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Resumen

La fibrosis cardiaca se genera por un depésito exagerado de proteinas de matriz
extracelular (MEC) producto de la activacion de los fibroblastos (FC). Estas células,
representan cerca de un 60 a 70% de las células del corazén, y en respuesta a un dafio,
son activadas por diversas citoquinas y factores de crecimiento (entre ellas, TGF-1, Ang
II, etc.), los que desencadenan en ellas un cambio estructural y funcional que las
diferencia a miofibroblastos cardiacos (MFC). Los MFC tienen como principal funcién la
de secretar proteinas de la MEC con el fin de contraer y reparar la zona dafiada en el
caso de un infarto al corazén. Asi, el MFC juega un papel crucial en la respuesta frente
a un dafio en el tejido cardiaco. A pesar de ello, es muy poco lo gue se sabe con respecto
al comportamiento de este tipo celular frente al remodelado cardiaco. Ademas, se tiene
un escaso conocimiento acerca de los receptores celulares que presenta este tipo
celular, pudiendo ser piezas claves en la regulacién de la secrecion exacerbada de MEC

y por tanto, de la generacion de fibrosis del tejido.

En la fibrosis cardiaca, adquiere gran importancia la participacién del sistema
calicreina-cinina. Se ha propuesto que la ausencia de los receptores de cininas es
deletérea a nivel del tejido cardiaco, especialmente en la respuesta frente a una injuria.
Dentro de este sistema, se encuentran bradicinina (BK) que actta sobre el receptor B2
de cininas (B2R) y lis-des-Arg-BK (DAKD) que ejercen su accién sobre el receptor B1
(B1R). En FC se ha demostrado que, BK produce liberacion de NO y de prostaglandinas,
ademas de reducir la secrecion de colageno. Sin embargo, en MFC se desconocen que
subtipos de receptores estan presentes, asi como las vias transduccionales que se

activan tras la estimulacion de ambos subtipos de receptores.

En la presente tesis y de acuerdo con el contexto, se realizaron diversos
experimentos para demostrar la existencia y funcionalidad de los receptores de cininas
tanto en FC como en MFC. Por western blot (WB) se evidencié la presencia de ambos
receptores tanto en FC como en MFC, no obstante, la expresién de B1R es mayor en
MFC que FC; mientras que B2R permanece constante. La expresion de B1R aumentd
tras el tratamiento de FC con TGF-B1, principal diferenciador a MFC. Ademas mediante

las técnicas de inmunofluorescencia y ensayos de radioligando, se determiné que en FC

13



el B1R se encuentra localizado principalmente a nivel intracelular, mientras que en MFC

se localiza marcadamente en las membranas plasmaéticas.

Por otro lado, mediante el andlisis de los movimientos de calcio intracelular, se
demostré que B2R es funcional en ambos tipos celulares, mientras que B1R es funcional
en MFC y no asi en FC. Sin embargo, en FC la preincubacién con el agonista de B1R
(DAKD), vy la posterior estimulacion (30 min) con el mismo agonista, mostro que estos
receptores son también funcionales. Mediante inmunofluorescencia se evidencié que
tras la preincubacion con el agonista existe una relocalizacion de B1R hacia las
membranas plasmaticas, dénde son capaces de generar movimientos de calcio

intracelular, demostrando que también son receptores activos.

Ademés, en MFC se demostrd que la activacion de B1R y B2R por sus
respectivos agonistas induce una reduccion en la expresion de colageno | (Col I). En FC,
la activacién de B2R induce la disminucién en los niveles de Col I, mientras que la
activacion de B1R que provoca la reduccion en la expresion de Col I, requiere de un

estimulo previo que redistribuya este receptor hacia la membrana plasmatica.

Finalmente, el uso de distintos inhibidores permitié demostrar que en MFC, tanto
la activaciéon de B1R como B2R, conducen a la disminucién en la expresiéon de Col | a
través de la activacion de una via transduccional que es compartida por ambos
receptores, y que corresponde a: PKC/PLA2/COX-2/PGI,/IPR.

En resumen, los resultados de esta tesis sostienen que en MFC la activacion de
B1R y B2R conduce a la disminucion de la expresion de Col I, lo cual se relaciona a los
efectos antifibroticos de las cininas en el progreso de patologias como la fibrosis

cardiaca.
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Summary

Cardiac fibrosis is generated by an excessive deposit of extracellular matrix
proteins (ECM) product of fibroblast (CF) activation. These cells account for about 60 to
70% of the cells in the heart. In response to injury, fibroblasts are activated by various
cytokines and growth factors (including TGF-B1, Ang Il, etc.), which trigger in them
structural and functional changes, differentiating to cardiac myofibroblasts (CMF). The
main function of CMF is to secrete ECM proteins to repair the damaged area in the case
of a heart attack. Thus CMF play a crucial role in the response to injury in the heart tissue.
However, very little is known about the behavior of this cell type versus cardiac
remodeling. Furthermore, the knowledge on the receptors present on this cell type is
scarce, and they could be key elements in the regulation of the exacerbated secretion of

MEC and therefore the generation of tissue fibrosis.

In cardiac fibrosis, the participation of the kallikrein-kinin system is very important.
It has been proposed that the absence of kinin receptors is deleterious for cardiac tissue,
especially in response to an injury. Within this system are bradykinin (BK) which acts on
the B2 kinin receptor (B2R) and lis-des-Arg-BK (DAKD) that exerts its action on the B1
receptor (B1R). In CF, it has been shown that BK induces NO release and prostaglandins
production, which reduce collagen secretion. However, in CMF it is not known which kinin
receptor subtype is present and what signal transduction pathways are activated by these

receptors.

In this thesis and in accordance with the context, various experiments were
conducted to prove the existence and functionality of kinin receptors in both CF and CMF
the presence of both receptors in both CF as MFC was observed by Western blot (WB),
however, expression of B1R in CMF was greater than in FC, while B2R remained
constant. B1IR expression increased after treatment of CF with TGF-B1, the main
differentiator to CMF. By immunofluorescence techniques and radioligand assays, it was
determined that CF B1R was located primarily intracellularly, whereas CMF was

markedly located in the plasma membranes.
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Moreover, by analyzing intracellular calcium movements, B2R was shown to be
functional in both cell types, while B1R was functional in CMF, but not in CF. However,
when CF were preincubated with the B1R agonist (DAKD) and subsequently stimulated
(30 min) with the same agonist, these receptors were also functional. By
Immunofluorescence it was shown that after preincubation with the agonist the B1R was
relocated to plasma membranes, where they were able to generate intracellular calcium

movements, showing they are active receptors.

Furthermore, it was demonstrated that BIR and B2R activation in CMF by their
respective agonists, induces a reduction in the expression of collagen | (Col I). In contrast
in CF, B2R activation induced a decrease in Col | levels, whereas a previous stimulus
that redistributes B1R receptor to the plasma membrane is required to induce a reduction

in Col | expression after B1R stimulation.

