reperfusion, etc. A pesar de ello,
recientemente, la apoptosis ha emergido como el evento clave en el deterioro tisular de
varios tipos de patologias cardiovasculares, incluida la isquemia coronaria [21]. Apoptosis
seria también la forma de muerte celular mas importante en dafio miocardico por I/R,
tanto in vivo como ex vivo. Mas aun, se ha demostrado la ocurrencia de este tipo de
muerte en otros tejidos como higado, piel y cerebro [22]. Sin embargo no existen estudios

satisfactorios en cuanto al efecto de la I/R sobre otros tipos de células cardiacas no-
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miociticas como lo son fibroblastos cardiacos y su sobrevida ante este proceso. Tampoco
se ha descrito qué factores podrian regular la sobrevida o muerte de estas células luego
de un infarto cardiaco, especialmente los elementos protectores frente a este evento
deletéreo. Uno de estos elementos seria el factor de crecimiento analogo a la insulina tipo

I, IGF-1, que desempenia actividades cardioprotectoras luego de I/R [23].
1.7 Modelos de I/R

Para poder estudiar los efectos causados por I/R cardiaca se han caracterizado diversos
modelos experimentales que buscan “simular” las caracteristicas y condiciones a las
cuales se ven sometidas las células cardiacas frente a la ocurrencia de un infarto cardiaco.

Para ello se han planteado modelos in vivo, ex vivo e in vitro:

a) In vivo: Para poder simular un proceso de I/R in vivo, se realiza la ligacién de la arteria
coronaria izquierda de manera de limitar el flujo de sangre y nutrientes hacia el corazon.
Esta técnica se realiza en modelos animales vivos, los cuales son anestesiados para luego
exteriorizar su corazén mediante cirugia y realizar la oclusidon del vaso con un nudo de
seda esterilizado, por el tiempo que se desea simular la isquemia. Posteriormente este
nudo se suelta, iniciandose la restitucion del flujo sanguineo o reperfusidon. Una variaciéon
de esta técnica es mediante la utilizaciéon de un globo que permite controlar la velocidad a

la cual ocurre la reperfusion [24].

b) ex vivo: La simulacién por métodos ex vivo se realiza mediante la aislacidn y perfusion
del corazén del animal mediante el método de Langendorff [25]. El corazén ya aislado del
animal es bombeado con una solucién buffer a 37 2C, 5% C0,/95% O,y pH 7,4 a presion y
flujo constante. La isquemia global del corazén se aplica al cesar este flujo por el tiempo
deseado, y posteriormente se restablece la perfusion, lo que se traduce como Ila

reperfusion sanguinea del corazon.
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c) In vitro: Los modelos in vitro utilizan cultivos celulares aislados para estudiar el efecto
sobre algun tipo celular en particular frente a I/R. Para la simulacién de la isquemia in
vitro, las células son expuestas a un medio o buffer isquémico a 37 2C y pH 6,2 cuya
composicidon en sales se asemeja a la concentraciones fisiolégicas de estas durante in
infarto cardiaco, mientras que el pH acido y la adicion de acido lactico permiten asemejar
la acidosis intracelular producto de la glicélisis anaerobia de las células cardiacas
isquémicas. Para simular la hipoxia presente en esta etapa, se utilizan elementos que
bloquean la fosforilacién oxidativa como cianuro de potasio, o que remueven el oxigeno
presente como ditionito de sodio. Mientras que la falta de nutrientes y ATP a la cual se
ven expuestos las células durante la isquemia es simulado mediante la utilizacién de 2-
deoxi-D-glucosa, la cual es incapaz de continuar la reaccion de glicélisis. Tras terminada la
isquemia simulada, el buffer es removido de los cultivos celulares y estos son
reperfundidos con medio de mantencidn, con lo que efectivamente regresa el suministro
de oxigeno y nutrientes a la célula. Una modificacién de esta técnica es simular las
condiciones de hipoxia mediante la utilizacién de una camara hipdxica/isquémica la cual

mantiene a las células en un ambiente nitrogenado carente de oxigeno [26].

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

IGF-1 es un polipéptido de 7,2 kDa sintetizado por la gran mayoria de tejidos del
organismo, (placenta, corazén, rifion, higado, pdncreas, intestino delgado y grueso,
testiculos, cerebro,etc.), implicado en la proliferacidon, crecimiento, desarrollo,
diferenciaciéon y sobrevida de distintos tipos celulares [27]. IGF-1 consta de 70
aminodcidos, presentes en una sola cadena peptidica con tres puentes disulfuro
intramoleculares. Esta estructura presenta un alto grado de homologia con Insulina
(aproximadamente 49%) e IGF-Il (61%), lo que determina que IGF-1 pueda actuar sobre

otros receptores con cierta afinidad [28].

A diferencia de la Insulina, la secrecion de IGF-1 es constitutiva (siendo regulada en parte por
la hormona del crecimiento), y liberada hacia el sistema circulatorio junto a proteinas de

union de IGF (IGFBP) como complejos ternarios inactivos entre IGF-1, IGFBP-3 e IGFBP-5.
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Bajo situaciones de estrés la afinidad de estas proteinas de unién por IGF-1 disminuye, lo
que le permite a este Ultimo unirse a otras proteinas de menor tamafio, para atravesar
membranas y asi llegar a tejidos periféricos donde ejercera su accidn a través de la uniény

activacion del receptor de IGF-1 (IGF-1R) [29].
1.8.1 Receptor de IGF-1

El gen del receptor de IGF-1, ubicado en el cromosoma 15, se compone de 21 exones y se
extiende a mas de 309 kpb. Al igual que su ligando, la estructura del receptor posee un
alto grado de semejanza con el del receptor de insulina e IGF-1l (60% homologia); el
receptor consiste en un heterodimero de dos subunidades (af}),, unidos entre si por
puentes disulfuros. La subunidad o (135 kDa) es extracelular y proporciona el sitio de
union a IGF-1, mientras que la subunidad 3 (95 kDa) posee una porcidn extracelular, una
region transmembrana, y un dominio intracelular con actividad tirosina kinasa [30]. La
semejanza estructural del receptor, le permite unir ademds IGF-Il e insulina, pero la

afinidad de estos péptidos por el receptor es cien veces menor que con IGF-1.

La unidn del ligando al IGF-IR genera un cambio conformacional en este, que ocasiona la
activacion de su dominio tirosina kinasa y la autofosforilacién de los residuos tirosina-
serina. La activacion del receptor genera la fosforilacidon de proteinas tales como el IRS-1 e
IRS-2. Estas proteinas fosforiladas no tienen actividad kinasa intrinseca propia, sino que
actian como reclutadoras de otras proteinas para asi llevar a cabo una cascada de
activacion de kinasas (PI3K/Akt, cascada Ras-Raf-MEK-ERK) que median las acciones de
IGF-1 [31]. Una vez activado el receptor, este es regulado negativamente por
internalizacion endocitica, por proteinas tirosina fosfatasas y fosforilacién en residuos

serina [32].

Tanto IGF-1 como su receptor estan presentes en el miocardio, cumpliendo roles de
regulacién del crecimiento, remodelado e hipertrofia del corazén de manera paracrina y
autocrina; y de citoproteccidén de cardiomiocitos y fibroblastos frente a diversos estimulos

de estrés y muerte [33].
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1.8.2. Vias de seiializacion activadas por IGF-1

Son muchas las vias de transduccién activadas por IGF-1, siendo descritas como los
principales responsables en los efectos citoprotectores otorgados por IGF-1. Estas serian
las vias de transduccidn de sefial fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K)-Akt y Ras-Raf-MEK-ERK
[34]. Ambas vias de seializacidén estan involucradas con la sobrevida y proteccion celular
frente a procesos de estrés, daifio y muerte celular [34]. La proteina PI3K estd constituida
por una subunidad regulatoria de 85 kDa (p85) y una subunidad catalitica de 110 kDa
(p110). La activacion de esta subunidad depende de la asociacidon de los dominos SH2 de
la subunidad regulatoria a péptidos fosfotirosina de IRS-1. La activacién de PI3K, da inicio a
la formacién del segundo mensajero lipidico fosfoinositido 3-fosfato (PIP3), a partir de
fosfoinositido 2-fosfato (PIP2). Esta acciéon permite reclutar a proteinas con dominios
pleckstrina (PH), como la kinasa 1 dependiente de PIP3 (PDK1l) y la proteina
serina/treonina kinasa Akt hacia la superficie interna de la membrana celular,
favoreciendo su activacion mediante la fosforilacion de sus residuos aminoacidicos
treonina 308 y serina 473 (por PDK1 y mTORC2, respectivamente) [35]. Una vez fosforilada
y activa, Akt se transloca desde la membrana plasmatica hacia otros compartimentos
celulares para fosforilar proteinas de sefializacién, factores transcripcionales y otras

proteinas kinasas con el fin de regular multiples procesos celulares [36].

Otra cascada de transduccién fundamental para explicar los efectos de IGF-1, es la cascada
de seializacién de la familia de proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPK). Esta
cascada se inicia al interactuar los residuos fosfotirosina de la proteina IRS-1 con el
dominio SH2 de la proteina de unién al receptor de factor de crecimiento (Grb2). Esta
proteina forma un complejo mediante sus dominios SH3 con el factor intercambiador de
nucledtidos de guanina (SOS), formando el complejo Grb2/SOS. La activacion del complejo
favorece su traslocacién a la membrana plasmdtica donde estimula el intercambio de
nucledtidos con Ras GDP (forma inactiva) en Ras GTP (forma activa). Esta activacion
generara la fosforilacion secuencial de proteinas serina/treonina Raf-MEK-ERK [37] dicha
sefializacion, permite activar otras vias de senalizacidon citosdlicas o nucleares para activar
distintos factores de transcripcién.
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1.9 Efectos de IGF-1 sobre I/R

Existe mucha evidencia que avala los efectos protectores de IGF-1 frente a una gran
variedad de estimulos de muerte en fibroblastos [38] [39]. De igual manera sus
propiedades protectoras frente a eventos de hipoxia o I/R han sido descritas en distintos
tipos de células tales como células renales [40], neuronas [41] y cardiomiocitos [42], pero

no asi en fibroblastos cardiacos.

Como ya se describio, la activacion de las vias de sefializacion MEK-ERK y PI3K/Akt son
responsables en parte de los efectos citoprotectores y antiapoptéticos de IGF-1,
especialmente frente a procesos dafiinos para el corazén como lo es I/R, con el fin de
limitar el dafio y disminuir el grado de muerte celular. La activacién de Akt es capaz de
activar factores anti-apoptdticos (proteinas de la familia Bcl-2 y factor de transcripcion
cAMP-CREB), e inhibir otros pro-apoptéticos (procaspasas, factor de transcripcién NF-kB)
[43]. Asimismo la cascada de activacién de MAPK ha demostrado ser particularmente
importante en cardiomiocitos, por el papel que toman frente al crecimiento hipertréfico y
apoptosis [44]. Sin embargo otros autores estiman esta via como mediadora de efectos
proliferativos pero no asi cardioprotectores [45]. Existen numerosas investigaciones que
describen la activacién de ambas vias para proteger de los efectos deletéreos de I/R, tanto
en ausencia de IGF-1 [46], como en presencia de este [24] y otros factores de crecimiento
tales como Insulina, TGF-B1, FGF y VEGF, entre otros [47]. Sin embargo poco se sabe
acerca de como estas vias regulan la sobrevida de fibroblastos cardiacos al ser sometidos

al/R.

