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Resumen

Los fibroblastos son las principales células impulsoras del proceso fibrético en el
corazén. Estas células son activadas tanto por estrés mecanico, como también por
citoquinas, entre ellas TGF-B1, que actia promoviendo la diferenciacion celular a
miofibroblastos y la sintesis de diferentes proteinas y sustancias que originan el
proceso fibrético. Antecedentes de nuestro laboratorio han revelado que el receptor B1
de cininas se encuentra levemente expresado en fibroblastos y su expresion se induce
en los miofibroblastos cardiacos. Este receptor es parte del sistema cinina-calicreina,
gue de modo general, actla de manera opuesta al sistema renina-angiotensina, y que
contrarresta el efecto pro-fibrético de angiotensina I, tanto en los fibroblastos como en

los miofibroblastos cardiacos.

Utilizando técnicas de western blot determinamos que TGF-B1 induce la expresion de
B1R a las 48 horas y que este fendmeno estaria mediado por la via de las MAPK y
también por ALKS.

Utilizando técnicas de adhesién sobre placa demostramos que tanto BK o DAKD no
aumentan la adhesion de fibroblastos o miofibroblastos cardiacos. Por otro lado,
utilizando el método de migracién en placa (método de la herida), BK aumenta el

comportamiento de migracion en los fibroblastos, no asi de los miofibroblastos.

Finalmente, a partir de este trabajo concluimos que TGF-B1, a través de las vias
transduccionales MAPK y ALK5; y no por la via PI13-Akt ni a través de Smad 3; induce
la expresion de B1R. Por otro lado, las cininas no median el comportamiento de
adhesion celular de fibroblastos ni de miofibroblastos cardiacos. Sin embargo, BK
induce la migracién celular solo en fibroblastos cardiacos, mientras que DAKD, no

media migracion en fibroblastos ni miofibroblastos cardiacos.

Estos resultados en conjunto, fortalecen el concepto de que las cininas son importantes
mediadores del remodelado cardiaco.



Summary

EXPRESSION AND FUNCTION OF KININS' RECEPTORS IN CARDIAC
FIBROBLASTS AND MYOFIBROBLASTS

Fibroblasts are the main drivers of cellsin the heart fibrotic process. These cells
are activated either by mechanical stress as well as by cytokines, including TGF-31,
which acts by promoting cell differentiation to myofibroblasts and the synthesis of
different proteins and substances that originate the fibrotic process. History of our
laboratory has shown that the kinin B1 receptor is slightly expressed in fibroblasts and
its expression is induced in cardiac myofibroblasts. This receptor is part of the kinin-
kallikrein system, which in general, acts opposite to the renin-angiotensin system, and
counteracts the pro-fibrotic effect of angiotensin Il in fibroblasts and cardiac

myofibroblasts.

Using western blot techniques, we determined that TGF-B1 induces the expression of
B1R at 48 hours and that this phenomenon would be mediated by the MAPK pathway
and by ALKS5.

Using plate adhesion techniques demonstrated that either BK or DAKD not increase the
adhesion of cardiac fibroblasts or myofibroblasts. Furthermore, using the migration
plate method (wound healing), BK increases the migration behavior in fibroblasts, but

not of myofibroblasts.

Finally, from this work, we conclude that TGF-f1, through MAPK signal transduction
pathways and ALK5, and not through PI3-Akt or Smad 3, induces the expression of
B1R. Furthermore, kinins do not mediate cell adhesion behavior of cardiac fibroblasts or
myofibroblasts. However, BK induces cell migration only in cardiac fibroblasts, while
DAKD doesn’t mediate migration in fibroblasts and myofibroblasts heart.

These results, taken together reinforce the concept that kinins are important mediators

of cardiac remodeling.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Segln datos de la OMS las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal
causa de muerte en todo el mundo. Cada afio mueren mas personas por ECV que por
cualquier otra causa [1]. Segun la Encuesta Nacional de Salud de Chile 2009-2010, un
54,6% de la poblacién chilena de 15 afios y mas presenta, segun el criterio ATPIII
Update, un riesgo cardiovascular bajo; el 27,6% un riesgo cardiovascular moderado o
moderadamente alto y el 17,72% un riesgo cardiovascular alto o muy alto [2]. Es por
esto que las ECV son y seran un problema de salud en nuestra sociedad y es de suma

importancia su estudio y comprension.

1.2 Corazén

La principal funcién del corazén es impulsar la sangre al resto del cuerpo, a través de
secuenciales contracciones y relajaciones. El tejido cardiaco estd compuesto por una
matriz extracelular bastante compleja en estructura y composicion; y por distintos tipos
celulares que incluyen cardiomiocitos, fibroblastos, células neuronales, células
endoteliales, etc.; siendo los cardiomiocitos y los fibroblastos los mayoritarios en el

corazon [3].

1.3 Fibrosis cardiaca

La mayoria de las enfermedades cardiacas estan asociadas a la fibrosis cardiaca. La
fibrosis, en general, corresponde a un proceso que se caracteriza por una excesiva
acumulacién de proteinas de la matriz extracelular (MEC), que finalmente resulta en
una arquitectura y funcion distorsionada del corazén [4]. La acumulacion de las
proteinas de la MEC y en particular de colageno |, el principal colageno encontrado en
fibrosis cardiaca, endurece los ventriculos e impide tanto la contraccion como la
relajacion cardiaca [5]. Esta acumulacién exagerada, puede deberse a un

desproporcionado aumento en la sintesis y/o en la inhibicién de la degradacién de ellas

[5].
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1.4 Matriz extracelular

La MEC es una red organizacional que rodea e interconecta estructuras celulares,
proveyendo de un andamio para las poblaciones celulares de tipo cardiomiocito y no
miocito. Distribuye los esfuerzos mecanicos a través del miocardio, transmite sefiales
de tipo mecanicas a las células individuales y participa en el movimiento de los fluidos
extracelulares [6]. La MEC es una matriz que varia en cantidad y composicién segun el
tejido en que se encuentre. En el corazén incluye: colagenos, glicoproteinas (e;.
fibronectina), proteoglicanos, glicosaminoglicanos, proteinas matricelulares y
proteasas, las cuales pueden estar unidas a la matriz, en variados tipos celulares o
circulando por la sangre [7]. La densidad de la MEC es un factor intimamente
relacionado con la funcién cardiaca, ya que la expresion y acumulacion de colageno

esta aumentada en cierto nimero de enfermedades cardiovasculares [6].

1.5 Principales tipos celulares en el masculo cardi aco

1.5.1 Cardiomiocitos:

Los miocitos son las células mas voluminosas, pero no las mas numerosas, siendo
aproximadamente un 90% de la masa del miocardio [8]. La funcion bombeadora del
corazén depende de la contraccion de los cardiomiocitos [9], los que se caracterizan
por responder a una sefial eléctrica en la membrana celular, y se contraen en
respuesta a un potencial de accidn, tal como ocurre en todas las fibras musculares.
Pero, a diferencia de las fibras musculares esqueléticas, las cardiacas son mas cortas
y mas ramificadas, lo que le confiere la capacidad de ejercer su funcién: contraer,
como parte de una unidad funcional y eyectar la sangre desde las camaras del corazén
[9]. Como se menciond anteriormente no solo de cardiomiocitos estd compuesto el
tejido cardiaco. Existen también otros tipos de células que son importantes para el

correcto funcionamiento del corazon.
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1.5.2 Fibroblastos

Los fibroblastos han sido vistos como un tipo celular uniforme con funciones
comparables sin importar si se originan del corazén, piel u otro tejido. Esta visién
reduccionista ha sido desafiada por datos que demuestran un gran heterogeneidad
fenotipica entre fibroblastos de distintos tejidos y frente a un tejido en particular bajo
diferentes condiciones fisiologicas [10]. Los fibroblastos cardiacos son reconocidos
como el tipo celular responsable de la mantencion homeostatica de la MEC en el
coraz6én normal [11]. Morfolégicamente los fibroblastos poseen un nucleo oval, un
extenso reticulo endoplasmico rugoso, un aparato de golgi prominente y abundante
material citoplasmatico granular [6]. También cumplen otros importantes roles como
sensores intermedios y amplificadores de sefales de las células del sistema inmune y
de los cardiomiocitos, a través de la produccién de mediadores autocrinos y paracrinos
como citoquinas, factores de crecimiento, prostaglandinas y o6xido nitrico [11].
Corresponden a alrededor de dos tercios de las células intersticiales del corazén y
activamente conversan con los cardiomiocitos para determinar la cantidad y
composicion de la MEC [12]. Los fibroblastos estan ubicados en laminas y hebras que
corren en paralelo a las fibras musculares y mantienen la continuidad entre las células
en las diferentes capas del miocardio. Esta organizacion celular les permite poder
mantener la integridad de la MEC y también poder responder a una gran variedad de
estimulos mecanicos, eléctricos y quimicos importantes para una funcién cardiaca

normal [13].

Investigaciones han demostrado que los fibroblastos se ven envueltos en fenémenos
gue van mas alla de la deposiciéon de MEC y del remodelado. Estos estudios los han
re-bautizado como “células centinelas”, y han propuesto que juegan importantes roles
en la respuesta miocardica a sefiales quimicas y mecanicas. Esta nueva terminologia
se basa principalmente en la interconexién existente entre estas células y otros tipos
celulares, a través de conexiones de tipo célula-célula [6]. En respuesta al dafio
miocardico o a un infarto, los fibroblastos se activan y migran a la zona infartada
liberando metaloproteinasas de matriz (MPM), provocando la degradacion de la MEC
dafiada. La repuesta de estos fibroblastos es mediada por citoquinas proinflamatorias,
que incluyen a IL-1B y TNF-a, que son sintetizadas por células residentes situadas en
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los sitios de dafio, donde se encuentran los mismos fibroblastos, y también por células
infiltradas de sistema inmune e inflamatorio [14]. Cabe destacar que son los mayores

contribuyentes de la fibrosis cardiaca asociada a la hipertrofia y falla cardiaca [12].