Finally, the use of various inhibitors shows that CMF allowed both B1R activation
and B2R, leading to a decrease in Col | expression through activation of a signal
transduction pathway which is shared by both receptors, and that is mediated by
PKC/PLA2/COX-2/PGI,/IPR.

In summary, the results of this study argue that B1R and B2R activation in CMF
leads to decreased expression of Col I, which is related to antifibrotic effects of kinins in

the progress of diseases such as cardiac fibrosis.
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1.

Introduccion

1.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares constituyen unas de las principales causas
de muerte tanto en Chile como en muchos paises industrializados, lo cual ha
generado un importante problema de salud publica a lo largo del tiempo. A pesar de
que desde el afio 1970 se ha reducido la mortalidad por enfermedades
cardiovasculares comparada con enfermedades como el cancer (1), segun lo
estimado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor de 16,7 millones
de personas en el mundo, mueren anualmente victimas de estas patologias. Dentro
de estas enfermedades, se incluyen los accidentes cerebrovasculares y cardiopatias
tales como la insuficiencia cardiaca, la hipertensién arterial, las enfermedades
coronarias, entre otras. Desde el punto de vista demogréfico, en los paises
desarrollados y en aquellos en vias de desarrollo, la pirdmide poblacional tiende a
aumentar en aquellos grupos de mayor edad y con ello la prevalencia de este tipo de
enfermedades (2, 3).

1.2. Remodelamiento cardiaco

Ya desde hace unos afios se ha acufiado el término remodelamiento cardiaco
para describir a aquel proceso caracterizado por cambios moleculares, celulares,
histolégicos y anatdmicos geométricos del miocardio, que se observan
secundariamente a una sobrecarga de presion, volumen o dafio miocardico (4, 5).
Esos cambios conducen a una funcion cardiaca alterada, y macroscopicamente se
observa un cambio de la forma del corazon (de elipsoide a una mas esférica),
hipertrofia cardiaca y fibrosis cardiaca. Las alteraciones producidas en el tejido
conducen finalmente a una falla del 6rgano, donde hay pérdida de la funcién
contrctil debido principalmente a la dilatacion ventricular, lo que lleva a la progresiéon

de la insuficiencia cardiaca (6).
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El proceso es complejo, pero una definicion mas detallada debiera incluir cambios

gendémicos, con subsecuentes cambios moleculares, celulares y tisulares.

Posterior a un dafio del tejido cardiaco (infarto agudo al miocardio, sobrecarga de
presion o volumen, inflamacién, cardiomiopatia idiopatica, etc.), se activan distintos
mediadores neurohormonales (Sistema Renina Angiotensina Aldosterona: SRAA,
Sistema Adrenérgico: SA, endotelina), citoquinas (TGF-B1, IL-1B), estrés oxidativo e
isquemia, etc., los cuales en forma orquestada ponen en movimiento los procesos
genéticos, moleculares y celulares que conducen al remodelamiento (figura 1) (4, 6).
Indudablemente, la causa mas comun de fibrosis cardiaca es el infarto al miocardio;
y en este sentido, el miofibroblasto en la zona dafiada, y el fibroblasto en la zona
remota son los principales elementos celulares responsables de su desarrollo.
Aunque el remodelamiento cardiaco y con ello la fibrosis ocurre por diferentes
condiciones etiologicas, las vias que conducen a remodelamiento, en términos de
cambios moleculares, bioquimicos, y mecanicos, son en general comparables (7).
Estos procesos tisulares estan regulados por un delicado balance entre sefiales
enddgenas estimuladoras (p.e. catecolaminas, angiotensina Il (Ang Il), etc.), e

inhibitorias, (p.e. cininas y 0xido nitrico).

1.3. Fibrosis cardiaca

Las cardiopatias generan cominmente cambios en la estructura cardiaca que
conlleva un remodelamiento del tejido. EI remodelamiento cardiaco puede ser de
caracter reactivo, 0 sea, que se presenta en compensacion a fenémenos patoldgicos,
como por ejemplo, la fibrosis en la zona perivascular producida por sobrecarga de
volumen; o reparativo, como el que sucede en respuesta a pérdida de células
parenquiméticas (cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos) por muerte celular,

reparando el tejido cardiaco destruido (8).
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Figura 1. Esquema general de la progresiéon del dafio cardiaco. Diferentes patologias
(hipertensién y el infarto al miocardio), pueden conducir al deterioro del tejido cardiaco,
donde numerosas citoquinas y factores de crecimiento estan implicados en el proceso que
conduce a alteraciones en la morfologia del corazon (hipertrofia y fibrosis).

La figura 1 describe los cambios estructurales producidos en el tejido cardiaco
frente a una condicion patolégica. Esta condicién conduce a una funcién cardiaca
alterada, generando hipertrofia y fibrosis, las que finalmente generan insuficiencia
cardiaca (6). La fibrosis cardiaca se produce por la expresiéon de diferentes
mediadores tales como moléculas de adhesién intercelulares (ICAM-1), proteina
quimioatrayente de macrofagos (MCP-1), endotelina-1 (ET-1), el factor de
crecimiento transformante 1 (TGF-B1), Ang I, etc. Estos componentes participan

en el desarrollo del proceso fibrotico.
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1.4. Principales tipos celulares involucrados en el desarrollo de fibrosis

cardiaca

1.4.1. Fibroblastos cardiacos

La funcion cardiaca normal del corazén de mamiferos es regulada por la
interaccion y coordinacion dinamica de los cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos
(FC), que en su conjunto, constituyen el 90% de las células del miocardio. Los FC,
gue representan el 60-70% de las células en el corazén humano, son los que
permiten la secrecién de las proteinas de matriz extracelular (MEC) con el fin de
regular la estructura del corazén, ademas actllan como células centinelas capaces
de sensar y transmitir sefiales quimicas, mecanicas y eléctricas entre los

componentes celulares y no celulares (9).

En condiciones fisioldgicas, los FC secretan proteinas de la MEC que dan soporte
a los cardiomiocitos, previenen su deslizamiento, y asi el corazén puede cumplir su
funcién normal. En condiciones patoldgicas, como por ejemplo, un infarto al
miocardio, los FC son activados y participan como células claves en el proceso de
cicatrizacién de la herida producida por el fenébmeno patolégico (10). Esta activacion
se lleva a cabo por la produccion de diversas citoquinas y factores de crecimiento,
gue pueden actuar en forma paracrina o autocrina, facilitando la accion de los

fibroblastos en la reparacion de la herida cardiaca.

Se ha demostrado que los FC aislados de un corazén con una insuficiencia
cardiaca transforman su fenotipo celular a uno mas activo llamado miofibroblasto
cardiaco (MFC) (11).