Pese a la extensa literatura, sobre los efectos de la I/R en corazdn y especificamente en
cardiomiocitos y como es que IGF-1 es capaz de prevenir esta pérdida de viabilidad, no
existe mayor informacién acerca de estos efectos sobre fibroblastos cardiacos. Y es que
entendiendo el papel fisioldgico de los fibroblastos cardiacos, se hace necesario saber si es
que frente a la ocurrencia de algin evento isquémico coronario, estas células sobreviviran
para poder cicatrizar la zona dafiada y asi restablecer la arquitectura normal del corazén

para su correcto funcionamiento.
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Basandose en el efecto sobre otra célula cardiaca como lo es el cardiomiocito, se podria
inferir un efecto protector de IGF-1 sobre fibroblastos card{iacos sometidos a I/R. Sin
embargo esto debe comprobarse ya que las diferencias morfoldgicas y funcionales entre
fibroblastos y cardiomiocitos [48] determinan que no se comporten de igual forma frente
a estimulos de muerte [49] como lo es la I/R, ni tampoco a factores cardioprotectores,
como lo es IGF-1. De igual forma se hace imprescindible el determinar si el efecto de IGF-1
esta mediado, en parte por la activacion de las vias ERK/MAPK y PI3K/Akt. Por los
antecedentes anteriormente expuestos, para el presente trabajo se propone la siguiente

hipdtesis:

2. HIPOTESIS

IGF-1 protege al fibroblasto cardiaco de rata neonata de la muerte provocada por

isquemia/reperfusion simulada.
3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que el FCN sometido a I/R simulada muere por apoptosis y que la

preincubacién con IGF-1 protege de este evento deletéreo.
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar que I/R simulada produce una pérdida significativa de la viabilidad de

los FCN.

2. Demostrar que IGF-1 disminuye la pérdida de viabilidad de FCN sometido a I/R in

vitro.

3. Determinar que IGF-1 protege a través de la activacion de las vias de sefializacién

PI3K/Akt y ERK 1/2.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU):
Tritén X-100, piruvato de sodio, azul de tripan y NADH. En Gibco BRL (Carlsbad, California,
EEUU) se adquirieron tripsina-EDTA, estandares de masas moleculares de proteinas pre-
tefiidas, suero fetal de bovino (FBS). Los compuestos inorgdnicos y organicos, sales, acidos
y solventes se adquirieron en MERCK (Darmstadt, Alemania). El reactivo
quimioluminiscente para Western blot (Western Lightning) se adquirié a PerkinElmer Life
Sciences, Inc. (Boston, MA, EEUU). El material de plastico estéril para la obtencién y
cultivo de fibroblastos cardiacos se obtuvieron en Falcon. IGF-1 y Accutase fue adquirido
en Chemicon. LY29042 se adquirié en Cayman Chemicals (Michigan, USA). Los anticuerpos
secundarios anti-IgG ratéon y anti-IgG conejo, conjugados a peroxidasa se obtuvieron en
Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU), al igual que el reactivo 2-deoxiglucosa. Se obtuvieron en
Cell Signaling Technology (Boston, MA, EEUU), el reactivo PD98059 y los anticuerpos anti-
Akt fosforilado, anti-Akt total, anti-p44/42 MAPK. El anticuerpo anti-ERK 1/2 fue obtenido

en Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EEUU).
5.2. Animales

Ratas Sprague-Dawley neonatas (2 a 3 dias de edad), se obtuvieron del bioterio de la
Facultad de Cs. Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, cumpliendo con
todas las normas bioéticas referidas a la utilizacion de animales y de acuerdo al Comité de

Etica de la Facultad.
5.3. Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiacos ventriculares de ratas neonatas

Se utilizé el procedimiento descrito por Foncea y cols [50], el cual da cuenta de la
posibilidad de separar cardiomiocitos de fibroblastos cardiacos por la diferente capacidad
de adherencia a las placas de cultivo. Las ratas se decapitaron e inmediatamente se les
removid el corazén bajo condiciones de asepsia. Se retiraron las auriculas y los ventriculos
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se cortaron en pequefios pedazos para facilitar las sucesivas digestiones posteriores con
pancreatina y colagenasa Il. El producto de las digestiones se sometié a un preplaqueo por
2 h a 372C en medio de cultivo conteniendo 5% FBS y 10% FCS en frascos para cultivo de
plastico. Por adhesidn diferencial al plastico se separaron fibroblastos de cardiomiocitos.
Luego de las 2 h, se cambid el medio por DMEM-F12 + 10% FBS, los fibroblastos se dejaron
proliferar hasta confluencia y los cambios de pasaje se realizaron mediante tripsinizacién

(hasta pasaje 2 como maximo).
5.4 Protocolo de I/R simulada

Para simular el proceso de Isquemia in vitro, los FCN se incubaron en una cdmara de
hipoxia, con ambiente nitrogenado a 37 2C en 1 ml de buffer Krebs modificado (139 mM
NaCl, 12 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 0,9 mM CaCl, y 5,0 mM HEPES) suplementado con 10
mM de 2-deoxiglucosa Y acido lactico 20 mM a pH 6,2. Para la reperfusidn, las células se
incubaron en medio de cultivo DMEM F-12, en estufa a 372C con 5% CO,, a diferentes

tiempos.

Los controles para cada condicién se incubaron en normoxia en medio F-12 en ausencia
de suero, por los mismos periodos de tiempo correspondientes a cada grupo
experimental. En los controles y en los diferentes tiempos de I/R se evalué la muerte
celular, apoptosis y proteinas p-Erk, p-Akt inmediatamente después de la isquemia

simulada o de I/R segun los experimentos.

Para evaluar el efecto protector de IGF-1 sobre los fibroblastos cardiacos, se agregd a
concentraciones de 1, 10 y 100 nM en tres instancias dependiendo del experimento a
realizar: una hr previa a la isquemia, durante la isquemia, y/o en el medio de reperfusion.
Para investigar los roles de p-Erk y p-Akt mediados por IGF-1 en el proceso simulado de
I/R, se utilizaron inhibidores de estas proteinas PD98059 (10 um) y LY 29042 (50 um),

respectivamente; los cuales se agregaron junto con IGF-1, segln sea el caso.
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5.5. Preparacidn de extractos celulares totales

Se prepararon extractos de proteinas totales para evaluar los niveles de las proteinas p-
Erk, Erk total, p-Akt, Akt total por IWB. Las células se sembraron en placas de 60 mm a una
densidad de 2x10* cel/cm?. Una vez sometidas a los experimentos estimulados, las células
se lavaron tres veces con PBS 1X frio y luego se lisaron con 50 plL de tampdn de lisis RIPA
(Tris-HCI 10 mM pH 7,2; EDTA 5 mM; NaCl 150 mM; Triton X-100 1% v/v; SDS 0,1% v/v;
deoxicolato 1% v/v; leupeptina 2 pug/mL; aprotinina 10mM; PMSF 1 mM y NasVO, 100
KUM). El homogeneizado se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante
se recuperd y se le determiné la concentracién de proteinas por el método de Lowry (Bio-
Rad protein assay). Las proteinas se denaturaron en tampoén SDS-PAGE 4X a 40 2C por 5
min (glicerol 20 mL, 2-mercaptoetanol 10 mL, SDS 5 g, Tris base 1,51 g, Azul de
bromofenol 0,01 g, agua csp. 100 mL, a pH 6,8 con HCI), y se mantuvieron a —20°C, hasta

su utilizacion.
5.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacidén de las proteinas de acuerdo a su masa molecular se realizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Para la deteccién se cargaron 50 ug de
extracto proteico. La electroforesis se realizd a un voltaje constante de 70 V en tampén de
electroforesis 1X (Tris base 30,25 g, Glicina 144 g, SDS 10 g, agua 1.000 mL para tampdn de

electroforesis 10X).
5.7. Electrotransferencia de proteinas

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

de nitrocelulosa (BioRad) 350 mA durante 90 min en tampdn de transferencia.
5.8. Western blot

Una vez transferidas, la membranas se bloquearon con tampdn de blogqueo (TBS 1X;
Tween-20 0,1%; leche sin grasa 5% p/v) durante 1 hr a temperatura ambiente y

posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes segun
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ensayo. Anti-Akt fosforilado, anti-Akt total, anti-p44/42 MAPK y anti-ERK en tampodn de
incubacién (TBS 1X; Tween-20 0,1% en leche sin grasa 5% p/v) a una dilucién 1:1000 toda
la noche a 4°C con agitacidn suave. Para tubulina se usé una dilucion 1:5000 toda la noche
a 4°C con agitacion suave. Posterior a la incubacién, las membranas se lavaron 3 veces por
5 min en TBS 1X / Tween-20 al 0,1%, e incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con
anti-lgG de conejo o ratén conjugado con peroxidasa, a un titulo de 1:5.000 en tampdn de
incubacién. Para detectar las proteinas, las membranas, previamente lavadas, se
incubaron durante 1 min en solucién de ECL y se expusieron a la pelicula de fotografia
Kodak-Biomax o AGFA. Las peliculas se digitalizaron y las imagenes se cuantificaron por
densitometria con ayuda del programa computacional Image J. Después de realizar los
ensayos de Western blot, las membranas de nitrocelulosa se incubaron por 45 min en una
solucién de rojo Ponceau (rojo Ponceau 2%, TCA 30%, acido sulfosalicilico 30%) para
desprender los anticuerpos, posteriormente se lavaron en TBS 1X / Tween-20 al 0,1% por
tres veces. Luego de este tratamiento, las membranas pudieron ser reutilizadas para

nuevos ensayos de Western blot.
5.9. Viabilidad por conteo celular

Fibroblastos se sembraron en placas 60 mm a una razén de 2x10* cel/cm?, cultivadas en
medio DMEM-F12 + 10% de FBS por 24 hrs y que posteriormente fue reemplazado por
DMEM-F12 libre de suero. Luego las células se soltaron de las placas utilizando Accutase y
se afadido DMEF-12 10% suero, en proporcién 2:1 con respecto a Accutase para aumentar
el volumen de muestra. Posteriormente se tomd una alicuota de 20 ul de la suspensién de
células y se le adicionaron 20 plL de solucién de azul de tripan, se homogeneizé y de esta
nueva suspension de tomaron 20 L para conteo celular en una cdmara de Neubauer

doble.
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5.10. Cuantificacion de la fragmentaciéon y condensacion del ADN mediante yoduro de

propidio

Para cuantificar la apoptosis celular se utilizéd la técnica de incorporacion de PI.
Fibroblastos se sembraron en placas 35 mm a una razén de 2x10” cel/cm?, se cultivaron en
medio DMEM-F12. Luego se lavaron tres veces con PBS 1X y se reemplazé por medio
fresco DMEM-F12 (control) o DMEM-F12 con posterior estimulacién de IGF-1, LY294002 o
PD98059 a los tiempos y concentraciones indicados para cada experimento. Las células se
desprendieron de las placas utilizando Tripsina-EDTA 1x. Por otro lado, el medio que
contenia a las células se recolectd, centrifugd a 1.500 rpm por 5 min y la pella recuperada
y adicionada a las células desprendidas inicialmente de las placas. El total de células
obtenido se recolecté en metanol frio, almacenado a -20 °C toda la noche, sometido a una
segunda centrifugacion y la fraccién no soluble obtenida se resuspendié en PBS frio
conteniendo RNAsa por 2 h. Luego a las células en suspension se les adiciond Pl 20 pg/uL
un min antes de la medicién. Finalmente se determiné la apoptosis celular por citometria

de flujo (FACS CANTO, Becton Dickinson).
5.11. Determinacion de la actividad Lactato deshidrogenasa

Para determinar la muerte por necrosis se midié la actividad de LDH por
espectrofotometria, a través de la cinética de transformacién del NADH a NAD", lo que se
relacioné directamente con la cantidad de LDH liberado al medio y por ende al proceso
necrotico. Se recolecté el medio de cultivo, posterior al estimulo de I/R, mientras que las
células vivas fijadas en las placas se permeabilizaron con Tritén 0,01% por 10 min a 4°C. Se
tomé una alicuota de 100 pL del medio de cultivo recolectado, se adiciond 850 uL de
tampoén Fosfato 0,1 M, pH 7,4 y se adicion6 33,3 plL de piruvato [2,5mg/mL] y el sustrato
NADH (10 mg/mL). Esta mezcla se sometid a un andlisis espectrofotometrico de
decaimiento de absorbancia a 340 nm durante 3 min a 372C en el equipo ATl Unicam
UV/VIS Spectrometer. Posteriormente, se repitié el procedimiento de igual manera para la

muestra de células permeabilizadas con Tritén 0,01%.
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Se grafico la variacion de la absorbancia con respecto al tiempo, lo cual entregd la
pendiente de decaimiento de NADH, que es directamente proporcional a la actividad de la
LDH. Es decir, a mayor pendiente, mayor es la actividad de la LDH y mayor fue el nimero

de células en estado necrético. Los datos se expresan en porcentaje de LDH liberado.