1.5.3 Miofibroblastos

Los miofibroblastos son descritos como un fenotipo especializado de fibroblastos
activos, que presentan la proteina contractil a- actina del muasculo liso (a-SMA),
ademas de vimentina y desmina, y son capaces de contraer geles de colageno in-vitro
[11]. Como su nombre lo indica, los miofibroblastos corresponden a células que
combinan caracteristicas estructurales y funcionales del musculo liso (mio-) debido a la
expresion de fibras de estrés contractiles de actina/miosina, combinado con el extenso
reticulo endoplasmico de los fibroblastos sintéticamente activos [15]. Los fibroblastos
son activados en respuesta a un infarto al miocardio, dafio o por sobrecarga
hemodinamica debido a la hipertension [11]. Posterior al dafio, se activa el proceso de
cicatrizacion en el que ocurre la activaciéon de los fibroblastos, proceso impulsado por
citoquinas y factores de crecimiento liberados por otros tipos celulares como también
por los mismos fibroblastos [11]. Existen varias citoquinas fibrogénicas que han sido
indicadas como las responsables de esta activacion, entre ellas, IL-1, TNF-a, PDGF,
FGF y TGF-B1; pero, es esta Ultima la mas importante causante del desarrollo de las
fibras de a-SMA y de la activacién fenotipica. Asi también, se han descrito otros
requerimientos para la transformacion, como lo es la presencia del dominio ED-A de
fibronectina, sitio de union para las membranas celulares y otras moléculas de la matriz

[16] y la existencia de tensiébn mecanica [17].

Los fibroblastos que residen en el tejido son la principal fuente de origen de
miofibroblastos, pero no es la Unica [15]. Los miofibroblastos no son observados en el
miocardio normal, pero son abundantes en los sitios infartados donde la sintesis y
deposicion de colageno promueve la formacion de una cicatriz y fibrosis [13]. En
respuesta a estimulos patolégicos, tales como dafio miocardico, estrés oxidativo,
tension mecanica, aumento en la produccién de mediadores autocrinos y/o paracrinos
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y estimulos inflamatorios, los fibroblastos proliferan, migran y experimentan cambios

fenotipicos, como la diferenciacion a miofibroblastos [18].

¢ Pero cudl es el criterio para identificar a un miofibroblasto? La expresion de a-SMA es
el marcador de miofibroblastos mas ampliamente usado en investigacion y diagnéstico
clinico [15]. Pero también existen otros criterios de identificacion, como la presencia de
adhesiones focales supermaduras (in vitro), fibras de estrés, entre otras, caracteristicas
que le brindan una gran capacidad de fuerza contractil [19].

Con respecto a su funcion, los miofibroblastos poseen un rol activo durante la fibrosis
por su habilidad de poder expresar altos niveles de MEC y citoquinas fibrogénicas,
ademas de contribuir en las propiedades mecanicas del tejido afectado [20]. Son
capaces de bridar tensién mecdnica a la matriz a través de anclaje y contraccion, hasta
cerrar la herida y limitar la cicatriz. Una vez que la herida madura, los miofibroblastos
experimentan apoptosis y dejan una cicatriz en la zona dafiada por el infarto,
compuesta principalmente por colageno entrecruzado y otras proteinas de matriz [13].
Es por esto, que se piensa que una falla en la apoptosis de los miofibroblastos
conduciria a la progresion de la fibrosis [6] y adicionalmente, las citoquinas y otros
factores de crecimiento producidos por los miofibroblastos podrian, al mismo tiempo,
estimular a otros fibroblastos y desencadenar su diferenciacion, perpetuando la
cascada fibrogénica [18]. Actualmente, se le considera a los miofibroblastos uno de los
blancos farmacolégicos mas promisorios para prevenir la fibrosis cardiaca, existiendo
variadas estrategias para impedir su funcion y normal desarrollo, entre las cuales se
cuenta: impedir la incorporacién de a-SMA en las fibras de estrés, disminuir la

produccién de colageno tipo I, promover la apoptosis, entre otras [21].

1.6 TGF-B1

TGF-B1 es una citoquina pleiotrépica implicada en una amplia variedad de funciones
celulares, y es critica en la regulacién de inflamacion, deposicion de la MEC,
proliferacién celular, diferenciacién y crecimiento [22]. Juega un rol clave en la
hipertrofia y el remodelado cardiaco mediante el crecimiento de los cardiomiocitos,

activacion de los fibroblastos y deposicion de MEC [20]. Ademas, TGF-B1 aumenta en
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gran medida la sintesis de colageno a nivel cardiaco, produciendo una conduccién
discontinua entre los cardiomiocitos y fibroblastos [12]. EI TGF-B1, es sintetizado por
varios tipos celulares como un gran complejo latente, incapaz de unirse a su receptor y

necesita de un activador para poder liberarse.

Los miembros de la super familia TGF-B transducen su sefial desde la membrana al
ndcleo a través de distintas combinaciones de receptores transmembrana
serina/treonina tipo | y tipo Il y sus efectores rio abajo, como las proteinas Smad. Una
vez activo, TGF-B es capaz de unirse al receptor tipo Il (TBRII). Este complejo
interactia y transfosforila el dominio citoplasmico del receptor tipo | (TBRI). La
fosforilacion del TRRI activa al dominio quinasa de ese receptor, que causa la
propagacion rio abajo de sefiales intracelulares, a través de las proteinas Smad [23],
las que luego de la oligomerizacién son translocadas al nlcleo y actian como factores
transcripcionales, que regulan la expresion de genes blancos. Esta via es la
denominada via candnica del TGF-B1. Por otro lado, también el TGF-B1 es capaz de
activar vias de sefalizacién de tipo no-Smad, que incluyen a TAK1, Erk, p38, vy
PI3/Akt, INK, GTPasas tipo Rho [24] (ver Figura 1).
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Figura 1. Cascada de sefializacion de TGF-1. La sefializaciéon puede ser propagada por la via
canodnica Smad o de manera independiente, a través de la via no candnica [25].

1.7 Sistema cinina-calicreina

Las cininas son clasicamente conocidas como péptidos que participan en eventos
vasculares e inflamatorios. Tales péptidos son generados por la accion de las
calicreinas sobre los cinindgenos. Las cininas actGan por la uniéon a dos tipos de
receptores, llamados Bl y B2, los cuales pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteina G. En contraste a los receptores B2 (B2R) que son expresados
constitutivamente en una variedad de células bajo condiciones fisiologicas, los
receptores B1 (B1R) estan generalmente ausentes o expresados en baja cantidad en
los tejidos sanos, pero su expresion rapidamente se incrementa bajo condiciones

patolégicas y /o por presencia de los agonistas de B1R [26].
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En humanos existen cuatro tipos diferentes de cininas que presentan actividad
biolégica: el nonapéptido bradicinina (BK), el decapéptido Lys- BK y sus metabolitos
des-Arg carboxi-terminal. B2R reconoce BK y a Lys-BK, mientras que B1R posee una
alta afinidad por des-Arg9-BK (DABK) y por des-Argl0-Lys-BK (DAKD) [27]. Ambos
receptores, estan acoplados a proteinas Gqqn1, que llevan a la activacion de fosfolipasa
C-B (PLCP) y la subsecuente generacion de los segundos mensajeros inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) e i6n calcio (Ca®"). El aumento en los niveles de
Ca®* puede activar la via 6xido nitrico / guanosin monofosfato ciclico (cGMP) que
media, principalmente, el fuerte efecto vasodilatador de las cininas en la vasculatura.
Es mas, DAG y Ca”" solos o en combinacién, activan varias isoformas de la proteica
cinasa C (PKC) que participan en variadas rutas de sefializacion celular. En adicion a
PLCB, los receptores de cininas pueden también activar a fosfolipasa A2 y fosfolipasa
D, asi como también a la esfingosina cinasa que desencadena un aumento en las
concentraciones celulares de los segundos mensajeros lipidicos: acido araquidénico
(que es convertido a prostaglandinas), acido fosfatidico y esfingosina 1-fosfato. Tanto
las prostaglandinas como la esfingosina 1-fosfato pueden ser liberadas por la célula y
actuar de manera autocrina y/o paracrina. Sin embargo, esta via de sefializacion
asociada a los receptores de cininas no seria la Unica, se ha visto que B2R podria
activar a las proteinas G pequefias Rho, Rac o Cdc42, PKA y al estar acoplada a G;
desencadenaria la cascada de ERK/MAPK [28]. Como se indicé inicialmente, B1R esta
expresado débilmente en varios tipos celulares y su expresién aumenta durante:
eventos inflamatorios, presencia de lipopolisacarido (LPS), citoquinas y durante
condiciones in vitro. El promotor del gen de B1R tiene numerosas secuencias de unién
para factores de transcripcion, incluyendo NF-kB y AP-1, y en concordancia con lo
anterior se ha visto que el uso de diferentes inhibidores de protein- quinasas mitdgeno
activado (MAPKSs) y de NF-kB pueden reducir el incremento de la expresion de los

receptores B1 [27].