1.4.2. Miofibroblastos cardiacos

Morfol6gicamente, los MFC se caracterizan por la presencia de un aparato
contractil que contiene haces de microfilamentos de actina asociados con proteinas
contractiles tales como miosina no muscular. Los haces de microfilamentos terminan

uniéndose en la superficie del miofibroblasto a los fibronexus —un complejo de
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adhesion altamente especializado- que se asocian a integrinas para ligar la actina
intracelular con las fibras de la matriz extracelular, formando asi un sistema de
mecano-transduccion celular (12). Se han postulado distintas fuentes precursoras de
MFC, como lo son las células endoteliales, epiteliales, musculares, fibrocitos y FC
residentes (13, 14). En general, frente a un proceso adaptativo por causa de una
agresion al tejido cardiaco, el FC se diferencia expresando la a-actina del masculo
liso (a-SMA), adquiriendo asi el fenotipo secretor de MFC, un estado que se
correlaciona con el incremento de la secrecidn de moléculas profibréticas tales como
colageno y fibronectina (15). En una primera instancia, debido a la tensién mecanica,
el FC se transdiferencia a un fenotipo intermedio el cual es llamado
protomiofibroblasto, teniendo como caracteristica la ausencia de la formacion de los
microfilamentos por falta de a-SMA y de fibronexus de menor tamafio o inmaduros
(16). Por otro lado, este tipo celular se transforma en MFC mediante la accion de la

tensidon mecdnica, fibronectina celular segmento ED-A y TGF-B1.

Ademas de secretar grandes niveles de proteinas de la MEC, los MFC liberan
citoquinas, factores de crecimiento, como Ang Il, TGF-1, IGF-1, PDGF e IL-4 y en
forma adicional, incrementan el nimero de receptores para estos mismos, que

finalmente son los mediadores de la diferenciaciéon (17).

A nivel cardiaco, los MFC estan presentes en las valvulas cardiacas y en la
formacion de la cicatriz post-dafio cardiaco, especificamente posterior a un infarto al
miocardio, habiendo sido demostrado que este tipo celular esta presente en mayor
proporcion en el sitio del dafio (18). Este tipo celular ademas presenta una alta
actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y un elevado nimero de
receptores AT1 de Ang Il, y de TGF-B1 (19). Estos antecedentes sugieren que el
SRAA cardiaco regula en forma local el proceso de cicatrizacion a través de la
liberacion de estos factores, aumentando la secrecion y deposito de proteinas de la
MEC.

En condiciones experimentales in vitro y sin ningun estimulo de por medio, se ha
visto que en cultivo de FC, cerca del 14 % corresponden a MFC (20). Por otro lado,

otros investigadores han observado que transcurridos 14 dias, el cultivo de FC

21



presenta alrededor de 50% de MFC. Esto se podria explicar por el efecto combinado
de diferentes tipos de sueros utilizados, ademés de la secrecion y efecto autocrino
de TGF-B1. De acuerdo a esta investigacion, ademas la transformacion de FC a MFC
estaria siendo producida también por el estrés mecanico durante ese periodo de
tiempo y la secrecion de fibronectina ED-A (21). Por otro lado, se ha demostrado
ampliamente que TGF-B1 induce la diferenciacion de fibroblasto a miofibroblasto,
aumentando la secrecion de proteinas de MEC. Ademas, se ha descrito in vitro que
el tratamiento con este factor de crecimiento no produce pérdida en la viabilidad
celular de MFC, sugiriendo que TGF-B1 ejerceria un papel citoprotector (20). Por otro
lado, existen antecedentes en cultivo de fibroblastos de corazén de rata adulta, que
la transdiferenciacion de FC a MFC in vitro depende principalmente del pasaje de
cultivo celular, donde pasajes elevados determinan un mayor porcentaje de MFC. De
acuerdo a esta investigacion, el principal agente involucrado es la fibronectina ED-A
(22).

Como se puede observar, los MFC juegan un papel crucial en lo que corresponde
a la generacién de una respuesta frente a un dafio en el tejido cardiaco. A pesar de
ello, es muy poco lo que se sabe con respecto al comportamiento de este tipo celular
frente al remodelado cardiaco. Ademas, se tiene un escaso conocimiento acerca de
los receptores celulares que presenta este tipo celular, pudiendo ser piezas claves
en la regulacién de la secrecion exacerbada de MEC y por tanto, de la generacion

de fibrosis del tejido.

1.5. Fibroblastos y miofibroblastos cardiacos: Participacién en la secrecién de

proteinas de la MEC en el desarrollo de fibrosis cardiaca

Independiente del tipo de tejido, fibroblastos y miofibroblastos estan activamente
involucrados en el proceso dinamico de cicatrizacion. Se ha descrito que FC y MFC
tienen una serie de funciones, pudiendo migrar a la herida, proliferar, sintetizar
componentes de MEC, formar el tejido de granulacion, secretar componentes
inflamatorios, degradar MEC y generar fuerzas mecénicas en la herida para

comenzar con su contraccién (ver Figura 2) (9, 23).
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En general, la contraccién de la herida puede ser benéfica para la reparacion de
la misma, por la reduccién del tamafio y de la formacion de una cicatriz reparativa
mecéanicamente fuerte. A pesar de ello, en ciertas circunstancias la presencia y la
actividad excesiva de fibroblastos y miofibroblastos, puede conducir a una mala
reparacion de la herida, generando fibrosis y una contraccién defectuosa de la
cicatriz (24). Es por eso que es importante conocer los mecanismos moleculares
involucrados (cambios en el niumero y tipo de receptores, cambios en la secrecion
de MEC, etc.) que ocurren en FC y MFC que conducen al desarrollo de la fibrosis

cardiaca.

Secrecion de
citoquinasy
factores

[ Secrecion MEC ]

!

Figura 2. Funciones celulares de fibroblastos cardiacos. FC estan involucrados en una
serie de eventos celulares donde pueden proliferar, migrar, diferenciarse a MFC, degradar y
sintetizar MEC, ademas de secretar citoquinas y factores de crecimiento. (Esquema
modificado de Porter y cols. (9)).
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1.6. Sistema cinina-calicreina en el desarrollo de fibrosis cardiaca.

1.6.1. Sistema Cinina-calicreina.

Las cininas son polipéptidos farmacolégicamente activos, liberados en los tejidos
y fluidos corporales como resultado de la accién enzimética de calicreinas sobre
cinindgenos (25). Estos componentes pertenecen al sistema calicreina-cinina, y han
sido identificados en el tejido cardiaco al igual que los receptores de cininas, B1y B2
(26). Este sistema es adicional al SRAA, presentando una interaccion directa y
contraria, lo cual hace que las cininas adquieran un importante rol en la patogénesis
de la enfermedad cardiovascular (27). Las cininas de relevancia son: la bradicinina
endogena (BK) y la Lis-bradicinina (Lis-BK), también llamada calidina (KD) (28) que
actian sobre el receptor B2 (B2R); mientras que des-Arg-BK (DABK) y des-Arg-
LiskD (DAKD), actian como agonistas del receptor B1 (B1R) (29). En la figura 3, se

muestra un esquema de la sintesis de cininas y su accién en los distintos receptores.