5.12. Analisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio *+ SEM de al menos, tres
experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA y la prueba Tuckey para
determinar la significancia estadistica de los resultados, se considerd significativa la

diferencia entre dos grupos cuando su valor de P < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1 Evaluacion del efecto en la sobrevida de FCN sometidos a I/R simulada

Para determinar cémo afecta el proceso de I/R sobre la viabilidad de FCN, estos se
mantuvieron en medio DMEM-F12 con suero al 10% durante 24 hrs hasta confluencia.
Luego fue sustituido por medio de mantencioén libre de suero durante otras 24 horas. Una
vez transcurrido el tiempo los FCN se sometieron al proceso de isquemia por 6, 8, 12, 24
hrs, tal como se indica en materiales y métodos. Posteriormente se determind la muerte
celular. Con el objetivo de poder medir los efectos producidos por la reperfusion sobre la
viabilidad, se escogidé aquel tiempo maximo de isquemia sin pérdida de la viabilidad

celular y se realizaron las subsiguientes reperfusiones de 16, 24, y 48 hrs respectivamente.

6.1.1 Efecto de la isquemia sobre la viabilidad celular

La viabilidad de los FCN sometidos a isquemia simulada, se determind por conteo celular
mediante exclusidn con azul de tripan. En la Fig. 1 se observa la cuantificacion de este
fendmeno presentandose una disminucién significativa en el nimero de células viables a
partir de las 12 hrs de isquemia (45% de sobrevida) y practicamente la muerte total a las

24 hrs de Isquemia (9,5% de sobrevida), con respecto al control.
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Figura 1. Muerte celular inducida por Isquemia: FCN se sometieron a isquemia simulada por los tiempos
indicados y la viabilidad se determiné mediante exclusién por Azul de tripan. Los resultados muestran la
media + SEM para tres experimentos independientes (***; p< 0,001 vs Control).
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6.1.2 Efecto de I/R sobre la viabilidad

Los FCN se sometieron a isquemia por 8 hrs y posteriormente a reperfusiones de 16,24 y
48 hrs. La viabilidad de los FCN, se determiné por conteo celular mediante azul de tripan.
En la Fig. 2 se observan los efectos de pérdida de viabilidad causados por la reperfusién de
manera tiempo dependiente. Ya a las 16 hrs de reperfusidon se aprecia una pérdida
significativa de la viabilidad con respecto al control (63% de sobrevida); pérdida que se
intensifica de manera lenta pero progresiva, a medida que aumenta el tiempo de
reperfusién a 24 y 48 hrs (55% y 50%, de sobrevida respectivamente). Importante
mencionar que esta pérdida de viabilidad ocasionada por la reperfusion es
estadisticamente significativa con respecto a las 8 hrs de isquemia sin posterior

reperfusion (p<0,001 v/s isquemia 8 hrs).
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Figura 2. Muerte celular inducida por I/R: FCN se sometieron a I/R simulada por los tiempos indicados y
la viabilidad se determind mediante exclusién por Azul de tripan. Los resultados muestran la media +
SEM para doce experimentos independientes. ***; p<0,001 con respecto al control, ###; p< 0,001 con
respecto a Isquemia 8 hrs.
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6.2 Evaluacion del tipo de muerte ocasionado por I/R simulada

De manera de determinar a qué tipo de muerte celular corresponde esta pérdida de
viabilidad inducida por I/R simulada, FCN sometidos a 8 hrs de isquemia y posteriores
reperfusidones de 16, 24 y 48 hrs, fueron tratados para estudios de incorporacién de Pl

(apoptosis) y determinacion de la actividad enzimatica de LDH (necrosis).

6.2.1 Determinacion de la incorporacion de Pl en FCN sometidos a I/R simulada

En los histogramas de la Fig. 3A se observa que 8 hrs de isquemia no produjeron un
aumento en el porcentaje de células apoptdticas con respecto al control. Sin embargo el
posterior proceso de reperfusion de 16, 24 y 48 hrs ocasiond una significativa apoptosis,
lo que se aprecia por la incorporacion de Pl en la subpoblacion apoptdtica G1. El andlisis
grafico de estos eventos (Fig. 3B) muestra que la isquemia de 8 hrs no gatilla apoptosis
significativa (6,36%) con respecto al control (3,56%). La I/R en cambio, produjo un
aumento del porcentaje células apoptéticas estadisticamente significativo; tanto para las
16 hrs (16,27%), 24 hrs (23,61%) y 48 hrs (17,57%) de reperfusion; con respecto al control
(7,62%).
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Figura 3. Fragmentacion del ADN en FCN sometidos a I/R simulada: FCN se sometieron a I/R simulada
por los tiempos indicados y se determino el porcentaje de células apoptdticas mediante FACS. En la
figura 3A se muestran los histogramas obtenidos por citometria de flujo. La cuantificacion de dichos
histogramas se muestran en el grafico de la figura 3B. Los resultados muestran la media * SEM para
cuatro experimentos independientes. En la figura 3B ###; p<0,001, #; p<0.05 con respecto al Control de

Reperfusidn (C/R), ***; p<0.001 con respecto a isquemia 8 hrs.
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6.2.2 Determinacion de la actividad LDH liberada por FCN sometidos a I/R simulada

Para la cuantificacién de muerte por necrosis los FCN fueron sometidos a isquemia de 8 hr
y posteriores reperfusiones de 16, 24 y 48 hrs. Una vez transcurrido el tiempo se
recolectaron las células y se midié la actividad de LDH de acuerdo a lo descrito en
materiales y métodos. Se utilizaron FCN tratados por 4 hrs con H,0, a 100 uM como
control positivo de necrosis. Luego de evaluar la actividad de la LDH, se graficd la variacién
de la pendiente, como se observa en la Fig. 4, que es directamente proporcional a la

necrosis en el cultivo.

El resultado indica que los FCN sometidos a 8 hrs de isquemia no muestran un aumento
estadisticamente significativo de la actividad de LDH, con respecto a FCN en condicién
control. Sin embargo durante la reperfusion, se observa un importante aumento de la
actividad de LDH, llegando incluso a igualar al grado de necrosis alcanzado por el control
positivo (7 veces por sobre el control). El aumento de LDH liberado es estadisticamente
significativo con respecto al control y a los FCN sometidos a 8 hrs de isquemia; la

liberacion de LDH se mantiene constante con el pasar de las hrs de reperfusion.
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Figura 4. Actividad LDH de FCN sometidos a I/R Simulada: FCN fueron sometidos a I/R simulada por los
tiempos indicados y se determind el porcentaje de células necrdticas mediante la cuantificacion de la
actividad enzimatica de LDH. Los resultados muestran la media + SEM para tres experimentos
independientes (***; p< 0,001, **; p<0,01 con respecto al Control, ##; p<0,001, ##; p<0,01 con respecto
a Isquemia 8 hrs (8/0)).
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6.3 Efecto de IGF-1 sobre la pérdida de viabilidad celular de FCN sometidos a I/R
simulada

Para determinar cual es el efecto de IGF-1 sobre la pérdida de viabilidad celular de FCN
sometidos a I/R simulada, los FCN fueron sometidos al proceso de Isquemia por 8 hrsy
subsiguientes reperfusiones de 24 y 48 hrs; en presencia y ausencia de IGF-1 10 nM. El
tratamiento con IGF-1 10 nM se realiza en tres instancias: una hr antes de la isquemia y

durante la I/R. La viabilidad se determind mediante exclusidn por azul de Tripan.

Los resultados indican que IGF-1 no previno la pérdida de viabilidad de FCN sometidos
s6lo a isquemia de 8 hrs (84,3 % con respecto a un 82,7 % de FCN no estimulados con IGF-
1). Al incubar con IGF-1 durante I/R se observd un aumento en la viabilidad de los
fibroblastos sometidos a I/R en los tiempos indicados. La diferencia observada fue
estadisticamente significativa para las reperfusiones de 24 hrs (67,3 % v/s 55,7 %) y 48 hrs

(68,8% frente a un 49,3%) indicando una proteccién parcial por IGF-1 (Fig. 5).
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Figura 5. Efecto de IGF-1 sobre la pérdida de viabilidad inducida por I/R simulada: FCN sometidos a I/R
simulada se trataron con IGF-1 10 nM, 1 hr previa a la isquemia y en el momento de la reperfusion. Se
determind la viabilidad mediante exclusion por Azul de tripan. Los resultados muestran la media + SEM
para nueve experimentos independientes. (#; p<0,05 con respecto a isquemia 8 hrs, *; p<0,05 con
respecto al mismo tiempo en ausencia de IGF-1).

33



6.3.1 Efecto de la concentracion de IGF-1 sobre la viabilidad celular de FCN sometidos a
I/R simulada

Para estudiar si el efecto es dependiente de la concentracidon de IGF-1, se utilizaron
concentraciones de 100, 10 y 1 nM. Los FCN se trataron con IGF-1 por 1 hr antes de
someterse a isquemia de 8 hrs. Para evaluar el efecto de la concentracién de IGF-1 en la
reperfusion, los FCN se incubaron con IGF-1, 1 hr antes y durante las 8 hrs de isquemia, y
luego son expuestos a 24 hrs de reperfusidon en presencia de IGF-1. Una vez terminado los

tiempos de exposicidn los FCN se trataron para determinar la incorporacién de PI.

Los histogramas de la Fig. 6A muestran que IGF-1 no disminuyd el porcentaje de células
apoptoticas producto de la isquemia en ninguna de las tres concentraciones utilizadas. En
contraste, IGF-1 fue capaz de disminuir de manera significativa el nimero de células
apoptdticas a 14,7 £ 7 % (IGF-1 100 nM) y 15 + 3% (IGF-1 10 nM) respecto de la condicidon
de reperfusién en ausencia de IGF-1 (23,6%) (Fig. 6B). Es interesante notar, que tras la
incubacién de IGF-1 a concentracion 1 nM tras 24 hrs de reperfusidon; el porcentaje de
células apoptdticas no disminuyd, lo que sugiere que esta concentracion es insuficiente

para ejercer los efectos anti-apoptéticos.