1.7.1 Rol de las cininas
Las cininas son clasicamente conocidas por ser péptidos que participan en eventos

vasculares e inflamatorios. Pero actualmente se conoce que este sistema juega roles
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mas amplios que los clasicos descritos [26]. Aunque las cininas son mediadores de
vida media corta, estan implicados en numerosos procesos fisiolégicos y patol6gicos.
Activan a las células endoteliales, inducen a la vasodilatacién y contraccion del
musculo liso, aumentan la permeabilidad microvascular, estimulan la produccién de
radicales superéxido y de oxido nitrico, modulan la movilizacién y liberacién de
histamina, &cido araquidénico, prostaglandina E2, IL-1 y TNF-a. En conjunto con lo
anteriormente mencionado las cininas estan también envueltas en la homeostasis
cardiaca, en la regulacion de la funcién renal y presién sanguinea, y en varios

desérdenes de tipo inmune e inflamatorio [29].

1.7.2 Inflamacion

Desde su descubrimiento BK ha demostrado inducir los cuatro signos clasicos de
inflamacién: calor, enrojecimiento, hinchazén y dolor. Hoy en dia esta bien establecido
qgue las cininas son generadas rapidamente después de un dafio tisular y que las
cininas endogenas tienen un rol esencial en el desarrollo y mantencion del proceso
inflamatorio. La activacion de B2R, lleva a la transduccion de varias vias de
sefializacién, que conducen finalmente a la liberacion de sustancias como citoquinas y
otros mediadores inflamatorios (por ejemplo eicosanoides), y también una tardia y
sostenida liberacion de prostaglandina E2, probablemente por un aumento en la
expresion de COX-2. Este evento, inicialmente atribuido a la activacion de B2R, ha sido
también relacionado con el B1R, principalmente actuando de manera sinérgica con las
citoquinas. La capacidad de BK de activar a NF-kB fuertemente evidencia una
conexion entre BK y citoquinas. La expresion de varias citoquinas es mediada por este
factor, al mismo tiempo que este factor transcripcional también regula la expresién de
B1R [29]. La correlacién entre las cininas, TNF-a e IL1-f es también observada en la
biosintesis de prostaglandinas en osteoblastos, involucrando una regulacion positiva de
COX-2[29].
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1.7.3 Enfermedades cardiovasculares

Uno de los sistemas en que las cininas juegan un rol mediador importante es en las
enfermedades cardiovasculares. Calicreina aumenta el flujo sanguineo coronario,
disminuye el tamafio del infarto y disminuye el remodelado ventricular izquierdo post
infarto al miocardio [30]. Como se mencion6 anteriormente, el B1R se expresa bajo
condiciones patolbgicas, lo que indicaria que este receptor tiene un rol diferente
durante la progresion y el desarrollo de la enfermedad cardiaca con respecto al B2R
[30]. En cultivos celulares experimentales, B2R responde a su estimulacién con una
sefial fuerte y corta de activacion, pero es también caracterizado por una inmediata y
rapida pérdida de la respuesta funcional e internalizaciéon del receptor, todo esto
acompafiado de una regulacién negativa del ARN mensajero y de la proteina. Por otro
lado, se ha establecido que B1R en algunos tipos celulares estaria siendo sintetizado
de novo bajo condiciones de estrés. Ademas, el agonismo sobre el receptor no
causaria internalizacién o desensibilizacion del receptor B1R, por lo que lleva a una
sefializacién de tipo persistente, en células de ovario de hamster chino (CHO) [31].
Experimentos han revelado que tanto el B1IR y el B2R son aumentados tanto en la fase
inflamatoria temprana (6 y 24 horas post infarto al miocardio) como el fase tardia (6
dias post infarto al miocardio). Es mas, se ha estudiado que a la tercera semana
ocurrido el infarto, alin aparecian niveles aumentados de ambos receptores comparado

con los controles [31].

1.8 Cininas y fibroblastos

Los receptores de cininas se encuentran presentes en fibroblastos de diferentes
tejidos, entre los cuales se cuentan: pulmonar [32], de piel [33] y cardiaco [34]. Se ha
descrito que en fibroblastos pulmonares embrionales de humano, DABK induce la
formacion de colageno, sintesis de proteinas y proliferacion celular, las cuales fueron
inhibidas al usar el antagonista B1R, desArg’[Leu®]-BK. Por su parte BK también
estimul6 la formacion de prostaglandina en ese tipo celular [35]. Otro antecedente, con
respecto a la produccidén de colageno, es que el agonismo del receptor B1, en
fibroblastos pulmonares embrionales de humano, genera un estimulo en la produccion

de colageno tipo I, al mismo tiempo que estos efectos no fueron observados al
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estimular el B2R [36]. Por el contrario, en fibroblastos cardiacos, la literatura indica que
existe una reduccion en la expresion de colageno inducida por BK, asociada a un
aumento en la formacién de metabolitos pertenecientes a la ruta de la ciclooxigenasa,
particularmente PGl, [37]. Asi también, existen referencias que indican que la
expresion de procolageno-al(l), uno de los principales componentes de la MEC que se
acumula durante la fibrosis hepatica, se ve disminuida al estimular con BK el tejido
hepatico, ademas de disminuir la expresion de la citoquina TGF-B1; evidenciando que

BK tendria efectos antifibroticos en el higado [38].

Con respecto al comportamiento celular, la literatura indica que las cininas tienen
efectos sobre la migracién/invasion celular y se ha visto que BK estimula la migracion,
en la linea celular tipo fibroblasto Swiss 3T3, proceso critico en la restauraciéon de
heridas. Asi también, se ha visto que BK induciria la formacién de microplas de actina
periférica, filopodios y lamelipodios en Swiss 3T3, indicando su relevancia como
fenotipo invasivo [39]. En conjunto con esto, las cininas estarian actuando sobre la
adhesion celular de los fibroblastos, al estimular la fosforilacién transitoria de tirosina
cinasas y la activacion de las cinasas de adhesion focal, asi como también en varios
fosfotirosin- sustratos asociados a adhesion focal (por ejemplo paxilina), eventos que
han sido relacionados a la regulacion de la proliferacion, adhesion, migracién y

apoptosis [40].

Otro aspecto relevante corresponde a liberacidon de citoquinas y otras sustancias
relacionadas, durante episodios inflamatorios. BK activa multiples factores de
transcripcion y regula la induccién de varias citoquinas envueltas en inflamacion y dafio
de tejidos, asi como la induccion de B1R; ademas de estimular la activacién de NF-kB
lo que conduce a la expresiéon del gen de IL-1B y también estimular la expresion de IL-6
e IL-8 [40]. Del mismo modo, a lo antes mencionado se afiade que, estudios en
fibroblastos gingivales humanos han demostrado que las citoquinas IL-18 y TNF-a
aumentan la expresiéon de los receptores B1 y B2, a través de un aumento del ARN
mensajero y en la unién al receptor [27]. Por lo que existiria una conversaciéon muy

estrecha entre las cininas y las citoquinas durante el proceso inflamatorio.
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Como se puede apreciar son escasos los estudios de la accion de las cininas en
fibroblastos y es aun menor la informacién con respecto al rol que jugarian en
fibroblastos y miofibroblastos que residen a nivel cardiaco, parte importante en la
etiologia de la enfermedad cardiaca. Nuestro laboratorio ha obtenido antecedentes con
respecto a la presencia de B1R y B2R en fibroblastos o miofibroblastos cardiacos,
donde B2R se encontraria en ambos fenotipos celulares y el receptor Bl se
encontraria en miofibroblastos y en menor medida en fibroblastos cardiacos, pero
acerca de su funciébn sobre el comportamiento celular no se tienen mayores

referencias.
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2. HIPOTESIS

TGF-B1 induce la expresion del receptor B1 de cininas en fibroblastos de rata neonata,
a través de las vias JNK y/o p38; y la activacion de los receptores de cininas en
fibroblastos y miofibroblastos cardiacos, disminuye la adhesiéon y migracion celular,

demostrando con ello un efecto antifibrético.

3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que TGF-1 induce la expresién del receptor B1 de cininas en fibroblastos
cardiacos por las vias JNK y/o p38 y que la activacion de los receptores de cininas
reduce la adhesién y migracion de fibroblastos y miofibroblastos cardiacos de rata

neonata.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Demostrar un aumento en la expresion del receptor B1 y de a-SMA en
fibroblastos cardiacos estimulados con TGF-B1.

2) Demostrar que las vias transduccionales de TGF-1 implicadas en la expresién
del receptor B1 son JNK y/o p38.

3) Demostrar que las cininas reducirian la adhesion celular de fibroblastos y
miofibroblastos.

4) Demostrar que las cininas reducirian la migracién celular de fibroblastos y
miofibroblastos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron de Sigma Aldrich Company (St. Louis, MO,
EEUU): Azul de tripan, En Gibco BRL (Carlsbad, California, EEUU) se adquirieron
tripsina-EDTA, estandares de masas moleculares de proteinas pretefiidas, suero fetal
de bovino (FBS) y Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (D-
MEM/F-12). Los compuestos inorganicos y organicos, sales, acidos y solventes se
adquirieron en MERCK (Darmstadt, Alemania). El reactivo quimioluminiscente para
Western blot (Western Lightning) se adquiri6 a Biological Industries (Kibbutz Beit
Haemek 25115 Israel). EI material de plastico estéril para la obtencién y cultivo de
fibroblastos cardiacos se adquirieron de Corning Incorporated (New York, EEUU),
Plastibrand y Falcon (EEUU).