Las cininas BK y KD son sustrato de la ECA, la cual remueve el carboxilo terminal
de ambas moléculas, generando fragmentos inactivos. La mayoria de los efectos
biolégicos de la cininas se concentran en producir vasodilataciébn, aumentar la
permeabilidad vascular, inducir inflamacién y contribuir en la reparacion del tejido,
producido mayoritariamente a través de la activacion de B2R, el que es expresado
de manera constitutiva en una serie de tipos celulares (30). Por otro lado, B1IR en la

mayoria de los tejidos es de caracter inducible (29).

24



J

Cininégeno
l Calicreina
8 EHeENENEEIEENEI o) DOCLOROSCLL, ,—_’E
j"‘: Calidina (KD) \_—/ Bradicinina (BK) %-
o o
| - | ]
) Aminopeptidasa e
o B2R B2R -
2
:
? DOROPCOOL, EEIENDEINEIEIEm 8
des-Argl0-Calidina (DAKD) des-Arg9-Bradicinina (DAB K)

B1R Aoy /

Figura 3. Sistema calicreina-cinina. El cininégeno a través de la enzima calicreina se
transforma en péptidos vasoactivos como la calidina y la bradicinina que actdan en los
receptores B2 de cininas. La calidina a través de aminoeptidasas genera bradicinina. Por la
accion de argininas carboxipeptidasas, estos péptidos pierden su arginina en posicién 10
(DAKD) y 9 (DABK), haciéndolos selectivos sobre receptores B1 de cininas.

1.6.2. Participacién del sistema calicreina-cinina en el desarrollo de

fibrosis.

Existen antecedentes en la literatura que muestran evidencias de la participacion
del sistema calicreina-cinina en la regulaciéon de la expresion y secrecién de MEC.
Se ha descrito, en ensayos in vitro, que en fibroblastos de pulmén la accién de BK
sobre su receptor desarrolla la transdiferenciacién a miofibroblasto contribuyendo al
aumento de la sintesis y liberacion de colageno tipo | (Col I), principal proteina de la
MEC (31). Ademas, se ha estudiado en un modelo de nefropatia obstructiva que el
bloqueo de B1R disminuye la inflamacion y la fibrosis del tejido, evidenciando la
participacion de este receptor en procesos fibroticos (32). En forma adicional, se ha
estudiado que en ratas deficientes en B1R, disminuye la expresion de agentes
profibroticos como TGF-B1 e IL-6, previniendo la fibrosis renal (33). Sin embargo,

también existen antecedentes que en un modelo de hipertension, B1R estaria
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sobreexpresado en el tejido renal, teniendo un importante rol antifibrético debido a la
liberacion de 6xido nitrico y a la supresion de la liberacion de TGF-B1(34). Por otro
lado, se ha estudiado en un modelo crénico de dafio al higado, que BK produce una
disminucion del dafio hepatocelular como también provoca una reduccion de MEC y
de agentes profibréticos como el TGF-B1 (35).

De acuerdo a estos antecedentes, existe controversia sobre los efectos de las
cininas en procesos fibréticos, observandose que podrian ser tanto profibréticas
como antifibréticas y que su efecto seria tejido especifico.

1.6.3. Participacién del sistema calicreina-cinina en el desarrollo de

fibrosis cardiaca.

Se ha descrito que la expresion de tanto de B1IR como B2R esta incrementada
después de una isquemia miocardica (36). Ademas, en un estudio relacionado con
la edad, se demostré que en ratas jovenes BK a través de B2R tuvo un efecto
cardioprotector mientras que los niveles de B1R solo eran inducidos por dafio del
tejido. A medida que las ratas envejecian, disminuian los niveles de B2R, dejandolas
vulnerables a dafios isquémicos, aumentando de esta forma los niveles de B1R, con
una funcién compensatoria en la cardioproteccién (37). En forma adicional a estos
antecedentes, se ha establecido que la sefializacién activada a través de B2R tendria
un efecto cardioprotector disminuyendo la dilatacion ventricular, reduciendo la
muerte por apoptosis de los cardiomiocitos y atenuando la disfuncion cardiaca. Por
otro lado, en animales knock out (KO) para el receptor B1R, se ha establecido que
la presencia de ese receptor no tendria efecto cardioprotector. Sin embargo, se ha
estudiado que B1R si tendria efectos protectores del tejido, especialmente cuando
se ha evaluado el efecto de inhibidores de la ECA (iECA) y de antagonistas de los
receptores AT1 (AAT1) de Ang Il (38). Existen varios reportes de los efectos
cardioprotectores de las cininas, dados principalmente por el uso de los iECA (39,
40). Se ha establecido en ratas KO para ambos receptores de cininas que éstos
influyen en el remodelamiento post-infarto tras el tratamiento con IECA,
estableciéndose que el B2R tendria un efecto positivo a nivel agudo mientras el B1IR

los tendria a nivel crénico (41). Adicionalmente, se ha demostrado que el tratamiento
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crénico con farmacos iECA, incrementa los niveles circulantes de cininas cardiacas,
a pesar de no mantener una sostenida inhibicién de los niveles de Ang Il, sugiriendo
gue los efectos benéficos de los IECA pueden estar mediados por las cininas. Estos
efectos han sido corroborados por estudios en ratones KO para B2R, donde se
evidencio hipertrofia cardiaca, déficit microvascular e insuficiencia cardiaca asociado
con fibrosis (42). Por otro lado, en pacientes hipertensos, la coadministracién de un
antagonista selectivo de B2R (icatibant), disminuye significativamente el efecto
hipotensor del captopril (IECA) (43).

En su conjunto, estos antecedentes muestran que la ausencia de los receptores
de cininas es deletérea a nivel del tejido cardiaco, especialmente en la respuesta
frente a un dafio. Esto sugiere que el sistema calicreina-cinina podria tener un efecto

protector previniendo o contrarrestando el desarrollo de fibrosis cardiaca.