Los resultados acd expuestos permiten determinar que IGF-1 es capaz de disminuir la
pérdida viabilidad celular inducida por I/R simulada desde una concentracion de 10 nM,

por lo que para los siguientes experimentos, se utilizara esta concentracién.
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Figura 6. Efecto Dosis-respuesta de IGF-1: FCN sometidos a I/R simulada fueron tratados con IGF-1
en las concentraciones indicadas por toda la duracidon de la Isquemia o I/R. En la figura 6A se
muestran los histogramas obtenidos por citometria de flujo. La cuantificacion de dichos histogramas
es mostrada en el grafico de la figura 6B. Los resultados muestran la media * SEM para tres
experimentos independientes. En la figura 2B *** p<0,001; * p<0.05 con respecto al Control de
Reperfusién (C/R), #, p<0.05 con respecto a 18 / R24.
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6.3.2 Efecto del momento de estimulacion con IGF-1 sobre la viabilidad celular de FCN
sometidos a I/R simulada

Ya habiendo comprobado los efectos de IGF-1 10 nM sobre la viabilidad de FCN sometidos
a I/R, se busca diferenciar si el efecto protector de IGF-1 es durante la isquemia o la
Reperfusién. Indirectamente los resultados de este experimento también permitird
determinar si la pérdida de viabilidad observada en FCN sometidos a I/R simulada, es
consecuencia de la reperfusion y no de la extensién del dafo ocurrido durante la

isquemia.

La Fig. 7A y 7B muestran los resultados de la incubacion de IGF-1 en distintos momentos
del evento de I/R simulada. En la Fig. 7A se observa que IGF-1 disminuyd la apoptosis,
Unicamente durante el proceso de reperfusion y no en el de Isquemia, reflejado como una

reduccion en la incorporacion de Pl en la poblacién apoptdtica sub G1.

La Fig. 7B representa el andlisis grafico de los eventos descritos. Se observé que al
preincubar con IGF-1 a FCN sometidos a I/R solamente durante el periodo isquémico el
efecto antiapoptédtico es casi nulo (22 + 5 %), siendo muy similar al porcentaje de células
apoptoticas obtenido en aquellos fibroblastos sometidos a I/R en ausencia de IGF-1 (23,6
+ 6%). En cambio, el estimulo con IGF-1, sélo durante el periodo de reperfusién ocasioné
una disminucién del porcentaje de células apoptéticas (17 + 4 %) que se asemeja en
magnitud a la proteccién anti-apoptdtica alcanzada al estimular con IGF-1 durante
isquemia y reperfusion (16,5 + 5 %). Si bien la diferencia obtenida al estimular con IGF-1
Unicamente durante la reperfusién no fue estadisticamente significativa con respecto a
FCN sometidos a I/R en ausencia de IGF-1, se puede observar una tendencia de
disminucion del porcentaje de células apoptodticas. Estos resultados sugieren que la
proteccion sobre la viabilidad y apoptosis otorgada por IGF-1 seria producto de sus
efectos predominantemente durante el periodo de reperfusion, por sobre el periodo

Isquémico.
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Figura 7. Efecto del momento de estimulacion con IGF-1 sobre la viabilidad celular de FCN sometidos
a |I/R simulada: FCN sometidos a I/R simulada se trataron con IGF-1 10 nM durante isquemia y/o
reperfusidén. En la figura 7A se muestran los histogramas obtenidos por citometria de flujo. La
cuantificacién de dichos histogramas es mostrada en el grafico de la figura 7B. Los resultados muestran
la media £ SEM para cuatro experimentos independientes. En la figura 7B *** p<0,001; ** p<0,01, *
p<0,05; * p<0,05 con respecto al Control de Reperfusién (C/R); #, p<0,05 con respecto a I8 /R24.
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6.4 Participacion de la via PI3K/Akt y MAPK en los efectos inducidos por IGF-1 sobre la

viabilidad de los FCN sometidos a I/R simulados y tratados con IGF-1

A fin de estudiar cual es la via de sefializacidn activada por IGF-1 en los cultivos primarios
de FCN sometidos a I/R simulada, responsable del efecto antiapoptético, se investigd si
IGF-1 activa a dos de las proteinas kinasas involucradas en las vias transduccionales
candnicas activadas por el receptor de IGF-1, Akt y ERK 1/2. Con este objetivo los
fibroblastos se sometieron a periodos breves de I/R (10/10 min) y prolongados (8/24 hrs),
tanto en presencia como ausencia de IGF-1 10 nM, para asi poder determinar la
temporalidad en la activacion de estas vias, a corto plazo (10 min), y si se mantenia hasta

los tiempos utilizados experimentalmente (8 hrs de isquemia y 24 hrs de reperfusion).

Una vez finalizado los tiempos de exposicion se prepararon extractos proteicos totales y
se determinaron las formas fosforiladas y totales de cada proteina mediante Western
Blot. Paralelo a ello se verificard la participacién de estas vias en la proteccidon otorgada
por IGF-1. Para este fin se utilizaran inhibidores quimicos (LY294002 y PD98059) de las vias

PI3K y ERK 1/2, respectivamente.

6.4.1 Activacion de la via PI3K/Akt en FCN sometidos a I/R y tratados con IGF-1

Los resultados indican que tras un proceso de 10 min de isquemia, la activacién de Akt no
presenta diferencias significativas con respecto los FCN control (1,3 + 0,2), mientras que la
reperfusidon de 10 min si es capaz inducir la fosforilacién de Akt, lo que se ve representado
por un aumento de 3,25 + 1,0 veces sobre el control. Con respecto al efecto de IGF-1
sobre los FCN sometidos a I/R simulada de 10 min, se observa que IGF-1 10 nM es capaz
de inducir la fosforilacién de Akt tanto en la isquemia, donde el tratamiento con este
estimulo produjo un aumento de la fosforilacion de 3,45 + 0,3 veces sobre aquellos FCN
no tratados con IGF-1, asi como también en la reperfusidén, en la cual el aumento fue
considerablemente mayor (8,44 + 2,6). Estos resultados sugieren que Akt no es activada

durante la isquemia de 10 min, pero si durante la posterior reperfusiéon. IGF-1 en tanto, es
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capaz de inducir una mayor activacion de esta proteina tanto en isquemia, como en

reperfusion. (Fig. 8A).

Por otro lado, frente a periodos prolongados isquemia (Fig. 8B), los resultados indican que
al igual que en el experimento anterior la isquemia de 8 hrs, por si sola, no induce un
aumento de la fosforilacion de Akt con respecto al control (1,4 + 0,15), siendo la
reperfusion de 24 hrs, la responsable del aumento de 3,45 + 0,5 veces por sobre el
control. Del mismo modo, el tratamiento con IGF-1 ocasioné6 un aumento en la

fosforilacion de la proteina durante I/R (6,4 £ 1,3; 10,2 + 5 respectivamente) (Fig 8B).
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Fig. 8 Activacién de p-Akt en FCN sometidos a I/R y estimulados con IGF-1. Determinacion de la
activacion de p-Akt en FCN sometidos a I/R estimulados con IGF-1 10 nM. 8A) Muestra la expresion de p-
Akt en FCN sometidos a I/R por tiempos cortos de 10 min. 8B) Muestra la expresion de p-Akt en FCN
sometidos a I8 hrs/R24 hrs. La parte superior corresponde al WB indicando la expresidn de los niveles de
p-Akt y Akt total (60 KDa) y en la parte inferior se presenta el grafico que muestra la razon entre p-Akt/Akt
total. Los resultados muestran la media + SEM para tres experimentos independientes. ***, p<0,001; **,
p<0,01 con respecto al Control de 8 hrs.
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6.4.2 Efecto de la inhibicion de la via PI3K/Akt

Los FCN fueron sometidos a isquemia por 8 hrs y posteriormente a reperfusiones de 24y
48 hrs. Para verificar la participacion de la via PI3K/Akt en la proteccidn otorgada por IGF-

1; los FCN se co-estimularon con IGF-1 10 nM y con LY294002 a concentracién 50 uM.

Los resultados de la Fig. 9 muestran la neutralizacién del efecto protector de IGF-1 sobre
la viabilidad por LY294002. Se observa que tras 8 hrs de isquemia y 24 hrs de reperfusion,
la co-incubacidn del inhibidor junto a IGF-1 disminuye la viabilidad celular a porcentajes
menores (54,2%) a la sola incubacién con IGF-1 (67,3%) y similares a aquellos FCN no
estimulados con IGF-1 (55,7%). Estas diferencias no son estadisticamente significativas, sin
embargo tras 8 hrs de isquemia y 48 hrs de reperfusidn; estas si lo son, notdndose una
importante disminucidn de la viabilidad (42,3%) con respecto a FCN sometidos a I/R y
estimulados con IGF-1 (68,6%) y una semejanza frente a FCN sometidos a I/R sin
tratamiento (49,3%). Es interesante notar que en ambos tiempos de I/R medidos, el tratar
Unicamente con LY294002 en ausencia de IGF-1 no produjo mayores pérdidas de
viabilidad de los fibroblastos que los observados en fibroblastos sin tratamiento alguno, lo
gue demuestra que el inhibidor no estd produciendo efectos tdxicos que pudiesen

disminuir la sobrevida de las células.
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Fig. 9. Neutralizacidn del efecto protector sobre la viabilidad por Ly 29042. FCN sometidos a I/R simulada se
trataron con IGF-1 10 nM, 1 hr previa a la isquemia y en el momento de la reperfusidon en presencia o
ausencia de LY29042 50 uM. Se determind la viabilidad mediante exclusién por azul de tripan. Datos
mostrados como promedio + SEM para tres experimentos independientes: *: p<0.05. $: 0<0.05. #: p<0.05.

41




6.4.3 Participacion de la via MAPK en los efectos inducidos por IGF-1 sobre la viabilidad
de los FCN sometidos a I/R simulada

En el caso de la activacidon de las proteinas kinasas reguladas extracelularmente ERK 1/2,
los resultados indican que tras 10 min de isquemia, los niveles de la fosforilacion de la
proteina disminuyeron con respecto al control (0,35 + 0,12). Estos niveles se
restablecieron al iniciar la reperfusion. Sin embargo no fueron superiores a los observados
en la condicién control (1,12 + 0,25). Por otro lado, el estimulo con IGF-1 no fue capaz de
inducir la activacion de p-ERK 1/2 en isquemia (0,56 + 0,11 veces con respecto al control).
Sin embargo, si lo hizo en la reperfusion, con un aumento de 1,8 + 0,4 veces con respecto

al control (Fig 10A).

La Fig. 10B. muestra la expresion de las proteinas p-ERK 1/2 frente a periodos prolongados
de I/R. Nuevamente se observa que tras 8 hrs de isquemia tanto en ausencia como en
presencia de IGF-1, la fosforilacidn de la proteina, disminuye fuertemente con respecto al
control (0,10 * 0,04). Este dato reafirma nuestro anterior resultado acerca de la
disminucion de la activacién de p-ERK ya sea al comienzo de la isquemia, como también
después de transcurridas 8 hrs de este periodo. En el caso de la reperfusion los niveles de
p-ERK 1/2 aumentan en gran medida con respecto a los de isquemia (1,69 + 0,4 veces con
respecto al control), llegando a niveles de expresién de proteina similares a los observados

en el control. Esto ocurre de manera similar al estimular con IGF-1 (1,57 + 0,3).
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Fig. 10. Activacion de p-ERK 1/2 en FCN sometidos a I/R y estimulados con IGF-1. Determinacion de la
activacion de p-ERK en FCN sometidos a I/R estimulados con IGF-1 10 nM. 10A. Muestra la expresion de
p-ERK 1/2 en FCN sometidos a isquemia 8 hrs/reperfusidn 24 hrs. La parte superior corresponde al WB
indicando la expresion de los niveles de p-Erk 1/2 y Erk total (42/44 KDa) y en la parte inferior se
presenta el grafico que muestra la razén entre p-Erk/Erk total. Los resultados muestran la media + SEM
para cuatro experimentos independientes. **, p<0,01 *; p<0,05 con respecto a Control 8 hrs (Ctrl 8h).
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6.4.4 Participacion de la via ERK en FCN sometidos a I/R y tratados con IGF-1

Los FCN se sometieron a isquemia por 8 hrs y posteriormente a reperfusion por 24 y 48
hrs. Para verificar la participacion de la via MAPK/ERK en la proteccion otorgada por IGF-
1, los FCN fueron estimulados con IGF-1 10 nM en presencia/ausencia del inhibidor de

esta via (PD98059 10 uM).