Los inhibidores: SP600125, SB202190 PD98059, Ly294002, SB431542 y SIS3 fueron
comprados a Sigma Aldrich Company, (Reino Unido). El anticuerpo primario del
receptor B1 de cininas fue adquirido a Enzo Live Sciencies y los anticuerpos primarios
a-SMA y GAPDH a Sigma Aldrich Company (Reino Unido). Los anticuerpos anti mouse
y anti rabbit a Calbiochem Merck Chemicals International. El cristal violeta fue adquirido
a Merck Chemicals International (Alemania). Los agonistas BK y DAKD a AnaSpec
EGT Group (San José, CA, EEUU) y Angiotensina Il a Sigma Aldrich (Reino Unido). El
analogo de timidina Bromodeoxiuridina y el reactivo Folin-Ciocalteu a Merck KGaA
(Darmstadt, Alemania).

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 utilizacién de animales y de acuerdo al

Comité de Etica de la Facultad.
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5.3. Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiaco s ventriculares de ratas
neonatas

Se utilizé el procedimiento descrito por Foncea y cols [41], 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 removié el corazén bajo condiciones de asepsia. Se retiraron
las auriculas y los ventriculos se cortaron en pequefios pedazos para facilitar las
sucesivas digestiones posteriores con pancreatina y colagenasa |l. El producto de las
digestiones se someti6 a un preplagueo por 2 h a 37°C en medio de cultivo
conteniendo 5% FBS y 10% FCS en frascos para cultivo de plastico. Por adhesién
diferencial al plastico se separaron fibroblastos de cardiomiocitos. Luego de las 2 h, se
cambio el medio por DMEM-F12 + 10% FBS, los fibroblastos se dejaron proliferar hasta
confluencia y los cambios de pasaje se realizaron mediante tripsinizaciéon (hasta pasaje

2 como maximo).

5.4 Obtencion de miofibroblastos
Se utilizaron fibroblastos en pasaje 2, los que fueron estimulados con TGF-B1 (5ng/mL)
e incubados durante 5 dias en medio de mantencion (DMEM-F12).

5.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacion de las proteinas de acuerdo a su masa molecular se realizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Para la deteccion se cargaron entre
75 a 15ug de extracto proteico segln la proteina a determinar. La electroforesis se
realizd a un voltaje constante de 70V los primeros 30 minutos y luego a 100V en
tampdn de electroforesis 1X (Tris base 30,25 g, Glicina 144 g, SDS 10 g, agua 1.000

mL para tampon de electroforesis 10X).
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5.6. Electrotransferencia de proteinas
Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (BioRad) 350 mA durante 90 min en tampén de

transferencia 1X (tris base y glicina disuelto en agua destilada).

5.7. Western blot.

Una vez transferidas las proteinas, la membranas se bloquearon con tampdén de
bloqueo (TBS 1X; Tween-20 0,1%; leche sin grasa 5% p/v) durante 1 hora a
temperatura ambiente, seguido de tres lavados con TBS 1X de 10 minutos cada uno.
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes segun el
ensayo: Anti B1R (dilucién 1:1000 en TBS 1X) o Anti a-SMA (dilucion 1:10000 en TBS
1X) toda la noche a 4T con agitacion suave. Para el control de carga GAPDH y
tubulina se usé una dilucion del los anticuerpos especificos de 1:10000 y se dejo la
membrana toda la noche a 4T con agitacion suave. Posterior a la incubacion, las
membranas se lavaron 3 veces por 5 min en TBS 1X / Tween-20 al 0,1%, e incubadas
durante 2 h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios anti rabbit o anti
mouse, a un titulo de 1:10000 e 1:5000 respectivamente en tampon de incubacion.
Para detectar las proteinas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron
durante 1 min en solucién de EZ-ECL y se expusieron a la pelicula de fotografia
AGFA. Las peliculas se digitalizaron y las imagenes se cuantificaron por densitometria
con ayuda del programa computacional Image J. Después de realizar los ensayos de
Western blot, las membranas de nitrocelulosa se incubaron por 45 min en una solucion
de Mild Stripping (dilucion de glicina, SDS y Tween 20 en agua nanopura ajustada a pH
2,2) 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.

5.8. Protocolo de estimulo con TGF- B1 a través del tiempo
Fibroblastos en pasaje 2 fueron privados de suero, dejandolos con el medio de

mantencién (DMEM-F12). Posteriormente fueron estimulados con TGF-B1 logrando
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una concentracion de 5 ng/mL. Finalmente las placas fueron incubadas y raspadas a

través del tiempo, desde 0 a 96 horas.

5.9. Protocolo inhibicion de las vias transducciona les de TGF-B1.

Fibroblastos en pasaje 2 fueron privados de suero, dejandolos con el medio de
mantencién (DMEM-F12). Posteriormente, las células fueron estimuladas tanto con los
inhibidores de la via no-canénica de TGF-B1 (SP600125 10uM, SB202190 10 uM,
PD98059 10 pM y Ly294002 10uM), como de la via canonica (SB431542 0,5 pM y
SIS3 1uM). Luego, las células se estimularon con TGF-1 5ng/mL. Como controles, se
utilizaron cada estimulo por si solo, evaluado finalmente los niveles de proteina
mediante Western Blot (WB).

5.10. Adhesion celular

Se utilizaron fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se privaron las células por 24
horas con DMEM F-12. Una vez privadas, las células fueron incubadas con una serie
de estimulos durante 24 horas. Para la adhesién se utilizd una placa de 24 pocillos,
cada pocillo fue sembrado con 10.000 células en duplicado durante 2 horas. Para la
tincion se ocupO cristal violeta. Se medié la absorbancia a 595 nm mediante la

disolucién de las células tefiidas con SDS 10%.

5.11. Migracién celular

Las células utilizadas para este estudio fueron fibroblastos y miofibroblastos cardiacos.
Se privaron las células por 24 horas con DMEM F-12. Una vez privadas, a las placas
se les hizo una herida con una punta de pipeta p1000, se aspiré el medio y se agregé
medio de mantencién. Transcurridas 2 horas se estimularon las placas por 48 horas
con diversos estimulos. Transcurrido el periodo de tiempo las placas fueron lavadas
con PBS tibio y se tifieron con cristal violeta durante 20 minutos, finalmente las placas

fueron sumergidas en agua, secadas y fueron fotografiadas a través de microscopio. El
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andlisis se hizo a través de la medicion del cierre de la herida por una cuantificacion de

area usando el programa ImageJ.

5.12. Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica fue realizada para fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Las
células fueron inicialmente fijadas con paraformaldehido 4% e incubadas con glicina
100uM. Luego fueron permeabilizadas con tritén x 0,1% por 10 minutos y blogueadas
por 20 minutos. La incubacién del anticuerpo primario se realizé durante toda la noche
a temperatura ambiente, y el anticuerpo secundario se dejo incubando durante 2 horas
a temperatura ambiente en total oscuridad. Finalmente se monto la muestra ubicada en
un cubre objeto sobre un porta objeto con DAKO. Una vez secas se observaron y

fotografiaron las muestras en un microscopio.

5.13. Analisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio + error estandar (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
considero significativa la diferencia entre dos grupos cuando su valor de p < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1. Resultados del Objetivo especifico 1

6.1.1. Identificacién del fenotipo celular

Como se aprecia en la Figura 2, los fibroblastos cardiacos de rata neonata exhiben una
tenue y desorganizada expresion de a-SMA. Sin embargo, luego de un estimulo con
TGF-B1 durante 96 horas se observan cambios entre ellos: las células son de mayor
tamafio, presentando una forma angulosa y las fibras de a-SMA aparecen de manera

organizada e intensa.

6.1.2. Expresion del BIR y de a-SMA a través del tiempo

Para determinar si la transformacion celular de los fibroblastos a miofibroblastos,
mediada por la citoquina TGF-B1, influye en la expresién del receptor B1 de cininas en
estos tipos celulares, fibroblastos privados de suero se estimularon con TGF-f1 5
ng/mL. Los resultados mostraron que, a tiempo 24 horas se observé un leve aumento
en los niveles de expresion de B1R con respecto al control, los que a partir de las 48
horas, aumentaron de forma significativa. Este aumento seria de tipo tiempo
dependiente y se mantendria hasta las 96 horas de estimulo con respecto al control.
(Figura 3A). En relacion a los niveles de expresion de a-SMA, a partir de las 48 horas
se evidencié un aumento en la expresion de esta proteina, el cual fue estadisticamente
significativo con respecto al control. Dicho aumento se mantiene a través del tiempo
hasta las 96 horas de estimulo con respecto a control (Figura 3B). El tiempo de 48 de
estimulacion con TGF-B1 se determind como, tiempo minimo para poder obtener una
respuesta estadisticamente significativa en la expresion de B1R con respecto al
control, que coincide con el periodo que exhibe un aumento en la expresion de a-SMA.
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TGF-B1 5ng/mL
—_—

96 horas

Fibroblastos 10x Miofibroblastos 10x

Fibroblastos 40x Miofibroblastos 40x

Figura 2: Imunocitoquimica de a-SMA en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Las fibras de a-SMA aparecen de color rojo y el
nucleo de color azul. Las imagenes superiores corresponden a una amplificacién 10x y las inferiores a 40x. Los fibroblastos fueron
transformados a miofibroblastos a través de un estimulo de TGF-B1 5ng/mL e incubados por 96 horas. El anticuerpo secundario utilizado
para a-SMA corresponde a Alexa Fluo 568 Donkey Anti-mouse y la tincion de nucleo corresponde a Hoesch.
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Figura 3. Efecto de TGF-B1 en la expresiéon de B1R en fibroblastos cardiacos. (A) Expresion del
receptor B1 de cininas en fibroblastos cardiacos a través del tiempo, al ser pre-estimulados con
TGF-B1 5ng/mL. (B) Expresion de la proteina a-SMA a través del tiempo. Experimentos
expresados como el promedio * el error estandar.* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 con respecto
al control. Experimentos n=6.