1.7. Sefalizacién intracelular de los receptores de cininas

Esta descrito que los receptores de cininas estdn acoplados a proteina G
(GPCR), las cuales median los efectos celulares de estos péptidos (44). El tipo
celular mas estudiado ha sido el endotelial, en el cual se ha descrito que los
receptores de cininas estan acoplados a proteinas Gq y Gi, cuya activacion lleva a
la liberacién de 6xido nitrico y a la produccién de prostaglandinas como prostaciclina
(PGIy), lo cual desencadena la respuesta de relajacion del muasculo liso, a través de
la accion de estas moléculas (45). En la figura 4, se puede observar la via de
transduccioén de sefiales de B1R y B2R, donde se puede notar que ambos receptores
comparten la misma via transduccional. Uno de los principales segundos mensajeros
intracelulares es el calcio (Ca*?), el cual media la activacion de la enzima oxido nitrico
sintasa endotelial (eNOS), que lleva finalmente a la produccion de NO en este tipo
celular. Ademas, a través de la activacion de la proteina fosfolipasa A2 (PLA2) por
medio de sefales de calcio, se puede liberar 4cido araquidonico (AA) desde los
fosfolipidos de membrana activando la produccion de prostaglandinas (44). En forma
adicional, se ha descrito que la activacion del B2R promueve, en forma transitoria, la

fosforilacion en tirosina de las proteinas MAP-kinasa (MAPK), PLC y Hsp 90. Lo
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anterior tiene una relacion directa con la eNOS y O6xido nitrico sintasa neuronal
(nNOS) permitiendo la fosforilacion de la NOS, lo que conduce a la produccién de
NO. Incluso, la activacion del B2R permite que tirosinas kinasas de la familia de JAK
fosforilen a las proteinas STAT las cuales directamente regulan la transcripcion de
genes especificos (45).

A pesar de que ambos receptores comparten las vias transduccionales, los
patrones de sefializacion son diferentes. En las células de la musculatura lisa
vascular, la estimulacion del B2R trae un incremento transitorio del calcio intracelular
con una baja participacién de calcio extracelular, mientras que la estimulacién de
B1R evidencia un aumento sostenido y significativo del calcio intracelular con una
fuerte dependencia de calcio extracelular (46). Estos diferentes patrones de
sefalizacién son probablemente influenciados por las caracteristicas de ambos
receptores en cuanto a la des-sensibilizacion e internalizacion que ellos puedan sufrir
(44). Ademas, el B1R se asocia principalmente con la activacion de PLC y con la via

de fosfoinositol, aun cuando también puede activar las vias de PLA2 y MAPK (29).
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Figura 4. Via de sefializacion de B1R y B2R descrita en células endoteliales. Activacion de
receptores de cininas con sefializacion intracelular a través de PLC, PKC, Ca*?, PLA2, eNOS
Prostaglandinas (PGs) y NO (Esquema modificado de Moreau et al. (45))

1.8. Receptores de cininas en miofibroblastos cardiacos

En muchos tipos celulares se ha descrito la expresion de manera constitutiva del
receptor B2 de cininas (células endoteliales, fibroblastos pulmonares, y diferentes
lineas de fibroblastos) (44, 47, 48), cuya expresion es modulada por citoquinas y
factores de crecimiento. Se ha demostrado en modelo de artritis que la accion de
citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a) e IL-18 desencadenan
una sobreexpresion tanto de B2R como de B1R (49). En relaciéon a B1R, se ha
establecido en la mayoria de los tipos celulares, como un receptor de caracter
inducible, expresandose mayoritariamente en condiciones patolégicas, y también en

respuesta a citoquinas y factores de crecimiento, producto de isquemia, y en
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enfermedad ateromatosa (48, 50, 51). IL-1B es una de las citoquinas, que ha
demostrado ser capaz de inducir B1R en arterias umbilicales humanas (52). Por otro
lado, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en células de fibroblasto de pulmén
(HEL 299), aumenta la expresion tanto del B2R como del B1R (48). En células
pulmonares, se ha caracterizado que frente a infecciones bacterianas aumenta la
expresion del B1R mediada principalmente por activacion de NFkB (53). Ademas, se
ha descrito en células vasculares, que Ang Il y ET-.1 aumentan el B1R a través de
la participacion de vias activadas del estrés oxidativo (54). En forma adicional,
existen antecedentes en modelos de dafio pulmonar agudo por LPS, que el B1R
seria inducido, participando del proceso inflamatorio del tejido (55). Por otro lado, en
linea celular de fibroblastos de pulmdén se ha descrito que el B2R una vez activado
por su agonista, sufre des-sensibilizacién e internalizacion. Esta activacion ha
demostrado ser condicional para inducir la expresion de B1R (56). En forma
adicional, se ha estudiado a través de ensayos de unién de ligando, en linea celular
de ovario de hamster chino (CHO), que B1R no se desensibiliza ni se internaliza
producto de su activacion con sus ligandos especificos en comparacion a la
activacion de B2R (57, 58). Por otro lado, la accién y el efecto de las cininas sobre
ambos receptores dependera exclusivamente del tipo celular que se esté estudiando,
asi, se ha visto que en células de la musculatura vascular y en fibroblastos
pulmonares, las cininas producen aumento de la produccién de MEC (31, 59),
mientras que en otros tejidos como el renal (60) o el cardiaco (61, 62), producen el

efecto contrario.

En el tejido cardiaco se ha descrito la presencia de ambos receptores de cininas.
B2R ha sido caracterizado tanto en cardiomiocitos como en FC de ratas neonatas y
adultas (63). Se ha demostrado que en FC, BK produce liberacion de NO (64) y de
prostaglandinas (65), ademas de reducir la secrecion de colageno (61, 66). En forma
adicional, en modelos de isquemia, la accién de BK sobre B2R, presente en MFC,
mejora el efecto de sobrevida post-isquemia (67). Por otro lado, la via transduccional
activada por las cininas en FC, es similar a la descrita en la figura 3. En este tipo
celular se ha descrito que la activacion por BK del receptor acoplado a proteina Gaq,

induce un aumento en IP3 que consecutivamente produce un aumento transitorio en
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la concentracién de calcio intracelular (68). Estos antecedentes permiten establecer
la presencia de B2R en FC y la importancia que adquiere en el remodelamiento
cardiaco y por consiguiente, en la fibrosis.

En comparacion al B2R, el B1R ha sido estudiado en menor grado en el tejido
cardiaco. Se ha descrito en FC, que el BIR compensaria el efecto antiproliferativo
producido por el B2R (69). Ademas, se ha establecido la presencia del B1R en
cardiomiocitos y células endoteliales cardiacas (70). Por otro lado, se ha descrito un
aumento transitorio de calcio intracelular por influjo desde el medio extracelular en
linea celular de miofibroblastos de pulmén, a diferencia del aumento transitorio
producido por BK al activar el B2R, el cual proviene de compartimentos intracelulares
(72).

Hasta la realizacion de este trabajo de tesis, la presencia, via de sefializacién y
funcién del B1R en MFC era practicamente desconocida.

1.9. Efectos de las cininas sobre la secreciéon de proteinas de la MEC en

miofibroblastos cardiacos.

Como se describié anteriormente, la activacion del B2R en FC por BK, modula
negativamente la secreciéon y expresion de colageno, efecto que esta mediado por la
liberacion de NO y PGl (61, 66). Sin embargo, en MFC no se ha evaluado el efecto

gue tendrian las cininas en la reduccién de proteinas componentes de la MEC.

De acuerdo a lo descrito con anterioridad, los efectos de las cininas a nivel de la
produccion de MEC principalmente miofibroblastos cardiacos resultan desconocidos.