Los resultados de la Fig. 11 muestran que PD98059 por si mismo reduce la viabilidad
celular de FCN. La utilizacién de IGF-1 junto al inhibidor, generé una disminucién
estadisticamente significativa de la viabilidad (46%) con respecto a FCN estimulados
solamente con IGF-1 (69%), en las 48 hrs de reperfusion, mientras que a las 24 hrs la
diferencia no fue estadisticamente significativa (50% con respecto a un 67%). En ambos
tiempos indicados de reperfusion esta disminucion de la viabilidad no fue
estadisticamente significativa con respecto a FCN sin tratamiento alguno ni tampoco con

respecto a FCN tratados con el inhibidor pero en ausencia de IGF-1.

100 #
(_T.SC L * * $
39 La— ~
= L L
O
g o
=T
28
>
0 Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll
&o\,&%-++--++-|GF'1
Ooo\ %QO‘ - - 4+ + - - + + PD98059
k&(b 18/ R24 18/ RA8
¢
&

Fig. 11. Neutralizacion del efecto protector sobre la viabilidad por PD98059. FCN sometidos a I/R simulada
por los tiempos indicados, se trataron con IGF-1 10 nM, 1 hr previa a la isquemia y en el momento de la
reperfusidn en presencia o ausencia de PD98059 10 uM. Se determino la viabilidad mediante exclusion por
Azul de tripan. Datos mostrados como promedio + SEM para tres experimentos independientes; *; p<0,05,
S; p<0,05, #; p<0,05.
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En la Fig. 12A. se muestran los histogramas de citometria de flujo. Se observa que los FCN
estimulados con IGF-1 en presencia de PD98059, evidenciaron un aumento en Ia
apoptosis, mayor incorporacion de Pl en la subpoblacién apoptdtica G1. El andlisis grafico
(Fig. 12B) muestra que a las 24 hrs de reperfusion con estimulo de IGF-1 y PD98059 existio
un aumento del porcentaje de células apoptdticas (24,9 + 2,5) con respecto al porcentaje
obtenido por el estimulo con IGF-1 (15,2 £ 0,5). Este aumento en la apoptosis se asemeja
en magnitud con el alcanzado por FCN en condiciones de I/R en ausencia de IGF-1 (23,29 +
3%), lo que vuelve a confirmar la neutralizaciéon del efecto protector-antiapoptdtico de
IGF-1 por parte de PD98059. Es importante resaltar que tras 24 hrs de reperfusién, el
inhibir la via ERK 1/2 incluso en ausencia de IGF-1 produjo un aumento considerable del
porcentaje de células apoptédticas (33,14 + 14%); lo que se correlaciond con el aumento en

la perdida de viabilidad celular bajo las mismas condiciones.

45



A)

Control Control + PD98059 I/R 24 hrs
o Specimen_001-CR 24 Specimen_001-Ct+ FD F Specirnen_001-R24
E ] oz =5 Sl
3 El Pz ENE [
En <] 2 :
2] ]
] ]
URARLLL PO R LRI PR B LR L PR |~|\||||‘ T 1 7|||un‘ e S e
10 10 10 10 T T ||m‘|éa Tf ||||||g“ 1=t |||\||\n\ T i o o 5
- CyE-5- 10
FPercP-Cy5-5-H PrCP-Cy5-6-H PercP-cys-a-H
+ - +
IR 24 + IGF-1 R 24 + IGF-1 + PD IR 24 + PD
Specimen_001-R 24 + IGF Specimen_001-R24 + IGF + PO Specimen_001-R24 + PD
o] a7 EE
o a] 3
"E‘_E “fz _’_9—:
S wd S R
2™ F2 2 7 P2 e P2
LS I o _q [SREE
CE EE i
" EE e "
7 ] E haly
IIIHH|2 T T TTT] rrTTT LLLLI T Ty T T LR LELERLLL| T T T LERERRLL) LR LRI T
10 [l 10 w0’ 10” n* 10 w0’ 10” n* 10
PerCP-Cy5-5 PerCP-Cy5-5-H PerCP-Cys-5-H

» 501
S

RS

5 40-
=3

8— 30+
<

%)

©

E 204
bl

o 10d L. T T
5

S

o

_ + _ ) + + IGF
- - + - - + + PD98059
Control I8/ R24

Figura 12. Neutralizacion del efecto antiapoptético por PD98059: FCN sometidos a I/R simulada se
trataron con IGF-1, 1 hr previa a la isquemia y en el momento de la reperfusion en presencia o ausencia de
PD98059 10 uM. En la figura 12A se muestran los histogramas obtenidos por citometria de flujo. La
cuantificacién de dichos histogramas es mostrada en el grafico de la figura 12B. Los resultados muestran la
media * SEM para tres experimentos independientes
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7. Discusion

En el presente trabajo se investigaron los efectos protectores de IGF-1 sobre la
viabilidad de FCN in vitro, sometidos a I/R simulada. Los resultados obtenidos en nuestro
trabajo nos indican que a) a partir de las 12 hrs de isquemia simulada se generd pérdida
progresiva de la viabilidad de FCN. b) 8 hrs o menos de isquemia simulada no generaron
cambios significativos en la sobrevida de los FCN in vitro. Sin embargo, la posterior
reperfusidon ocasiénd una pérdida progresiva en la viabilidad de estas células. c) dicha
muerte celular correspondié al tipo apoptético y necrético. d) La disminucion en la
viabilidad celular y el aumento en la apoptosis se previnié por la incubacién con IGF-1
durante la reperfusién y durante la I/R, de manera concentracion dependiente; e) el
mecanismo de proteccion de IGF/1 fue a través de la activacion de la via PI3K/Akt y de la

via MEK-ERK.

7.1 Efecto de I/R sobre la viabilidad celular del FCN

Se han reportado diversos estudios que dejan en claro que tanto la oclusién de arterias
por periodos prolongados, asi como también el cultivo de cardiomiocitos in vitro en
medios con ausencia de 0O,, provoca alteraciones metabdlicas y funcionales de los
cardiomiocitos que culminan en su muerte [51]. En relacion a ello se ha descrito la pérdida
de viabilidad de las células cardiacas frente la ocurrencia de un infarto cardiaco, siendo los
cardiomiocitos los mas estudiados [6]. Por otro lado, se ha descrito la participacién activa
de otras células no musculares, tales como fibroblastos cardiacos; en la regulacion del
dafno que experimenta el miocardio frente a eventos de estrés mecdnico y cambios en los
niveles de oxigeno; como lo es I/R [52]. Estos antecedentes permiten dimensionar la
importancia del rol que juegan los fibroblastos cardiacos en las respuestas adaptativas del

miocardio frente a las condiciones Isquémicas y al posterior dafio por reperfusion.

Nuestro trabajo utilizé6 un modelo de I/R in vitro, cuyo uso ha sido documentado en otros
estudios [53]. Si bien los modelos in vivo parecieran ser los mas representativos y cercanos
a lo que ocurre durante un infarto cardiaco, la gran complejidad de interacciones e

interconexiones que se desencadenan entre las distintas células del corazén cuando es
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sometido a un infarto, dificultan el estudio detallado de los eventos y mecanismos
moleculares asociados a un tipo celular determinado, asi como resulta complejo el
atribuir los resultados observados a un solo factor determinante. Los modelos in vitro de
I/R, presentan una importante ventaja en este aspecto, ya que permiten simular las
condiciones de infarto en un ambiente controlado y limitado de otras variables, como por
ejemplo la contribucién de otras células presentes en la sangre y tejido cardiaco. Basado
en esto nosotros elegimos realizar un modelo de I/R in vitro de manera de poder delimitar
los efectos observados en FCN estimulados con IGF-1, al efecto per se de este factor de
crecimiento. Sin embargo se debe tener en consideracién que los modelos in vitro no
reproducen por completo los eventos fisiopatoldgicos que ocurren en el corazén

infartado, y que por ende los resultados obtenidos pueden diferir entre un modelo y otro.

Nuestros resultados indican que cultivos de FCN sometidos a isquemia simulada in vitro de
12 y 24 hrs experimentaron una pérdida importante en la sobrevida, llegando
practicamente a la muerte total tras 24 hrs. La informacién que existe acerca de la
temporalidad de muerte de fibroblastos sometidos a isquemia simulada in vitro es escasa.
Sin embargo es posible extrapolar nuestros resultados con aquellos obtenidos por
Bhawanjit K. Brar, quien observd un 65% de muerte de cardiomiocitos expuestos a
isquemia in vitro simulada por 6 hrs [26], porcentaje similar al obtenido en nuestro trabajo
pero a las 12 hrs en la misma condicidn. Es interesante notar que los tiempos a los que se
observaron pérdidas importantes en la viabilidad celular de fibroblastos (12-24 hrs), son
mucho mayores que los observados en la literatura con respecto a cardiomiocitos
sometidos a isquemia in vivo (40-60 min) [54] e in vitro (6 hrs). Esto puede correlacionarse
con reportes que describen que frente a condiciones de hipoxia, los cardiomiocitos son
extremadamente sensibles y que se gatillan mecanismos tempranos de muerte. En
cambio los fibroblastos son capaces de adaptarse e incluso proliferar frente a estas
situaciones adversas [55]. Independiente del tipo celular, es importante aclarar que los
modelos in vivo de infarto cardiaco exhiben un comportamiento de muerte acelerado al
compararse con modelos in vitro de I/R, ya que presentan una serie de elementos, tales

como comunicaciones célula-célula, matriz extracelular-célula e infiltracion de neutrofilos,
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los que influyen indirectamente en el dafo ocasionado por I/R. Ademas de lo ya
mencionado, las diferencias observadas pueden deberse a otros factores, tales como las
condiciones utilizadas para simular la I/R, la duracion del proceso de I/R y los métodos

utilizados para medir la viabilidad celular.