31




6.2 Resultados Objetivo especifico 2

6.2.1. Inhibicién de las vias transduccionalesde T  GF-B1

Segln los resultados anteriormente presentados, un estimulo de TGF-f1
desencadenaria dos importantes hechos durante diferenciacion fenotipica de
fibroblastos a miofibroblastos: intensificar la expresién y reorganizar las fibras de a-
SMA, e inducir la expresion de B1R.

6.2.1.1. Inhibicion de la via canénica de TGF- B1

Para el estudio de la participacion de la via canénica de TGF-B1 sobre la expresion del
receptor B1 de cininas, se utilizaron los inhibidores: SB431542, inhibidor de ALK5, que
impide la fosforilaciéon de Smad 2/3 [42] y SIS3 inhibidor de la fosforilacion de Smad 3
[43]. Una vez pasado los 30 minutos de haber adicionado los inhibidores, se estimuld
con TGF-B1 5ng/mL y las células fueron incubadas por 48 horas, tiempo minimo en el
cual se aprecia un aumento significativo en la expresién de B1R inducido por TGF-B1.
Al cabo de 48 horas las muestras fueron recogidas y se realiz6 con ellas un WB,
utilizando un anticuerpo primario especifico para B1R. En la Figura 4, se observa que
la pre-incubacion con SIS3 seguida del estimulo con TGF-B1 fue incapaz de revertir la
accion del péptido en la expresiéon del BIR comparado con el control. Por otro lado,
también se observa que al utilizar SB431542 en conjunto con TGF-B1, suscitdé una
reversion del efecto de TGF-B1 en la expresion del receptor. Esta reversiéon del efecto
es estadisticamente significativa. Adicionalmente se observa que no hay un efecto en
la expresion del receptor al incubar las células sélo con los inhibidores.
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Figura 4. Participacién del receptor de TGF-f1 y de Smad 2/3 en la expresion de B1R en
fibroblastos cardiacos. Los fibroblastos cardiacos fueron pre estimulados con los inhibidores de
la via Smad SIS3 (1uM) o SB431542 (0,5uM), seguido de una incubacién con TGF-B1 5ng/mL
durante 48 horas. Experimentos expresados como el promedio + el error estandar. *p<0,05 con
respecto al control, **p<0,01 con respecto al control y #p<0,05 con respecto a TGF-B1.
Experimentos n=5.

6.2.1.2. Inhibicion de la via no canénica de TGF- pB1

Para estudiar si las vias no canodnicas de TGF-B1 participan en la expresion del
receptor B1 de cininas, se realizaron ensayos con los siguientes inhibidores: SP600125
10uM, inhibidor reversible competitivo de ATP, que impide la fosforilacién de c-Jun [44];
SB202190 10uM, inhibidor de la MAPK p38, se une tanto a la forma activa e inactiva de
la enzima y compite por el mismo sitio de uniéon con ATP [45]; PD-98059 10 uM,
inhibidor selectivo de MEK1, se une a la forma inactiva de MEKL1 y previene su

activacion [46] o Ly-294002 10uM, inhibidor selectivo de fosfatidilinositol 3 cinasa
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(P13K), bloqueando la fosforilacion de Akt dependiente de PI3K [47]. Cumplido ese
tiempo de pre-estimulo, fue adicionado TGF-B1 (5ng/mL) y se incubaron las células por
48 horas. Finalmente, con las muestras que se obtuvieron se realizaron WB utilizando

un anticuerpo primario especifico para B1R.

6.2.1.2.1. Vias MAPK

JNK: La pre-estimulacion con el inhibidor de la via JNK, SP600125, seguido de un
estimulo con TGF-B1 de 48 horas demostré revertir significativamente la expresion del
B1R con respecto a TGF-B1, llegando a niveles del control. (Figura 5). El inhibidor, por

si mismo, no mostré efecto 0125 sobre la expresion de B1R.

p38: La misma situacion ocurrié con el inhibidor de la via p38 SB202190, donde la
presencia de este inhibidor fue capaz de revertir la expresion de B1R provocada con
TGF-B1, también llegando a niveles del control (Figura 5). El inhibidor, por si mismo, no

mostré un efecto sobre la expresion de B1R.
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Figura 5. Participacion de las vias MAPK JNK y p38 en la expresion de B1R. Los fibroblastos
cardiacos fueron pre-estimulados con inhibidores de la via no canénica MAPK, SP600125
inhibidor de JNK (10 uM) o SB202190 inhibidor de p38 (10uM) y posteriormente incubados con
TGF-B1 5ng/mL durante 48 horas. Experimentos expresados como el promedio + el error
estandar. ** p< 0,01 con respecto al control. ## p<0,01 con respecto a TGF-B1. Experimentos
n=6.
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ERK: La pre-estimulacion con el inhibidor de la via ERK, PD 98059 y la posterior
estimulacion con TGF-B1 causa una reversion, estadisticamente significativa, del
efecto del TGF-B1 en la expresion del B1R (Figura 6). El inhibidor, por si mismo, no

mostrd efecto sobre la expresion de B1R.

Y
BIR45 kDa i -
GAPDH35kDa (IR - s w
g 2.5+ ok
D =
5L 20-
h‘-‘
835
© o 154 #
°w
82 10] —
o
Sy 054
w
0.0 T
TGF-B1 - + +
PD9I8059 . - + +

Figura 6. Participacién de la via MEK-ERK sobre la expresion de B1R en fibroblastos cardiacos.
Las células fueron pre-estimuladas con PD-98059 (10 uM), inhibidor de la via ERK y luego
fueron incubadas con TGF-B1 durante 48 horas. Experimentos expresados como el promedio +
el error estandar. ** p< 0,01 con respecto al control. # p<0,05 con respecto a TGF-B1
Experimentos n=6.

6.2.1.2.2. Via PI3K-Akt.

La inhibicion de esta via transduccional revelé que, al utilizar el inhibidor LY294002,
inhibidor especifico de la via PI3K-Akt, en conjunto con TGF-B1, no existe una
reversion del efecto con respecto a la accién propia del TGF-B1, siendo la expresién

del receptor significativamente diferente al control, tal como se muestra en la Figura 7.

36




El inhibidor, por si mismo, no mostré efecto sobre la expresion del receptor B1.
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Figura 7. Participacion de la via no candnica PI3K-Akt sobre la expresion de B1R en fibroblastos
cardiacos. Las células fueron pre-estimuladas con el inhibidor de la via no candnica PI3K-Akt,
LY294002 (10 pM) e incubadas con TGF-B1 5ng/mL durante 48 horas. Experimentos
expresados como el promedio + el error estandar. *p< 0,05 con respecto al control. ***p<0,001
con respecto al control. Experimentos n=6.

Una vez establecido que los fibroblastos cardiacos expresan receptores de cininas,
surge la interrogante: ¢Qué funcion tienen estos receptores presentes en los
fibroblastos, durante la enfermedad cardiaca? Para responder esta incognita se
realizaron estudios de comportamiento celular, evaluando la adhesién, migracion y

secrecidn de colageno | en fibroblastos como en miofibroblastos cardiacos.
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6.3. Resultados Objetivo especifico 3

6.3.1. Adhesion celular.

6.3.1.1. Adhesién de fibroblastos cardiacos.

La adhesién de los fibroblastos se realizd sobre plastico, con células privadas de suero
que fueron estimuladas con agonistas para B1R (DAKD 100 nM) o B2R (BK 100 nM)
durante 24 horas. Como control positivo de adhesion celular se utilizé suero, dado que
este estimulo se ha establecido que aumenta la adhesion de los fibroblastos cardiacos,
segun datos de nuestro laboratorio. En la Figura 8, se observa un aumento,
estadisticamente significativo con respecto al control, en la adhesion celular de los
fioroblastos al ser estimulados con suero. Por otro lado, cuando las células fueron
incubadas con los agonistas DAKD o BK, no se observaron variaciones con respecto al
control de la adhesion celular.

2.51

%* %

Adhesion celular
Relativo al control

Figura 8. Participacion de los agonistas BK y DAKD en la adhesién celular de fibroblastos
cardiacos. La células fueron incubadas con el agonista de B2R, BK 100nM o con el agonista de
B1R, DAKD 100 nM y cultivadas sobre placas de plastico durante 24 horas. Experimentos
expresados como el promedio + el error estandar. **p<0,01 con respecto al control.
Experimentos n=7.
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Como las cininas no presentaron efectos sobre la adhesién por si mismas, surgio la
idea de poder verificar si eran capaces de revertir la accion de angiotensina Il, debido a
la contraposicion de los sistemas renina-angiotensina y cinina-calicreina. Para ello, se
realiz6 el mismo experimento, pero un grupo de células se pre incubaron con BK
durante 30 minutos y luego se adicioné el estimulo angiotensina Il. Como se muestra
en la Figura 9, BK fue incapaz de prevenir el efecto de angiotensina Il en la adhesion

celular.
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Figura 9. Participacion de BK en la adhesion celular de fibroblastos cardiacos. Las células
fueron pre-estimuladas con BK 100nM por 30 minutos, luego se adicion6 angiotensina Il y se
incubaron las células en placas de plastico durante 24 horas. Experimentos expresados como el
promedio + el error estandar. *p<0,05 con respecto al control. Experimentos n= 6.