Lo anterior nos ha llevado a plantear la siguiente hipotesis.
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2. Hipotesis del trabajo
“La activacion del receptor B1 de cininas en miofibroblastos cardiacos de ratas
neonatas disminuye la expresion de colageno | a través de la via de sefializacién
intracelular que involucra PKC, PLA2, COX-2, PGl. e IPR”.

3. Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: Caracterizar farmacolégicamente los receptores B1 y B2

de cininas en miofibroblastos cardiacos de ratas neonatas.
Objetivo especifico 2: Determinar los componentes de las vias de sefializacion

intracelular activadas por DAKD al interactuar con el B1R y su efecto en la expresion

de colageno 1.
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4. Materiales y métodos

4.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EEUU): inhibidor de PKC (G0O6983), inhibidor de PLC (U73122) azul de tripan,
NP-40, tincion de nacleo HOECHST, los anticuerpos contra la proteina a-SMA,
GAPDH vy B-tubulina. De Gibco BRL (Carlsbad, California EEUU) se adquirieron la
tripsina-EDTA, los estandares de pesos moleculares de proteinas pre-tefiidas y el
suero fetal de bovino (FBS). El material plastico estéril para la obtencion y cultivo de
fibroblastos y miofibroblastos cardiacos se adquirieron en Merck (Darmstadt,
Alemania.). Todos los compuestos organicos e inorganicos fueron obtenidos desde
Winkler Ltda. El reactivo quimioluminiscente para western blot (Western Lightning) y
[*H][Leu9]des-Arg10-[3,4-propil-3,4H(N)]calidina fueron adquiridos en PerKinElmer
Life Sciences, Inc. (Boston, MA, EEUU). Los anticuerpos secundarios anti-IgG raton
y anti-lgG conejo conjugados a peroxidasa se obtuvieron en Calbiochem (La jolla,
CA, EEUU). El anticuerpo contra Lamin A/C fue adquirido en Cell Signaling
Technology (Boston, MA, EEUU). El Accutase®, el TGF-1 y anticuerpo contra pro-
colageno se adquirieron en Chemicon (Tamecula, USA). El anticuerpo contra TFIIB
se obtuvo desde Santa Cruz Biotechnology Inc. Anticuerpos fluorescentes ALEXA
488 raton y conejo, y la sonda Fluo4-AM fueron adquiridos de Life techonology
(Carlsbad, CA, USA). El medio de montaje para fluorescencia DAKO se obtuvo de
DAKO Corporation (CA, EEUU). Anticuerpo contra B1R fue adquirido de Enzo Life
Science (USA). El antagonista del receptor IP (RO1138452), inhibidor de PLA2
(MAFP), kit 6-ceto protaglandina Fiq EIA y kit Prostaglandina E, EIA fueron
adquiridos de Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI). Inhibidores de proteasas
y fosfatasas adquiridos de Roche, (Switzerland). Los agonistas BK y DAKD a
AnaSpec EGT Group (San José, CA, EEUU).
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4.2. Modelo Animal

Se utilizaron ratas neonatas Sprague-Dawley (2 a 3 dias de edad), provenientes
del Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile. Todos los estudios se realizaron siguiendo las guias aprobadas por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile.

4.2.1. Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiacos ventriculares de
ratas neonatas y diferenciacion a miofibroblastos.

Se utiliz6 el procedimiento descrito por Diaz-Araya et al (72). Las ratas se
decapitaron e inmediatamente se les removié el corazén bajo condiciones de
asepsia. Se separaron las auriculas de los ventriculos, y éstos Ultimos se
trituraron para posteriormente someterlos a sucesivas digestiones con
pancreatina y colagenasa Il. El producto de las digestiones, se pre-plaqued por
2 h a 37° C en medio de cultivo conteniendo 5 % FBS y 10 % FCS en placas
plasticas de cultivo. Por adhesion diferencial al plastico se separaron fibroblastos
de cardiomiocitos. Luego de las 2 h, se cambi6 el medio por DMEM-F12 + 10 %
FBS, los fibroblastos se dejaron proliferar hasta confluencia y los cambios de
pasaje se realizaron mediante tripsinizacion (hasta pasaje 2 como maximo). Para
la obtencién de MFC in vitro se utilizaron fibroblastos en pasaje 2, los cuales se
estimularon con TGF-1 5 ng/ml (20) en medio DMEM-F12 carente de suero
durante 96 hrs. Transcurrido el tiempo, las células se mantuvieron en medio

DMEM-F12 antes de ser sometidas a las distintas condiciones de estudio.

4.3. Ensayo de desplazamiento y union de radioligando.

Para determinar la presencia del BIR en FC y MFC de rata neonata se
realizaron ensayos de union de radioligando utilizando para ello el antagonista
especifico de B1R [*H][Leu9]des-Arg10-[3,4-propil-3,4H(N)]calidina ([*H]-Antg B1R).

Por otro lado, se aislaron membranas plasméticas de FC y MFC mediante el lisado
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de estas células con buffer de lisis (1 mM Tris-HCI pH 7.5 y 2 mM EGTA),
sometiéndose a diferentes centrifugaciones. En un inicio, se centrifugd dos veces a
15000 rpm por 15 minutos a 4°C, donde el pellet fue resuspendido para ser
centrifugado en una ultracentrifuga a 38500 rpm (100000g). Las membranas
plasmaticas se resuspendieron en buffer SET (Sacarosa 0,25, EDTA 1mM, Tris-HCI
5mM). El ensayo de desplazamiento se realizé con DAKD 10uM, agonista selectivo
de la union total de [*H]-Antg B1R (10 nM). Por otro lado, para determinar Bmax
(numero de receptores) y Kd (afinidad) se realizaron curvas de desplazamiento
utilizando distintas concentraciones de DAKD. Las muestras se incubaron a 37°C por
30 minutos y luego se filtraron al vacio sobre filtros Whatman GF/C. Para detener la
reaccion, cada muestra se diluy6 con 10 volimenes de tampén Tris-HCI/MgCl.. El
[*H]-Antg B1R unido a las membranas celulares quedd retenido en el filtro, el cual se
coloco en un vial donde se le adicionaron 0,5 mL de agua destilada y 4 mL de mezcla
de centelleo. Finalmente se midio la radioactividad de las muestras en un contador

de centelleo 24 h después de terminado el ensayo.