Existe controversia en la literatura acerca de cémo determinar y cuantificar el dafio letal
irreversible que experimentan las células exclusivamente por reperfusién, ya que no es
posible desarrollar un modelo de reperfusion sin que lo preceda un periodo isquémico, el
cual por si solo podria llegar a producir dafios irreversibles a la célula. Para resolver este
problema, hemos optado por someter a los FCN a tiempos de isquemia no letales, para
posteriormente realizar reperfusiones y poder atribuir los efectos sobre la viabilidad
observados al fendmeno de I/R, por sobre cada de uno de sus componentes individuales.
En nuestro trabajo las hrs de Isquemia simulada no letales para fibroblastos
correspondieron a 8 hrs o menos, en las cuales no se observo pérdida de viabilidad. Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que la reperfusiéon simulada
posterior a 8 hrs de isquemia, genera una pérdida progresiva de la viabilidad de FCN de
manera tiempo dependiente, alcanzando un 50% de muerte tras 48 hrs de reperfusion; lo
gue confirma la existencia de un dafo adicional por reperfusién en FCN. En concordancia
con este hallazgo, se ha descrito que cardiomiocitos expuestos a 6 hrs de isquemia
simulada, y luego a 24 hrs de reperfusion, sufren una mayor pérdida de viabilidad (82,8 %
de muerte) con respecto a cardiomiocitos expuestos solo a 6 hrs de isquemia (55% de
muerte) [56]. En relacidon a este hecho, se ha descrito en la literatura, que el dafio
inducido por reperfusién genera dafos irreversibles adicionales a los producidos por la
isquemia [57]. Esto ocurriria mediante la participacion de radicales libres [58] y falla
mitocondrial debido a la apertura del poro de transicién mitocondrial [59]. No obstante lo
anterior, otros estudios sefialan que la muerte inducida por reperfusién es sélo el
enmascaramiento de aquel dafo irreversible producido durante el periodo isquémico
[60]. Tomando en consideracion esto ultimo, no seria posible descartar la posibilidad de
que la pérdida de viabilidad de FCN observada en la reperfusion sea producto de la

continuacion del dafio que se generd en la isquemia. Sin embargo, nuestros resultados
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nos permiten concluir que la reperfusion simulada es capaz de disminuir la pérdida de
viabilidad de FCN, cuando estos son expuestos a tiempos largos de solo isquemia. Si bien
nuestros resultados avalan la teoria del dafio adicional inducido por reperfusion, también
demuestran que la reperfusion, a pesar de los dafios que pueda causar, es capaz de limitar
y disminuir el grado de muerte provocado por la isquemia. Al comparar la pérdida de
viabilidad de FCN que obtuvimos tras 24 hrs de isquemia (91,5 % de muerte) con su
equivalente en hrs de I/R; correspondiente a 8 hrs de isquemia y 16 hrs de reperfusién (65
% de muerte), se puede concluir que si bien la reperfusion es capaz de inducir la pérdida
de viabilidad de FCN, esta es absolutamente menor que si se hubiera mantenido la

isquemia por periodos tan prolongados (24 hrs).

7.2 1/R gatilla apoptosis y necrosis en FCN

Estd descrito en la literatura que luego de un proceso de I/R cardiaco gran parte de la
pérdida de cardiomiocitos ocurre principalmente por necrosis [5] y apoptosis. Por otro
lado, se ha demostrado que fibroblastos experimentan apoptosis y necrosis frente a
eventos de I/R [61]. No obstante, se desconoce el mecanismo principal responsable de la
pérdida de viabilidad inducida por I/R en estas células. Para determinar la muerte por
apoptosis se midid la condensacion y fragmentacion de FCN sometidos a I/R. Si bien este
método por si solo no es capaz de aseverar por completo la ocurrencia de muerte
apoptética, estudios de nuestro laboratorio han determinado la activacion de caspasas

efectoras, como caspasa 3 y de factores pro-apoptdticos como Bax ante la ocurrencia de

I/R.

En el trabajo realizado se observé que FCN sometidos a 8 hrs de isquemia simulada no
experimentaron apoptosis, mientras que el posterior evento de reperfusion simulado
generd un aumento de muerte por apoptosis de manera tiempo dependiente. Este
resultado es coherente con el resultado anterior de aumento de pérdida de viabilidad
celular inducido por I/R y de escasa muerte celular tras solo 8 hrs de isquemia. Este
resultado se correlaciona con otros datos de la literatura obtenidos en cardiomiocitos

[15], lo que sugiere que el dafio inducido por reperfusion es capaz de gatillar la activacidn
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de elementos pro-apoptoticos que finalmente llevan a la muerte del fibroblasto cardiaco
por apoptosis. Con respecto a ello, en la literatura se ha descrito la aparicidon de distintos
parametros de apoptosis durante el dafio miocardico por I/R, tales como activacién de
caspasas, liberacién de citocromo Cy de Fas ligando, entre otros [62]. Es dificil precisar si
el aumento de apoptosis observado tras I/R es consecuencia de los efectos ocurridos
exclusivamente en isquemia o en reperfusion. Si bien este trabajo no indagé si periodos
prolongados-letales de isquemia simulada inducen la muerte por apoptosis, se ha
demostrado que episodios prolongados de isquemia en ausencia de reperfusion inducen
la muerte apoptdtica [63]. Otros autores sugieren que la reperfusion acelera el proceso de
apoptosis iniciado en la isquemia [15], mientras que diversos estudios afirman lo contrario
al proponer que la apoptosis se gatilla en la reperfusidon y no se manifiesta durante el
periodo isquémico [64]. El consenso general es que la apoptosis suele ser relacionada
principalmente con la reperfusion debido a que es un proceso dependiente de ATP,

molécula cuyos niveles son depletados en la isquemia y recuperados tras la reperfusion.

Es importante mencionar que si se comparan los resultados de viabilidad celular por
conteo celular con los datos de apoptosis, los porcentajes de muerte no coinciden
completamente (aunque la tendencia se mantiene) debido, probablemente, a que una vez
gue se forman los cuerpos apoptdticos, las fragmentos celulares son degradados en el
medio de cultivo, lo que impide identificar al total de células apoptdticas por

incorporacion de PI.

Ya habiendo demostrado los efectos negativos de la I/R simulada sobre la viabilidad de
FCN y el papel que juega la apoptosis en esta muerte celular, se quiso evaluar la
participacién de la via necrética en este fendmeno, para ello se utilizd la técnica de
medicion de LDH [65]. Nuestros resultados indican que tras 8 hrs de isquemia los FCN no
experimentan muerte por necrosis, mientras que el dafio por reperfusidon induce un
importante aumento de muerte por esta via. Los resultados en la literatura acerca de este
tipo de muerte en I/R son controversiales, ya que si bien algunos autores la denominan
como el principal componente de muerte tras periodos isquémicos prolongados, dando
énfasis en las disfunciones idnicas, falta de ATP, activacién de proteasas e hinchamiento
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celular que ocurren en esta fase [66]. Otros sugieren que el pH acido, producto de la
glicolisis anaerobia; protege de la muerte por necrosis [67]. Nuestros resultados estarian
corroborando la existencia de una alta tasa de muerte por necrosis en momentos tardios
de la reperfusion, resultado similar a lo expuesto por Zhao et al. [68], pero opuesto a lo
sefialado por otros trabajos in vivo, donde no observaron diferencias en el tamafio de
infarto de corazones reperfundidos y no-reperfundidos; lo que implicaria que la
reperfusion no extiende ni induce la necrosis miocdrdica [69]. Es posible explicar estas
diferencias basandose en las limitaciones del modelo in vitro que utilizamos, asi como
también en la relacidon existente entre apoptosis y necrosis. Como se menciond
anteriormente, al no existir células fagociticas tales como macréfagos en nuestro modelo
in vitro, los cuerpos apoptoéticos, formados tras I/R son finalmente degradados en el
medio de cultivo, liberando su contenido intracelular y activando mecanismos de muerte
tipo necrética [70]. Considerando esta informacidn, junto con nuestros anteriores datos,
podemos concluir que los FCN sometidos solo a 8 hrs de isquemia no experimentan
muerte celular por necrosis ni apoptosis, mientras que la posterior reperfusion de 24 y 48
hrs es capaz de generar la pérdida de viabilidad de FCN, por ambos tipos de muerte
celular. Este resultado es consistente con el estudio de Zhao et al. [68] donde mediante un
modelo canino sometido a I/R demostraron que cardiomiocitos experimentan ambos
tipos de muerte de manera simultanea durante la reperfusién, observandose un maximo

de necrosis tras 24 hrs de reperfusion y de apoptosis tras 72 hrs de reperfusién.

Un aspecto no resuelto de este trabajo, es la contribucidn relativa de apoptosis y necrosis
a la pérdida de viabilidad total observada en nuestro modelo de I/R. Una serie de estudios
ha sugerido que la proporcion relativa de células necréticas y apoptéticas de cualquier
tejido es dependiente del tipo de insulto asi como de la duracién e intensidad del mismo
[71]. Dado que se han observado tanto células necrdticas como apoptéticas en el
miocardio isquémico humano [72], lo mas probable es que la mayor presencia de uno u
otro tipo de muerte en fibroblastos cardiacos, sea relativo a la severidad y duracién del
periodo isquémico. Sin embargo, la distincién entre ambos tipos de muerte puede que no

sea tan importante, ya que se ha demostrado que necrosis y apoptosis estan
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interrelacionados y ambos pueden ser regulados [73]. Por lo mismo, pareciera ser mas
importante determinar los mecanismos de muerte y como modularlos con elementos
protectores como por ejemplo IGF-1; lo que explica la importancia de nuestros resultados,

en vez de definir el modo en que mueren las células.

7.3 Efecto de IGF-1 sobre la pérdida de viabilidad celular y apoptosis inducido por I/R.

El uso de factores de crecimiento como elementos cardioprotectores ha permanecido
como una de las estrategias claves a futuro para proteger al corazén frente al dafio
ocasionado por I/R [47]. Estos factores cardioprotectores promueven la sobrevida celular
al activar proteinas kinasas como PI3K/Akt y MEK1/2-ERK 1/2. Estas “kinasas de salvataje
frente al dafio por reperfusién” (conocidas como RISK) activan sefales de sobrevida que
permiten reclutar elementar citoprotectores, evitando asi la muerte celular [74]. IGF-1 es
uno de estos factores de crecimiento el cual se ha caracterizado para una variedad de
tipos celulares y se ha descrito el importante papel que juega en la regulacion de la
estructura y funcion del miocardio. Existe amplia evidencia acerca de los efectos
protectores brindados por IGF-1, y en relacidén a nuestro tema, se ha descrito su capacidad
de mejorar el rendimiento cardiaco y la sobrevida del corazén sometido a I/R [74]. En
cardiomiocitos se han demostrado sus efectos antiapoptdticos [75] frente a este evento,
sin embargo se desconoce cémo es que modula la respuesta de fibroblastos cardiacos
sometidos a I/R. De acuerdo a nuestros resultados, IGF-1 es capaz de proteger;
previniendo la pérdida de viabilidad y ejerciendo efectos anti-apoptoticos sobre los FCN
sometidos a I/R simulada. Es importante mencionar que para descartar que este efecto
protector no sea producto de las propiedades mitogénicas de IGF-1, se utilizaron distintos
controles de proliferacion junto con IGF-1 en nuestros fibroblastos, los cuales indicaron
gue IGF-1 no aumentd la proliferacion celular de los FCN (resultados no mostrados). Es
posible que esto se deba a la ausencia de suero en el medio de cultivo en el cual se
encuentran los FCN antes de ser sometidos a I/R, asi como también a pequefias
diferencias en la activacién de las vias mitogénicas y antiapoptéticas de IGF-1 frente a

diversos estimulos [76].
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Nuestros resultados muestran claramente la habilidad de IGF-1 a concentraciones de 100
y 10 nM para proteger a FCN de la pérdida de viabilidad y aumento de apoptosis inducida
por I/R simulada. Si bien no existen trabajos similares en la literatura donde se indague si
IGF-1 es capaz de proteger a fibroblastos cardiacos frente al dafio por I/R, nuestro trabajo
es consistente con otros estudios donde demuestran que el tratamiento con IGF-1 a
concentraciones similares a las utilizadas; protege a cardiomiocitos in vitro de la apoptosis
inducida por hipoxia e I/R [77]. Yamamura et al. relacionaron esta proteccion con la
capacidad de IGF-1 de modular el balance de proteinas pro-apoptéticas y anti-apoptéticas
como Bcl2 y Bax, asi como también con la proteccién mitocondrial al prevenir de la
abertura del mPTP y la liberacidn de citocromo C [75], mientras que el trabajo de Pi et al.
confirmé esta teoria al sostener que los efectos beneficiosos que tendria IGF-1 sobre la
funcidon mitocondrial, serian la mantencidn del potencial de membrana mitocondrial y la
disminucion de la produccion de radicales libres [78]. Estas caracteristicas no fueron
medidas en nuestro trabajo, sin embargo, es posible sugerir que la proteccién y efecto

anti-apoptdtico observado sea consecuencia de los mecanismos mencionados.