6.3.1.2. Adhesion de miofibroblastos cardiacos.

Para el estudio de la adhesidn celular de los miofibroblastos, al igual que en el caso de
los fibroblastos cardiacos, se utilizd una placa de plastico como soporte, al cual los
miofibroblastos debian adherirse. Al estimular con los agonistas, BK o DAKD, no hubo
cambios en la capacidad de adhesion celular desplegado por los miofibroblastos
cardiacos (Figura 10). El control positivo de adhesion corresponde a medio de cultivo
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suero DMEM-F12 + FBS 10%, que demuestra un aumento significativo en la adhesion
con respecto al control.
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Figura 10. Participacién de BK y DAKD en la adhesion celular de miofibroblastos cardiacos. Las
células fueron incubadas con el agonista de B1R, DAKD 100 nM o con el agonista B2R, BK
100nM e incubadas durante 24 horas sobre placas de plastico. Experimentos expresados como
el promedio = el error estandar.*p<0,05 con respecto al control. Experimentos n= 5.

6.4. Resultados Objetivo especifico 4

6.4.1. Migracion de fibroblastos
El estudio de migracién de los fibroblastos se realiz6 por medio del método de la
herida, técnica utilizada en el laboratorio para poder medir la capacidad de una célula

de poder migrar hacia la herida y asi repoblar la zona del dafio.

La migracién de los fibroblastos se realizé con los estimulos BK o0 DAKD, sobre células
privadas de suero. Se utiliz6 como control positivo medio con suero DMEM-F12 + FBS
10%, pero como era posible que las células proliferaran frente a este estimulo, se
realiz6 un experimento previo para determinar la capacidad de proliferacion celular en
presencia de suero. La Figura 11 muestra que los fibroblastos en presencia de suero
proliferan y que al agregar bromodeoxiuridina (BDOU) 100uM, analogo sintético de
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timidina que es cominmente utilizado para detener la proliferacion celular [48], la
proliferacién decayd. A partir de este resultado, se consider6 el uso de suero con
BDOU como control positivo de migracion para fibroblastos.

Control Suero Suero + BDOU

Figura 11. Participacién del suero en la proliferacién celular. Imagenes obtenidas a través de
microscopia.

La Figura 12 B, muestra que BK es capaz de aumentar la capacidad migratoria de los
fibroblastos, los cuales pudieron reducir el area de la herida (ver Figura 12 A) de
manera estadisticamente significativa con respecto al control en aproximadamente en
un 25%. Sin embargo, DAKD no produjo una modificacion de la migracion de los
fibroblastos cardiacos, siendo el area de herida similar al area que muestra el control,

segln revela la cuarta imagen de la Figura 12.

Control
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Figura 12. Participacién de BK y DAKD en la migracion de fibroblastos cardiacos. (A) Imagenes
obtenidas a través de microscopia, de la capacidad migratoria de los fibroblastos cardiacos
utilizando el método de la herida. Amplificacion 10X. (B) Grafico que cuantifica el area al que se
redujo la herida una vez que las células migraron al incubarlas con el agonista BK 100nM o con
el agonista DAKD 100nM. Experimentos expresados como el promedio + el error estandar.
*p<0,05 con respecto al control, ***p<0,001 con respecto al control. Experimentos n=7.

6.4.2. Migracion de miofibroblastos

Para corroborar la capacidad migratoria de los miofibroblastos, se realizaron ensayos a
través del método de la herida y se esperé 24 horas para que ocurriera la migracion
celular. Como control positivo de migracién se utilizé suero, ya que a diferencia de los
fibroblastos, los miofibroblastos son incapaces de proliferar debido a un dafio en su
ADN [49]. La cuantificacién del cierre de la herida se realiz6 al calcular el area de la
herida que quedo sin cerrar y se relativizé con respecto al control. Como se puede
observar en la Figura 13 B, los datos arrojan que no existiria una influencia de las
cininas sobre la migracion celular que sea significativa con respecto al control, ya sea
al estimular con los agonistas BK o DAKD no se observé un cierre de la herida para

ningun estimulo.
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Figura 13. Participacion de BK y DAKD en la migracién de miofibroblastos cardiacos. (A)
Imagenes de la migracion de los miofibroblastos cardiacos, a través del método de la herida.
Las imagenes fueron obtenidas por microscopia con una amplificacion 10X. (B) Gréfico
correspondiente al area al que se redujo la herida una vez ocurrida la migracién celular, los
miofibroblastos fueron estimulados con BK 100nM o con DAKD 100nM durante 24 horas.
Experimentos expresados como el promedio + el error estandar.
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7. DISCUSION

Los fibroblastos y miofibroblastos cardiacos son fenotipos celulares no muy estudiados,
y siguen representando un desafio en la blisqueda de nuevas y mejores terapias. Por
otro lado, las cininas son un sistema que se vislumbra como clave en la etiologia de la
enfermedad cardiaca, especialmente por su rol durante los procesos inflamatorio y
fibrético. Con estos factores descritos, es claro que el estudio de los receptores de
cininas presentes en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos, y el rol que cumplen en
estos tipos celulares, es una fuente de informacién novedosa que brinda nuevos

antecedentes a la enfermedad cardiaca.

Varios estudios han demostrado que las citoquinas proinflamatorias son capaces de
producir una regulacién positiva de B1R en varios tejidos y bajo condiciones tanto in
vitro como in vivo. Por ejemplo, en un modelo in vivo de inflamacion de la pata de rata,
se ha demostrado la capacidad de IL-13 de actuar en cooperacion con TNF-a para
inducir una regulacion positiva de B1R [50]. Como sabemos, TGF-1 es una citoquina
gue se libera durante la fibrosis y que se ve envuelta en los procesos de crecimiento
celular, inflamacion, sintesis de matriz y necrosis [51], y que corresponde a un agente
que contribuye a la reparacion del tejido, pero que en otras condiciones puede llevar a
un exceso de deposicién de tejido fibrético, que compromete el normal funcionamiento
del 6rgano [52]. Varios estudios avalan la participacion de TGF-B1 durante el proceso
fibrético, sin embargo, la expresion de B1R en fibroblastos cardiacos mediada por
TGF-B1 se vislumbraria como un contrapeso que brindaria un balance entre la

respuesta fibrética y antifibrética.

Primeramente hemos determinado que los fibroblastos cardiacos de rata neonata
expresarian el receptor B1R de manera débil y que un estimulo con TGF-B1 5ng/mL
seria capaz de aumentar la expresiéon de la proteina B1R de manera tiempo
dependiente, siendo 48 horas de incubacién el tiempo en que se observa una
diferencia significativa en la expresion del receptor con respecto al control,
manteniéndose a lo largo del tiempo. La misma situacion se presentaria durante la
expresion de a-SMA, siendo a las 48 horas el tiempo al cual su expresion aumentaria
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de manera significativa con respecto al control, perdurando ese aumento en el tiempo.
Como se indicé anteriormente a-SMA corresponde a una de las proteinas que se
expresan y se reorganizan intracelularmente una vez que los fibroblastos se
diferencian a miofibroblastos y que reflejaria la capacidad citoquina TGF-B1 de ser un
promotor de la activacion de los fibroblastos. Este fenédmeno revelaria que el aumento
en la expresiéon del B1R, de manera tiempo dependiente, se correlacionaria con la
diferenciacioén celular. B1R es un receptor descrito como inducible, capaz de aumentar
su expresion frente a condiciones patoldgicas y los miofibroblastos a la vez son células
especializadas que se diferencian para actuar frente a situaciones patoldgicas [53]. La
presencia de este receptor en los miofibroblastos se explicaria posiblemente a que este
fenotipo celular especializado contaria con diferentes estructuras y receptores (en este
caso, seria B1R) que le ayudarian a cumplir sus actividades durante situaciones
patolégicas. Por lo que la expresion de este receptor en este fenotipo celular, dejaria
entrever que su presencia contaria con una participacion importante durante la

enfermedad cardiaca.

El agonismo sobre TBR genera distintas cascadas de sefializacion que podrian
desencadenar finalmente la expresion de B1R. Datos de nuestro laboratorio, han
demostrado que el estimulo de TGF-f1 seria capaz de causar la
fosforilacién/activacion de las proteinas Smad 2 y Smad 3, de manera estadisticamente
significativa con respecto al control, a los 30 minutos de incubaciéon y se mantendria
constante a través del tiempo. Una vez activado TRRI (también denominado ALKS5) es
capaz de fosforilar a las R-Smad (Smad 2 y 3) [24]. Una vez activas las Smad 2/3 se
homo-oligomerizan o se hetero-oligomerizan, ligandose a Smad 4 (Co-Smad) y una
vez en el nlcleo este complejo regularia la expresion génica [54]. Nuestros resultados
indicarian que la activacion de ALKS5 se vislumbraria como una de las responsables de
la sefializacion que llevaria a la expresion de B1R mediada por TGF-B1l y que la
activacion de proteina Smad 3 no participaria de este fendmeno. Como se indicé
anteriormente, una vez activadas, Smad 2/3 se homo o hetero-dimerizan, por lo que la
cascada de las Smad podria ser desencadenada por la activacion Gnica a partir de las
Smad 2 y no necesariamente requerir de la activacion de Smad 3. Por esta razén, no
se descarta la participacion de Smad 2 en la expresion del receptor y tampoco se
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descarta la posibilidad de que ALK-5 no fuese una quinasa exclusiva de Smad 2 y
Smad 3, sino que también poseeria a otras proteinas 0 mensajeros como sustratos que

potencialmente podrian participar en la expresion de B1R.