4.4. Determinacion de movimientos de calcio intracelulares

Los FC y MFC se cultivaron en cubreobjetos. En estas condiciones, se
cargaron con una sonda sensible a calcio, Fluo-4/AM, durante 30 minutos a 37°C.
Durante este periodo, en algunos experimentos se incub6 con agonista de B1R y
antagonistas especificos de B1R y B2R. Las células se lavaron con una solucién con
calcio, Krebs (NaCl 145 mM, KCI 5mM, CaCl; 2,6 mM, MgCl, 1 mM, Hepes-Na 10
mM, glucosa 5,6 mM, pH 7.4) para sacar el exceso de sonda. Posteriormente, las
células se conservaron en esta solucion y se estimularon con los agonistas de los
receptores de cininas, BK y DAKD. A través de microscopia confocal se observaron

cambios en la fluorescencia de la sonda debido a movilizacién de calcio intracelular.
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4.5. Extraccion de nucleos celulares

Se prepar6 un buffer comun para la extraccién de nucleos celulares el cual
estaba constituido por EDTA 1uM, EGTA 1uM, DTT 1mM, inhibidores de proteasas.
Para el buffer A, a esta solucion se adicion6 ademéas KCI 10mM, HEPES 1mM. Por
otro lado, para el buffer C, se adicion6 HEPES 1mM y NaCl 400mM. Los FC y MFC
se lisaron con buffer A en hielo. Se afiadi6 NP-40 10%, detergente que mantiene la
integridad de nudcleos celulares. Los lisados se centrifugaron a 13000 rpm por 1 min,
recuperando posteriormente el sobrenadante (resto del contenido celular). El pellet
se lavo con buffer A y centrifugd descartando el sobrenadante. Se afiadio
posteriormente buffer C, agitando el contenido durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras centrifugar por 5 min a 13000 rpm a 4°C, se obtuvo el sobrenadante

que correspondia al extracto nuclear.

4.6. Preparacion de extractos de proteinas totales

Se prepararon extractos de proteinas totales para evaluar los niveles de B1R,
B2R, Col I, TFIIB, Lamin A/C, a-SMA, GAPDH y B-tubulina en respuesta a los
diferentes tratamientos experimentales. Las células se sembraron en placas de 60
mm a una densidad de 3 x10° o0 2 x10° células/pocillo segin fueran FC o MFC. Una
vez estimuladas, las células se lavaron tres veces con PBS frio y luego se lisaron
con 60 uL de buffer de lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,2; EDTA 5 mM; NaCl 150
mM; Tritdn X-100 1%(v/v); SDS 0,1% (v/v); deoxicolato 1%; inhibidores de proteasas
y fosfatasas). El homogenizado se sonico por 5 minutos y luego se centrifugd a 15000
rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante o extracto de proteinas se recupero
en un tubo plastico y se determiné la concentracion de proteinas por el método de
Lowry. Las proteinas se denaturaron en buffer de carga 4X (glicerol 20%, B-
mercaptoetanol 20%, SDS 5%, 125 mM Tris y 0,1% azul de bromofenol, pH 6,8),

para ser almacenadas a —20°C.
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4.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacion y resolucion de las proteinas de acuerdo a su masa se realizé
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida preparados a partir de una
solucion 29,2:0,8 de acrilamida: bisacrilamida. Los geles se cargaron con 30-50 ug
de extracto proteico. Los geles concentradores y separadores fueron de 5% y 6-10%,
respectivamente. La electroforesis se realiz6 a voltaje constante de 100 V en tampo6n

de electroforesis.

4.8. Electrotransferencia

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel
de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um de poro. Para los geles
de Col |, la electrotransferencia se realizé durante 180 min a una corriente constante
de 400 mA. El resto de las transferencias se realiz6 durante 90 a 120 min a una
corriente constante de 350 mA en tampén de transferencia.

4.9. Western blot

Una vez transferidas las proteinas a las membranas, estas se bloquearon
durante 1 h a temperatura ambiente con leche descremada al 5% y posteriormente,
se incubaron con los anticuerpos primarios toda la noche a 4°C y agitacién suave,

las diluciones de los anticuerpos se presentan en la tabla 1.

Posterior a la incubacion, las membranas se lavaron durante 30 min en TBS
1X que contenia Tween-20 al 0,1% e incubadas durante 2 h a temperatura ambiente
con el segundo anticuerpo anti-lgG de conejo o ratén conjugado con peroxidasa

segun correspondiera, en tampén de bloqueo TBS 1X/Tween-20 al 0,1%.
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Anticuerpo Dilucion

B1R 1:1000

B2R 1:1000

TFIIB 1:1000

Lamin A/C 1:1000
a-SMA 1:10000

B- tubulina 1:10000

Col | 1:1000
Secundario anti-conejo 1:10000
Secundario anti-raton 1:5000

Tabla 1. Anticuerpos

Las membranas, previamente lavandas, se incubaron 1 min con el reactivo
“Western Lightning” con el fin de detectar las proteinas y se expusieron a la pelicula
de fotografia Kodak-Biomax. Las peliculas se digitalizaron y las imagenes se
procesaron con ayuda de los programas computacionales Image-J y Photoshop 7.0.

4.10. Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia se utilizé para visualizar localizacién de
B1R. Para ello, FC y MFC se sembraron a una densidad de 1x10° y 0,8x10°
células/pocillo, respectivamente, sobre cubreobjetos de vidrio. Un grupo de células
se estimulé con DAKD, agonista de B1R durante 30 min. Posteriormente, las células
se lavaron con PBS frio, se fijaron con paraformaldehido 4% por 20 min, se
permeabilizaron con tritén 0,1% durante 10 min y se bloquearon con BSA al 3% en
PBS durante 30 min. Transcurrido el tiempo, las células se incubaron en presencia
de una dilucién de anticuerpo contra B1R 1:100 durante toda la noche a 4°C. Luego
se incubaron por 2 h a temperatura ambiente y protegidas de la luz, con un anticuerpo
secundario ALEXA 488 anti-conejo en una dilucion 1:300 y en algunos experimentos
con marcador de nucleo, HOECHST 1:600. Finalmente, las células se montaron

sobre DAKO en portaobjetos, para retardar el decaimiento de la fluorescencia y se
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observaron mediante microscopia confocal, en un microscopio Karl-Zeiss. El andlisis

de las imagenes se realiz6 con el sofware Image J.

4.11. Cuantificacién de los niveles de PGl. y PGE;

Los niveles de ambas prostaglandinas se determinaron mediante el kit enzima
inmunoensayo desarrollado por Cayman Chemical Company. Los MFC se incubaron
en placas de 35 mm en una confluencia de 0,8x10° y estimuladas con DAKD, BK y
LPS durante 24 h. Transcurrido el tiempo, los sobrenadantes se depositaron en tubos
plasticos y se guardaron a -80°C. Por otro lado, las células se disociaron del plastico
mediante la utilizacion de acutase® y se contaron con azul de tripan en una camara
de Neubauer. Los sobrenadantes se utilizaron para cuantificacion utilizando el kit
donde se colocaban 50 pL de cada muestra, por pocillo en duplicado. Ademas, se
adicion6 50 pL de 6-ceto PGF14 (metabolito estable de PGIl;) o PGE; AChE tracer y
50 uL de antisuero 6-ceto PGF1q 0 PGEy, y se dej6 incubando por 18 h a 4°C. Este
experimento al ser una reaccion colorimétrica, fue necesario realizar el siguiente
procedimiento de revelado: Los pocillos se lavaron cinco veces con buffer de lavado,
luego se adicioné 200 puL de reactivo de Eliman’s (revelador) a cada pocillo, y se
incubé agitando la placa protegida de la luz durante 90 min. Transcurrido el tiempo,
la placa se ley6 a una absorbancia de 405 y 420 nm de longitud de onda en un lector

de placas.