Un resultado interesante que presenta este trabajo, es el hecho de que IGF-1 disminuyé el
porcentaje de células apoptoticas, al ser incubado durante el proceso completo de I/R,
como también al hacerlo exclusivamente en la reperfusion. Sin embargo, al ser incubado
s6lo en la isquemia, no se observé un efecto anti-apoptdtico importante. Esta informacion
nos permite descartar que la pérdida de viabilidad y apoptosis observada en FCN
sometidos a nuestro modelo de I/R simulada, sea consecuencia exclusiva del dafo
ocurrido en isquemia (gatilldndose como muerte celular en la reperfusién), sino que mas
bien seria producto directo del dafio inducido por reperfusién, y que por lo tanto, es
neutralizado por IGF-1 al ser incubado exclusivamente en este periodo. Este hallazgo no se
ha reportado en la literatura, pero es posible que esta proteccidn diferencial se deba a
gue en la isquemia hay un menor grado de muerte por apoptosis que en la reperfusion
[79], y que por lo tanto, es en este ultimo periodo donde deben enfocarse las acciones
anti-apoptéticas. Ademas, se debe tener en cuenta que esta situacion pudiese ser distinta

al producirse isquemias de tiempos mayores a los utilizados por nosotros, en donde si
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ocurra muerte de FCN. A pesar de que no se evalud los efectos protectores de IGF-1 sobre
la muerte de tipo necrdtica en la reperfusidn, otros estudios han demostrado que la
inhibicidn de la cascada de sefalizacidn apoptética durante la etapa de reperfusiéon es
capaz de atenuar también la muerte por necrosis [80]; lo que permite hipotetizar acerca

de las capacidades protectoras de IGF-1 sobre este componente de muerte celular.

El hecho de que IGF-1 sea capaz de ejercer sus propiedades anti-apoptoéticas al ser
incubado en la reperfusién es muy importante por las implicancias que esto conlleva
terapéuticamente. Existe una gran cantidad de estudios que indican que la introduccién
de sustancias cardioprotectores en el momento de inicio de la reperfusiéon puede reducir
el tamafio del infarto [81]. Incluso en la clinica se ha determinado la necesidad imperativa
de realizar intervenciones en los primeros min de la reperfusidon sanguinea, ya que es
impractico y poco probable hacerlo durante el periodo isquémico. Colectivamente estos
datos sugieren que los eventos que ocurren al inicio de la reperfusidn son criticos para la
célula y que por lo mismo, las intervenciones como por ejemplo el tratamiento con IGF-1
en este momento particular serian cruciales para la disminuir el dafio ocasionado por I/R.

7.4 Participacion de la via PI3K/Akt en la citoprotecciéon otorgada por IGF-1 en FCN
sometidos a I/R.

Existen antecedentes que describen como el proceso de I/R activa cascadas de
sefializacion implicadas en la sobrevida celular mediante el reclutamiento de factores anti-
apoptéticos vy la inhibicién de otros pro-apoptéticos [82]. La proteina PI3K ha demostrado
conferir proteccidén frente a I/R, a través de la activaciéon de la proteina Akt [77]. Sumado a
esto, se ha demostrado, en distintos modelos de isquemia, que la proteccién de
cardiomiocitos otorgada por IGF-1 se correlaciona con la activaciéon de Akt y que la
inhibicidon de esta via neutraliza los efectos anti-apoptéticos alcanzados por IGF-1 [27]. Sin
embargo, en otros tipos celulares la activaciéon de Akt o la inhibicién de PI3K no tiene
efectos en la sobrevida de estas células [45], mientras que el estudio sobre otras células
cardiacas como FCN se desconoce; por lo que en este trabajo se investigd el papel de PI3K

en la citoproteccion mediada por IGF-1 de FCN tras eventos de I/R in vitro.
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Se debe mencionar que con fines de determinar la participacién de esta via en los efectos
otorgados por IGF-1 sobre la viabilidad celular de FCN, se utilizé6 LY294002, un inhibidor
sintético de PI3K. Este inhibidor se une irreversiblemente a la subunidad catalitica (p110)
de PI3K, lo que trae consigo la inhibicién de la sefializacidn rio abajo, como por ejemplo
Akt. A pesar de que no se realizd el control respectivo para comprobar que LY294002
inhibia efectivamente a la proteina PI3K, su eficacia ha sido comprobada en diversos
estudios relacionados con el tema [83]. De los resultados obtenidos tras evaluar la
activacion de p-Akt en periodos cortos y largos de I/R, se determind que esta via es
activada por el proceso de reperfusion y que IGF-1 es capaz de inducir una mayor
activacion tanto en isquemia, como en reperfusion. Si bien esto deja claro que IGF-1
potencia la activacién de la via PI3K/Akt durante la reperfusion, la finalidad de una mayor
activacion de Akt en la isquemia no fue estudiada con mayor detalle. No obstante, se
podria especular acerca de posibles efectos protectores que se ejecutan Unicamente
durante el periodo isquémico y no en el de reperfusidon; y que por ende nuestro modelo
no es capaz de medir, por lo que para determinar aquello habria que aumentar el tiempo
de exposicion de isquemia. Adicionalmente, se demostré mediante el uso de Ly294002
que la inhibicién de PI3K-Akt bajo condiciones normales no aumenté la muerte celular de
FCN, lo que sugiere que los niveles basales de esta via no estarian involucrados en la
sobrevida de FCN. Sin embargo cuando los FCN fueros sometidos a 48 hrs de I/R in vitro el
inhibir la via PI3K-Akt mediante el uso de Ly294002, neutralizé totalmente la protecciéon
otorgada por IGF-1, lo que determina que este efecto de proteccion sea PI3K dependiente.
La pérdida de viabilidad aparentemente mayor, observada al tratar los FCN con el
inhibidor de PI3K en ausencia de IGF-1 no fue estadisticamente significativa, por otro lado,
si asi lo fuese, estaria explicando una inhibicién de la actividad basal de p-Akt durante la
reperfusion. Este resultado seria consecuente con el aumento en la fosforilacion de Akt
observada durante la reperfusion sin estimulo de IGF-1. Considerando todo lo anterior
podemos llegar a la conclusiéon que la via PI3K-Akt es activada por el proceso de
reperfusidon y que por lo tanto, IGF-1 es capaz de prevenir la pérdida de viabilidad por

reperfusion al aumentar la activacion de estas proteinas.
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Existen estudios que comparten este resultado como por ejemplo en corazones
transgénicos, que sobreexpresan el gen de IGF-1 y sometidos a I/R ex vivo [84]. En ese
trabajo se demuestra que corazones wild-type sometidos a I/R activan la via PI3K-Akt
durante la reperfusion y no en la isquemia, mientras que aquellos corazones que
sobreexpresan IGF-1 tienen un nivel basal de p-Akt 6 veces mayor a los wild-type, tanto en
el proceso de isquemia, como en reperfusién. Producto de ello, son resistentes a
apoptosis y necrosis. Ademas, se demuestra que el inhibir la activacion de la via PI3K-Akt
mediante el uso de Wortmanina (analogo funcional de LY294002), ya sea causa de la
reperfusion o de IGF-1; ocasiona un aumento en los niveles de apoptosis observados
producto del dafio ocasionado por I/R. El trabajo de Fujio et al. [27] también vincula la
proteccidon de IGF-1 en I/R con la activacién de la via PI3K, al demostrar en corazones
sometidos a I/R in vivo, que la transfeccién con adenovirus que expresan Akt de manera
constitutiva, promueven un aumento en la sobrevida y disminucion en la apoptosis de los

cardiomiocitos frente al evento oclusivo coronario.

Un elemento clave reportado en nuestro trabajo y mencionado en los anteriores estudios,
es la activacion basal de Akt en reperfusidn por sobre el periodo isquémico. De acuerdo a
nuestro resultado p-Akt es activado tras 10 min de reperfusion y a las 24 hrs de ocurrido
este proceso, aln se observa un discreto aumento. Punn et al. describieron un resultado
similar [85] en cardiomiocitos sometidos a I/R simulada in vitro, donde analizaron la
expresidon en el tiempo de diversas proteinas de sefializacién involucradas con I/R. De
acuerdo a sus resultados p-Akt no fue activado por isquemia, pero la reperfusién fue
capaz de hacerlo desde los 10 min en adelante, mostrando una mayor fosforilacién a los
40-60 min. Estas observaciones difieren un poco con lo expuesto por Engelbrecht et al.
[86], quienes observaron una leve activacién en los primeros 5 min de isquemia simulada,
para luego de 15 min volver a los niveles basales y posteriormente alcanzar una mayor
fosforilacién al inicio de la reperfusion, la que tras 20-30 min nuevamente regresa a los
valores normales. Dado que en este trabajo el tiempo minimo de isquemia medido fue de

10 min, es posible que ocurra una activacion de PI3K/Akt en los primeros 5 min de
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transcurrido la isquemia. Sin embargo se tendria que investigar la finalidad que tendria

esta activacion tan temprana.

Los resultados obtenidos en este aspecto, sumados a los antecedentes ya existentes
permiten hipotetizar acerca de la importancia de la activacidn de la via PI3K-Akt durante la
reperfusién y como es que IGF-1 es capaz de promover un aumento en la sobrevida en
este periodo al inducir una mayor activaciéon de esta via. Sin embargo, no estda claro cual
es el estimulo clave que gatilla la activacién durante la reperfusidon y no en la isquemia. Es
posible que el estimulo este acompanado directamente de los cambios redox que
acompafian al proceso de I/R, como ocurre con la activacion de otras proteinas durante la
reperfusion y no en la isquemia, como JNK y ERK [87]. En relacidn a esto hay poca
informacidn, pero existe un estudio que ha reportado la prevencion de la activacion de
Akt en I/R al utilizar N-acetilcisteina (precursor de glutation, un atrapador de radicales
libres), lo que confirma el papel que tendrian los radicales libres en la mayor activacion de
esta via durante la reperfusién, por sobre el periodo isquémico.

7.5 Participacion de la via MEK-ERK en la citoproteccion otorgada por IGF-1 en FCN
sometidos a I/R.

La cascada de sefalizacion ERK 1/2 es parte de la familia de kinasas serina treonina
activadas por mitégenos (MAPKs), involucradas con la regulacién, proliferacién,
diferenciacién y sobrevida celular. Se ha descrito la activacién de esta via durante hipoxia-
reoxigenacion y frente a eventos de I/R [88], asi como también se ha demostrado que esta
via es responsable en parte de los efectos protectores y anti-apoptoticos de IGF-1 [34]. Sin
embargo, no existen estudios que relacionen directamente la proteccién de IGF-1 en la
ocurrencia de I/R con una mayor activacion de la cascada de transduccion de la familia de
MAPK; ni menos aun acerca de cudl es la contribucion en la sobrevida de fibroblastos

cardiacos.