Por otro lado, el agonismo sobre el receptor TBR desencadenaria la activaciéon de otras
cascadas transduccionales, distintas a las Smad, y que en conjunto se denominan la
via no candnica de TGF-Bl. Datos de nuestro laboratorio demuestran que las
fosforilaciones/activaciones de cada una de estas vias se llevarian a cabo, a distintos
tiempos, al estimular a los fibroblastos cardiacos con TGF-B1. Se ha visto que las vias
JNK y p38 se activarian a los 10 minutos de realizado el estimulo con TGF-B. Nuestros
resultados indicarian que tanto la via JNK como p38 estarian participando de la
expresion de B1R mediada por TGF-B1, debido a una reversion del efecto de esa
citoquina al pre-incubar con los inhibidores correspondientes. Asi mismo, los datos de
nuestro laboratorio indicarian que la via MAP-ERK (que junto con JNK y p38
corresponden a las MAPK) se activaria tempranamente vy, al igual que JNK y p38, se
apreciaria que el uso del inhibidor seria capaz de prevenir el efecto de TGF-1, lo que
demostraria que la via MAP-ERK estaria también mediando la expresion de B1R por
TGF-B1. Estudios han revelado que las tres MAPK: ERK, JNK y p38 activan a la familia
de proteinas AP-1, factor transcripcional esencial para la activacion del gen de B1R, y
gue tanto las vias ERK y p38 estan relacionadas con la expresion génica de B1R [55].
Es mas, se ha visto que p38 y JNK estan criticamente envueltas en la regulacion de la
expresion del ARN mensajero de B1R, durante trauma vascular [56]. Por otro lado,
también es importante mencionar que existen estudios que sugieren que la quinasa
ALK5 seria también capaz de activar a JNK en diferentes tipos celulares [57]. Esto
indicaria que los resultados obtenidos durante la inhibicién de ALK5 podrian deberse a

una inhibicién de la via JNK y no necesariamente estar vinculados a Smad2.

Finalmente, la via PI3-Akt también se activaria al cabo de 10 minutos por accion de
TGF-B1, luego ocurriria una desactivacién y finiquitaria con una reactivacion de esta
via transduccional a las 24 horas de incubadas las células con TGF-B1. Contrario a lo
ocurrido con las MAPK, la ruta PI3-Akt no tendria participacion en la expresion del
receptor, debido a que la inhibiciéon de esta via no fue capaz de revertir la accion de
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TGF-B1 sobre la expresion de B1R. Este antecedente revelaria que la via PI3-Akt no
estaria participando o no seria critica, en la expresion de B1R inducida por TGF-Bl y
por ende tendria otro rol en los fibroblastos. Akt tiene una multitud de proteinas
efectoras y estd envuelta en un nimero de procesos celulares, como proliferacion y
sobrevida, a través de la inhibicibn de proteinas pro-apoptéticas [58]. Se ha
relacionado a Akt con procesos como la proliferacion y la produccién de colageno en
fibroblastos pulmonares, sugiriendo que esta via participaria durante el proceso
fibrotico [59]. Es mas, en fibroblastos cardiacos senescentes, se ha demostrado que
Akt cumpliria un importante rol en la proliferacién celular [60]. Ademas, se ha visto que
estaria activa durante la estimulacion con angiotensina |l, donde se cree que
participaria finalmente en la regulacion y organizacién del colageno en fibroblastos

cardiacos [61].

La Figura 14, resume las vias transduccionales que podrian estar implicadas en la

expresion de B1R mediada por el estimulo de TGF-B1.

TGF-B1

ERS S N

é?

Expresionde B1R

Figura 14. Esquema de las vias transduccionales de TGF-B implicadas en la expresion B1R en
fibroblastos cardiacos. Los estudios realizados revelaron que serian ALK5, JNK, p38 y ERK los
involucrados en la expresion del receptor.

Como se menciond anteriormente, estudios han revelado que B1R es un receptor
inducible, capaz de aumentar su expresion bajo ciertas condiciones. IL, TNF-a y LPS,
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son citoquinas que serian capaces de regular a los factores transcripcionales
responsables de la expresibn de B1R. Este receptor posee varios factores
transcripcionales que regulan su expresion. El factor transcripcional NF-kB,
corresponde al principal factor transcripcional responsable de la regulacion positiva de
B1R durante los procesos inflamatorios. Asimismo, existen también otros factores que,
aparte de NF-kB, regulan la expresion de B1R, entre ellos se encuentra AP1 (proteina
activadora 1), que corresponde a un heterodimero formando por c-Jun y c-Fos [62] y
gue junto con NF-kB han demostrado ser importantes mediadores en la regulacion de
B1R [27].

La bibliografia indicaria que es posible que estos factores transcripcionales, fuesen
regulados por algunas de las proteinas estudiadas en este trabajo. Las MAPK ERK y
p38, estarian relacionadas con un aumento en la expresién del ARN mensajero de B1R
en vena porta de rata, donde aumentarian la actividad de los factores transcripcionales
NF-kB y AP-1, sin embargo ERK no produciria este efecto debido seguramente a que
en este tejido no tendria acciones relacionadas con el aumento en la expresién de B1R
[63]. Del mismo modo, otros estudios sugieren que TGF-B induciria la activacion de
TAK1, siendo TAK1 una MAPKKK que a través de p38 activa la via NF-kB en
osteoclastos, y asi también, podria haber una probable activacién de AP-1, debido a
gue las MAPK activarian a los factores transcripcionales c-Jun y c-Fos de AP1 [24].
Con respecto la temporalidad de los sucesos, hay publicaciones que mostrarian un
aumento en el ARN mensajero de la proteina B1R presente en fibroblastos
pulmonares, estadisticamente significativo respecto al control, a las 6 horas de haber
sido estimulados con un agente que activaba la via p38, lo que representaria un efecto
directo sobre la expresion de B1R por parte de aquel agente [32]. Este fendmeno, que
tardaria pocas horas, se deberia que no existiria la participacion de otros
intermediarios en el proceso. Es por esto que el tiempo de 48 horas, que fue necesario
para obtener una induccion de la expresién del receptor en nuestros experimentos, es
mas que suficiente para ser parte de un efecto directo de TGF-B1, por lo que se
plantea la posibilidad de que TGF-B1 induciria la expresion de ciertos intermediarios, y

gue serian estos ultimos quienes mediarian finalmente la expresién de B1R.
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La temporalidad de los hechos antes expuestos, sefiala que existe un gran intervalo de
tiempo entre el estimulo inicial con TGF-B1 y la induccion de la expresion B1R. En ese
intervalo de 48 horas, podrian ocurrir diferentes activaciones y liberaciones de
intermediarios, los cuales podrian conducir de una manera indirecta a la expresiéon de
B1R. Estos intermediarios podrian ser las citoquinas proinflamatorias, que son los
principales inductores de la expresién de B1R y como se mencioné previamente, son
capaces de activar a los factores transcripcionales implicados en la regulacion del
receptor. En concordancia con esto, esta descrito que el rol esencial de NF-kB fue
primero demostrado en fibroblastos humanos, donde la inhibicion de NF-kB bloqueaba
la expresion de BI1R inducida por IL-1B [64]. De hecho, estudios han revelado la
existencia de un sitio de unién tipo NF-kB situado en el promotor del receptor Bl
humano, esencial para el control de la transcripcién del receptor, que se activaria por la
exposicion a ciertos agentes inflamatorios como IL-13, TNF-a o LPS [56]. Asi también,
la activacion de B1R por si misma es capaz de estimular la activacion per se de NF-kB,
resultando en una elevacion de la sintesis de IL-1B y TNF-a [64]. Este mismo estudio
nos muestra un escenario similar al que se plantea en este trabajo, la administracion
de LPS genera un aumento en la liberacion de IL-1B y TNF-a y el bloqueo de éstas
previene la expresion de B1R. Es mas, se cree que la cooperacion existente entre IL-
1B y TNF-a se deberia a su habilidad de aumentar la activacion del factor NF-kB [50].

TNF-qa, al interaccionar con sus receptores TNF-R1 y TNF-R2 puede generar una
cascada, a través de la cual, diferentes proteinas que interaccionan directa o
indirectamente con los dominios citoplasmaticos de TNF-R1 y TNF-R2 habrian dado
ideas de como esos receptores estarian conectados a la cascada de sefalizacién que
conducen a la activacion de NF-kB y JNK. Especial interés existiria en el factor
asociado al receptor de TNF, TRAF-1 y TRAF-2, que se definen como un nuevo grupo
de proteinas adaptadoras envueltas en la transduccion de sefiales de la familia de
receptores TNF, receptor de IL-1, como también de la familia receptor tipo TOLL. En la
actualidad, TRAF-2 es el miembro mayormente caracterizado de la familia TRAF, y

posee un rol clave en mediar la activacion de NF-kB y JNK inducida por TNF-R1 [65].
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Estos antecedentes apoyarian la idea de que no seria necesariamente TGF-B1, el
regulador directo de la expresién de la proteina B1R, sino que actuaria como un agente
gue desencadenaria la activacién o liberacion de sustancias (como lo serian IL-18 y
TNF-a), y serian estas Ultimas las que actuarian de manera directa sobre la regulacion
de la expresion de B1R. Pero, a la vez de ninguna manera se descartaria la
participacion directa de las vias de TGF-B1 como las encargadas de actuar frente a la
regulacion de la expresion del receptor B1R (ver Figura 15).