Para determinar el papel de la proteina ERK en la muerte inducida por I/R, se utilizd
PD98059 un inhibidor de la via ERK, cuya especificidad por MEK1/MEK2 (el activador rio

arriba de ERK1/ERK2) ha sido demostrado en estudios celulares in vitro e in vivo [89]. De
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acuerdo a nuestros resultados, la proteina p-ERK 1/2 sigue un patrén de activacion similar
al observado por p-Akt, pero con algunas diferencias entre ambos. Las proteinas p42 y p44
se encuentran ya fosforiladas y activas desde antes de comenzar la isquemia. Luego
disminuye fuertemente sus niveles de activacidon durante la isquemia. En los primeros
minutos y después de haber transcurrido 24 horas de reperfusién se retoman los valores
de activacién observados en el control. El estimulo con IGF-1 no fue capaz de revertir la
disminucion observada de p-ERK 1/2 en la isquemia, pero si logré inducir un aumento en
la activacion de la proteina al inicio de la reperfusién. Esta activacidon se mantuvo alta tras
24 hrs. Los resultados obtenidos con el inhibidor de esta via confirman lo anteriormente
expuesto, al indicar que la proteccion de la viabilidad y el efecto anti-apoptético otorgado
por IGF-1 son totalmente neutralizados por PD98059. Estos resultados sugieren que la
activacion de ERK juega un papel esencial en la proteccion otorgada por IGF-1. A pesar de
que no existen estudios en la literatura que observen los efectos de IGF-1 en la activacion
de p-ERK tras I/R, se han descrito resultados similares en relacidn a la inactivacion de la via
durante isquemia y reactivacion en reperfusion. En el trabajo de Engelbrecht et al. sobre
I/R simulada sobre cardiomiocitos [86] nuevamente se observd un pequefio aumento de
la fosforilacion de ERK a los 5 min de Isquemia simulada, disminuyendo luego sus niveles
con respecto al control utilizado. Ambas isoformas de ERK fueron fosforiladas en la
reperfusion, mostrando un mdaximo a los 5 min de este evento; y manteniendose
fosforiladas hasta los 30 min. Este dato sugiere que la reperfusién es capaz de inducir un
fuerte aumento en la fosforilacion de ERK 1/2. Sin embargo, nuestro resultado indica que
la reperfusién aumenta los niveles pero sdlo hasta niveles cercanos a los observados en el
control. Esta aparente discrepancia podria ser producto de diferencias en los niveles de
expresion en distintos tipos de células, e incluso entre las distintas isoformas de ERK. En
modelos in vivo sometidos a ligacion de la arteria coronaria seguida de reperfusion [90], se
observo que los niveles fosforilados de ERK 1/2 no cambiaron después de 30, 60 0 120 min
de isquemia. Sin embargo p44ERK fue fosforilado de manera significativa a los 30 min de
reperfusidn, mientras que a ese mismo tiempo p42ERK recuperd los niveles de

fosforilacién observados en el control a tiempo 0, dato que se asemeja a nuestro
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resultado. Ademas se debe tomar en cuenta la fuerte activacion de ERK 1/2 en la
condicién control de nuestro trabajo, que podria explicar las diferencias observadas. Se ha
descrito la activacién de esta via como un mecanismo de proteccién frente a condiciones
de estrés mecanico y privacion de suero [91], ante las cuales otras proteinas como p-Akt
serian menos sensibles y por ende no mostrarian un aumento en su fosforilacidn.
Aplicando esta informacién a nuestro trabajo, es posible que el largo tiempo (24 hrs) que
permanecen los fibroblastos en medio de cultivo en ausencia de suero, asi como el estrés
mecanico que sufren producto de el cambio constante de medio y el contacto con
material de pldstico generen la activacidn previa de estas sefales, para poder mantener la

viabilidad de las células.

En contraste con nuestros resultados, Bogoyevitch et al. [92] reportaron que en un
modelo in vivo de corazones de ratas que ni la isquemia ni la reperfusion activan ERK 1/2,
mientras que el estudio de Punn et al. [85] confirma la activaciéon de p44/42 a 10 y 20 min
de isquemia simulada y en la posterior reperfusiéon. Una posible explicacién a estas
diferencias se debe a las diferencias entre modelos in vivo/ in vitro, e incluso entre la
manera en que se simuld la isquemia en condiciones in vitro. Punn et al. utilizaron
ditionito de sodio para depletar el oxigeno de la solucién y simular las condiciones
hipdxicas de la isquemia no letal. Sin embargo, resultados previos de nuestro laboratorio
usando este compuesto demostraron efectos negativos para la sobrevida de fibroblastos
cardiacos (datos no mostrados), por lo que se optd por utilizar nitrégeno para “desplazar”
al oxigeno y asi simular la hipoxia isquémica. Ademas, se debe mencionar que las
condiciones en las que los fibroblastos estuvieron expuestos durante el periodo isquémico
no fueron de completa falta de oxigeno o anoxia, lo que sugiere otra posible diferencia

con los modelos in vivo como el realizado por Bogoyevitch et al.

Esta controversia acerca de los niveles de activacion de ERK 1/2 en isquemia y en
reperfusion, es dificil de resolver, ya que son muchos los cambios que ocurren en ambos
procesos (variacion en los niveles de 0, metabolismo, niveles de ATP, gradientes de pH, y
de radicales libres) y que podrian determinar la menor o mayor activacion de estas
proteinas en una u otra fase. De estos eventos, la produccion de radicales libres ha sido
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uno de los mas estudiados, donde se ha demostrado que ERK es activado por el estrés
oxidativo [93] lo que lleva a sugerir que la producciéon de ROS en la reperfusién podria
estar explicando la mayor activaciéon de ERK durante la reperfusion [94]. Otro elemento
que también pudiese explicar este patrén de activacidn son los niveles de ATP, indicativos
del metabolismo celular. En un estudio de I/R simulada in vitro sobre células derivadas de
cardiomiocitos, se observé que la activacidon de ERK durante la reperfusiéon no ocurria si es
gue las mitocondrias eran inhibidas antes y durante la reperfusién [95]. Lo que estaria
sefialando que estas kinasas no podrian activarse en isquemia debido a la carencia en los
niveles de ATP y también que la reintroduccion de oxigeno por si sola no seria suficiente
para gatillar la fosforilacion de ERK. Estos datos en conjunto, invitan a reflexionar acerca
de cdmo es que en ciertos casos, la reperfusién sanguinea podria no ser capaz de activar
las vias de sobrevida como ERK para proteger a las células cardiacas, si es que estas tienen
su condicion metabdlica debilitada (y son incapaces de producir ATP) producto de un

periodo prolongado de isquemia.

Tomando en cuenta nuestros resultados acerca de la neutralizacion de los efectos
otorgados por IGF-1 por el uso de inhibidores de Akt y ERK, se podria concluir que ambas
vias son importantes para mediar los efectos brindados por IGF-1 y que por ende, el
inhibir una de ellas, se obtendria un efecto parcial de proteccion. Sin embargo, nuestros
resultados demuestran que los efectos de IGF-1 sobre la viabilidad fueron neutralizados
por completo al inhibir una sola de estas vias, ya sea ERK o Akt, lo que estaria sugiriendo
una comunicacién cruzada entre ambas vias. Existe informacidn controversial acerca de si
es que la activacion de PI3K puede llevar a la activacion de Ras y MAPK. Se ha observado
que las vias de PI3K y MAPK convergen en algln punto antes de la activacion de MEK [96].
Ciertos estudios han mostrado que después de determinado estimulo, MEK podria ser
activada por medio de la via PI3K [97]. De manera de poder comprobar si es que en
nuestro trabajo existiese tal interrelacidén entre estas vias de sobrevida, se podria observar
la fosforilacion y activacidn de las proteinas ERK y Akt al utilizar los inhibidores cruzados,
es decir observar si el inhibidor de ERK (PD98059) inhibe la activacion de Akt al estimular

con IGF-1.
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En este trabajo se evalud la activaciéon de las vias de ERK y Akt, debido a que son
reconocidas como las clasicas vias de sobrevida activadas por IGF-1, y en particular en
procesos de I/R. Sin embargo, no podemos descartar los efectos de IGF-1 sobre otras
proteinas como JNK y p38 MAPK de las cuales se ha demostrado su participacion en la
muerte de cardiomiocitos por apoptosis causada por I/R [86], asi como se ha descrito que
IGF-1 es capaz de inhibir la activacion de ambas proteinas kinasas [84]. Conociendo esto
seria interesante en un trabajo a futuro investigar cémo se involucran estas proteinas en
la muerte de fibroblastos cardiacos sometidos a nuestro modelo de I/R simulada y poder

determinar la modulacién de sus actividades por IGF-1.

Finalmente, los antecedentes descritos, nos llevan a asegurar que IGF-1, tiene un efecto
citoprotector en los FCN frente a I/R, mediado por la activacidn de las vias de transduccion
PI3K/Akt y MEK/ERK, confirmando nuestra hipdtesis. Junto con ello es necesario dilucidar
gue otras proteinas participan en la proteccidén otorgada por IGF-1 para poder modular su
actividad. Si bien son conocidos los efectos cardioprotectores de IGF-1 frente a I/R, esta
relacion solo habia sido estudiada en cardiomiocitos. Nuestros resultados confirman que
esta proteccion también se presenta en fibroblastos cardiacos, apoyando otro elemento
beneficioso de este factor de crecimiento sobre el corazén infartado. Tomando ambos
datos en consideracién, es posible entender que si se logra disminuir la pérdida de
viabilidad de tanto cardiomiocitos como fibroblastos cardiacos tras el dafio ocasionado
por isquemia y particularmente por el periodo de reperfusién, el corazén mantendra una
mejor capacidad funcional y a la vez realizara una mejor cicatrizacion del tejido cardiaco

danado, disminuyendo la posibilidad de formacion de tejido fibrético post infarto.
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Las limitaciones que afectaron a este trabajo fueron:
e No haber determinado los niveles de ATP y sus variaciones en nuestro modelo de I/R.

e La carencia de medicidn de otros parametros indicativos del proceso apoptético tales

como caspasas efectoras y elementos pro-apoptdticos como Bad y Bax.

e Falta de medicién de la actividad de LDH liberada como marcador de necrosis al
incubar con IGF-1, para poder determinar el grado de proteccion de este factor de

crecimiento frente a este tipo de muerte.

e Faltdé por determinar mediante IWB, la inhibicién de las proteinas p-Akt y p-ERK 1/2 al
utilizar los inhibidores LY294002 y PD98050, respectivamente.

e No haber utilizado los inhibidores antes mencionados de manera conjunta para
observar si es que la inhibicion de ambas vias de sobrevida activadas por IGF-1 genera

una mayor o igual pérdida de la sobrevida de FCN.

e Por ultimo, también faltd realizar por IWB la inhibicién cruzada de las vias estudiadas,
es decir, si LY294002 inhibe en cierta medida la activaciéon de p-ERK y PD98050 con la

activacion de p-Akt.
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CONCLUSIONES

Los FCN sometidos a 8 hrs de isquemia simulada in vitro no sufren pérdida significativa
de la viabilidad, sin embargo 12 hrs o mds de este evento generan una pérdida

progresiva en la sobrevida celular.

La reperfusion simulada in vitro realizada tras 8 hrs de isquemia es capaz de generar
una importante pérdida de la viabilidad de los fibroblastos, de manera tiempo

dependiente.

La muerte producida en FCN por I/R corresponde a apoptosis y necrosis.

IGF-1 es capaz de prevenir la pérdida de viabilidad y disminuir el porcentaje de
apoptosis de FCN sometidos a I/R simulada in vitro, al ser incubado durante la

reperfusién e I/R.

Los efectos protectores de la viabilidad de IGF-1 son mediados por la activacion de las

vias de sobrevida MEK-ERK y PI3K.
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