En dltimo lugar, es importante destacar que los resultados expuestos sefialan que la
hipotesis inicial planteada, que indicaba que las vias implicadas en la serian JNK y/o
p38, es valida, pero también se agregaria a esta sefializacién ERK y la quinasa ALK5

como claves para que TGF-B1 mediase la expresiéon de B1R en fibroblastos cardiacos.

| TGF-B1 I

Liberacion de:
IL-1B
TNF-a
|

Activacion de:
NF-kB
AP1

Expresion de B1R

Figura 15. Esquema representativo de la expresion de B1R debida a la activacion de sus
factores transcripcionales. TGF-B1 podria, a través de su cascada transduccional, activar
directamente a los factores de B1R o podria, indirectamente, activar o liberar citoquinas, siendo
éstas las que activarian a los factores como NF-kB o AP1.
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En las enfermedades cardiovasculares, los fibroblastos juegan un rol central y dinamico
durante los procesos de remodelado cardiaco, debido a sus capacidades para migrar y
la proliferar en el sitio del dafio tisular, y por producir cambios en la extensién y
composicion de la MEC [66]. Las células in vivo forman contactos con sus vecinos y
con la MEC, para asi formar tejidos y 6rganos, y son estas interacciones de adhesién

celular con la MEC cruciales para el desarrollo de diversos procesos celulares [67].

La adhesién de anclaje de los fibroblastos a una superficie, que soportara su
crecimiento, estd acompafada por el desarrollo de un organizado citoesqueleto, que
presenta componentes individuales, como microtubulos, estructuras de actina, entre
otras, que difieren en su composicion y/o forma geométrica. Ademas, de que la
adhesion de algunos fibroblastos estaria confinada a zonas especializadas
denominadas adhesiones focales, que al parecer estarian siempre asociadas al
término de una fibra de estrés [68].

Nuestros resultados mostraron que las cininas BK y DAKD no tienen participacion
sobre este proceso de adhesion de fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Asi
mismo, BK tampoco tendria la capacidad de revertir el efecto de angiotensina Il sobre
la adhesién. Estos hallazgos revelan que las cininas no tienen una funcidn
determinante en el comportamiento celular de adhesién, y que sus roles en estos
fenotipos celulares cardiacos, serian distintos a los que se plantearon inicialmente en la
hipétesis. Por otro lado, existen antecedentes que mostrarian que los miofibroblastos, a
diferencia de los fibroblastos, presentarian una mayor capacidad de adhesién, debido
al desarrollo de estructuras que le ayudan a mantener conexiones de tipo matriz-célula.
Dentro de estas estructuras se encuentran las denominadas adhesiones focales super
maduras y el fibronexus [69]. Los datos que obtuvimos, revelan que la adhesion de los
miofibroblastos fue mayor a la de los fibroblastos en cada estimulo y control realizado,
lo que demostraria que los miofibroblastos si se adhirieron mas, en comparacion a los
fibroblastos (ver Anexo 1) Este fenédmeno de adhesién celular es seguramente
desarrollado debido a la presencia de las estructuras de adhesién que despliegan los
miofibroblastos (fibronexus in vivo, y adhesiones focales supermaduras in vitro) [70],
por lo que el aumento en la adhesién de los miofibroblastos con respecto a los
fibroblastos, seria una resultante de la activacion de aquellos y este aumento en la
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capacidad de adhesion tendria como funcion el poder permitirle a la célula fijarse en un
lugar y posteriormente, a través de las fibras especializadas, contraer el tejido

favoreciendo la cicatrizacion.

Asi también, es la migracion un proceso clave dentro de las funciones que ejerce un
fibroblasto. Este fendbmeno corresponde al traslado que realiza una célula desde un
lugar a otro, donde se asienta para poder ejercer una funcién especifica, y que se
desencadena a partir de estimulos o condiciones, capaces de gatillar este traslado
celular hacia una zona determinada. En respuesta a un dafio o a un infarto, los
fibroblastos cardiacos activados migran a la zona infartada y liberan MPM, que llevan a
la degradacién de la MEC dafiada. Este proceso migratorio es regulado por sustancias
presentes una vez ocurrido el dafio del miocardio, como lo son las citoquinas [14].

El agonismo de BK sobre su receptor B2R aumenté la migracion celular, promoviendo
el cierre de la herida. En cambio, el ensayo de migracién de fibroblastos incubados con
el agonista B1R, DAKD, generd un leve cierre de la herida, pero no fue de manera
estadisticamente significativa con respecto al control, por lo que DAKD no afectaria la
capacidad migratoria celular en este fenotipo celular. Estos datos obtenidos,
concuerdan con estudios presentes en la literatura con el tipo celular trofoblasto, donde
el agonismo sobre B2R con BK aument6 la migracién celular de manera significativa a
las 18 horas. Es mas, a las 24 horas se observaria que la herida se encontraria
cerrada; resultado que se corroboré con el uso HOE-140 (antagonista de B2R), donde
hubo un blogueo del efecto de BK sobre la migracion celular. Asi también, la
incubacién con el agonista B1R, LDBK, con o sin pre incubacién con su antagonista
AB1R, no tendria efecto en la capacidad migratoria celular [39]. Estos resultados se
explicarian debido a la capacidad de BK de inducir la polarizacion celular y estimular la
formacion de filopodio y otras estructuras, pasos previos a la migracion celular, en
células progenitoras endoteliales. Donde este fenébmeno esta mediado por proteinas
Cdc42 y Rac-1- provocadas por PGE,. Siendo BK un inductor de la liberacion de PGE,
inducida por la activacién de COX-2 [39]. Asi también, es importante destacar que BK
genera una activacién en las MPM, lo que llevaria a la protedlisis, parte importante de
los procesos invasivos y que la exposicion de las células a BK llevaria a oscilaciones
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de Ca®" intracelulares, mostrando ser un patrén subyacente de migraciéon de células

granulares cerebelares [71].

También, la bibliografia avala que los fenotipos altamente adhesivos, como los
miofibroblastos, pierden en parte su capacidad migratoria. Durante la diferenciaciéon a
miofibroblastos, los fibroblastos pierden su fenotipo migratorio y se vuelven sésiles.
Este cambio es promovido por la formacion de adhesiones focales largas, que brindan
fuertes uniones entre las fibras de estrés intracelulares y las proteinas de la MEC como
colageno y fibronectina [72]. Estos datos, coinciden los ensayos realizados: los
miofibroblastos no migrarian y las cininas tampoco participarian modificando este

proceso.

Pero a pesar de lo expuesto, la migracion es un proceso que ha sido documentado en
algunos estudios cientificos. Por ejemplo, los miofibroblastos de humano son capaces
de migrar hacia la zona de la herida al estimularlos con BK durante 48 horas [73]. Sin
duda, estos resultados se contradicen con los nuestros y puede deberse a diferencias
entre las especies. Pero a la vez, siempre existe la interrogante de si las células con
las que se trabaja en los otros estudios serian realmente miofibroblastos y no
fibroblastos. Esto toma importancia, ya que al trabajar en un corazon infartado, como lo
hace el estudio citado, no necesariamente todos los fibroblastos residentes se habrian
activado y transformado a miofibroblastos, por lo que se podria estar viendo una
migracién de fibroblastos o de protomiofibroblastos. Ademas de que la presencia de
estructuras como las adhesiones focales supermaduras, podria explicar en parte la
incapacidad de los miofibroblastos de migrar hacia la zona de la herida, debido a una

fuerte adhesién, imposibilitando el movimiento [69].

Finalmente se plantea que los resultados de los ensayos de migracién, se contradicen
con lo que se plante6 originalmente en la hipotesis y que BK podria favorecer el
proceso de migracién en los fibroblastos. Por lo que las cininas tendrian otro rol

durante el desarrollo de la enfermedad cardiaca en los fibroblastos y miofibroblastos.
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En nuestro laboratorio, ademas se han realizado experimentos adicionales con otro
ambito del proceso fibrético impulsado por los fibroblastos y miofibroblastos, que
corresponde a la sintesis de colageno |, principal componente de la MEC. Estos
experimentos han revelado que, ambas cininas serian capaces de reducir sintesis de
colageno en miofibroblastos cardiacos de rata neonata, a las 48 horas de ser
incubadas con los agonistas BK y DAKD [74]. Este fendmeno seria el principal rol que
tendrian las cininas en el comportamiento celular, que contrabalancearia el proceso

fibrético propiciado por estas células debido a angiotensina Il.

Estos resultados, tomados en conjunto, dan a pensar que, las cininas, los fibroblastos y
miofibroblastos, son un blanco farmacolégico claro para los procesos de fibrosis, en
gue se ven envueltas una gran cantidad de enfermedades cardiovasculares. Es mas, la
bibliografia ya sitta a los miofibroblastos como uno de blancos terapéuticos
ampliamente estudiados, tal como se menciond en el inicio de este trabajo. El tratar de
entender cémo reducir o controlar el proceso fibrético, desde una arista nueva, ha sido
la motivacion de este trabajo y se espera que esto contribuya al desarrollo de nuevas
terapias que, eventualmente, podrian mejorar la calidad de vida de los pacientes que
sufren de estas afecciones.

8. CONCLUSION

A partir de los resultados que se obtuvieron de este trabajo realizado, se concluye que:

* TGF-B1 aumenta la expresion de B1R, de manera significativa, a las 48 horas
de estimulo.

* TGF-B1 regula la expresion de B1R a través de las vias transduccionales MAPK
y por la quinasa ALKS5; y no por la via PI3-Akt ni a través de Smad 3.

» Las cininas no median el comportamiento de adhesion celular de fibroblastos ni
de miofibroblastos cardiacos.

* Lacinina BK induce la migracion celular solo en fibroblastos cardiacos. Mientras

gue DAKD, no media migracidn en fibroblastos ni miofibroblastos cardiacos.
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10. MATERIAL ANEXO
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Graéficos de adhesién celular de fibroblastos y miofibroblastos para cada estimulo.
Las barras de color blanco corresponden a fibroblastos y las negras a miofibroblastos.
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