4.12. Ensayos de viabilidad celular

Con el fin de conocer la concentracion a la cual, los inhibidores a utilizar en
experimentos de larga duracion no eran toxicos para las células, se realizaron
estudios de viabilidad por exclusion de azul de tripan. Los MFC se cultivaron a una
densidad de 0,8x10° células/placa, donde las células se trataron por 48 horas con
concentraciones crecientes de los diferentes inhibidores utilizados. Los MFC se
disociaron de las placas de cultivo utilizando Acutase ®. Posteriormente se tomo una

alicuota de 40 pl de la suspension de células y se le adicionaron 10 pL de solucién
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de azul de tripan, se homogeneiz6 y de esta nueva suspension se tomaron 20 pL

gue se colocaron en una cdmara de Neubauer doble y se contaron las células vivas.

4.13. Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + error estandar (SEM) para al
menos tres experimentos independientes. Las comparaciones entre los distintos
grupos experimentales versus el control se realizé utilizando t-Student de dos colas
para andlisis de dos grupos o ANOVA de una via para mas de tres grupos, seguido
de post test Tukey para comparaciones entre grupos y test Dunnet, para
comparaciones de grupos versus control. Se establecié como nivel de significancia
un p<0,05.
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5. Resultados

5.1. Relacionados al objetivo 1: Caracterizar farmacolégicamente los
receptores B1 y B2 de cininas en miofibroblastos cardiacos de ratas

neonatas.

5.1.1. Presencia de receptor B1 y B2 de cininas en fibroblastos y
miofibroblastos cardiacos.

La presencia de receptores de cininas en FC ha sido previamente estudiada,
identificAndose el B2R (63, 64). En la literatura se menciona la induccién del receptor
B1 de cininas (B1R) en algunos tipos celulares o la presencia de este en forma
constitutiva en otros tejidos (50), sin embargo, se desconoce si el B1R esta presente
en FC o en MFC.

Para evaluar la presencia de B1R y B2R en FC y MFC se realiz6 western blot
(WB) con anticuerpos especificos para ambos receptores. Los resultados obtenidos,
muestran en la figura 5A, la presencia de B1R en ambos tipos celulares, siendo
mayor en MFC con respecto a FC. La figura 5B, muestra la presencia de B2R tanto
en FC como en MFC, no mostrando diferencias estadisticamente significativas entre

ambos tipos celulares.

En la transformacion de FC a MFC se induce el aumento de diferentes
proteinas y receptores regulado principalmente por TGF-B1 (9). El aumento de la
expresion de B1R en MFC comparado con FC nos sugirié que este proceso ocurria
durante la diferenciaciéon de FC a MFC. Para evaluar esta hipotesis, se realizd un
experimento tiempo dependiente para determinar el efecto de TGF-B1, principal
factor involucrado en la diferenciacion de FC a MFC, en el aumento de los niveles de

proteina de B1R segun el esquema adjunto (Figura 6).
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Figura 5. Presencia de B1R y B2R en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se lisaron
FC y MFC para la obtencién de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al 10%.
Posteriormente se realizaron los WB con anticuerpos especificos para A) B1R y B) B2R. Los
resultados se expresaron como el promedio + SEM de A) n=4 y B) n=3 experimentos
independientes. *p<0,05. Unidades arbitrarias establecidas por la razén entre BIR o B2R versus
GAPDH o B-tubulina, respectivamente
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Figura 6: Esquema del tratamiento de FC con TGF-B1. Estimulacién de FC con TGF-31
5 ng/ml. Obtencién de muestra cada 24 h, para evaluacién de B1R y a-SMA.




Los resultados obtenidos de este ensayo (figura 7A), mostraron que la
incubacién de FC con TGF-B1 (5 ng/ml), indujo un aumento de los niveles de B1R
en forma proporcional al tiempo, encontrandose un aumento estadisticamente
significativo desde las 48 horas de estimulaciéon. En la figura 7B, se muestra la

diferenciacion de FC a MFC representado por el aumento de a-SMA.
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Figura 7. Efecto de TGF-B1 en la induccion de B1R en MFC. Las células tratadas con TGF-B1
se lisaron a diferentes tiempos para la obtencién de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-
PAGE al 10%. Posteriormente se realizd WB con anticuerpo especifico para A, B1R y B, a-SMA.
Experimentos independientes A, n=5 y B, n=5 expresados por el promedio + SEM. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001 vs control.

Por otro lado, para evaluar la presencia de B1R en membranas celulares, se
realizaron ensayos de desplazamiento de unién a radioligando, mediante la
utilizacién de un antagonista especifico del receptor BIR marcado radioactivamente
([*H]-Antg B1R). Se quiso determinar la presencia de B1R especificamente en las
membranas plasméticas en los distintos tipos celulares. Mediante una serie de

centrifugaciones, se separaron las membranas plasmaticas del resto del contenido
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celular de FC y MFC. Los resultados mostraron que tanto FC como MFC presentaron
un aumento en la union total, evidencidndose en ambos tipos de células,
desplazamiento de la marca radioactiva de [*H]Antg B1R producto de la accién del
agonista DAKD 10uM (figura 8). Por otro lado, la unién total fue mayor para MFC que

para FC.
150000
.
100000 T
s
o
Q
50000 -
01— :
S S
FC MFC

Figura 8. Identificacibn de B1R en membranas plasméaticas de fibroblastos vy
miofibroblastos cardiacos. Ensayo de competencia de la unién de [*H]JAntg B1R (100 nM), al
receptor B1 de cininas siendo desplazado con DAKD 10 uM en membranas plasmaticas de
fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. La union especifica es la diferencia entre la unién total
(UT) y la unién inespecifica (Ul). CPM, cuentas por minuto. Los resultados se expresan como
promedio + SEM, n=1; cada réplica realizada por triplicado.
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En forma adicional, se realizaron curvas de desplazamiento de la marca
radioactiva con distintas concentraciones de DAKD en FC y en MFC. Los resultados
mostraron que para ambos tipos celulares hubo desplazamiento (FC, figura 9A y
MFC, figura 9B) de [*H]-Antg B1R, corroborando la presencia de B1R en membranas
plasmaticas. A través de este experimento se estimaron el nimero de receptores
(Bmax) el cual correspondio para FC a 22,8 + 2,6 fmol/mg de proteina y para MFC a
38,4 + 10,6 fmol/mg de proteina. Ademas se estimé la Kd, que correspondia para FC
a245+09nMyparaMFCal,3+0,12 nM.
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Figura 9. Curvas de desplazamiento de B1R en membranas plasmaticas de fibroblastosy
miofibroblastos cardiacos. Ensayo de competencia de la unién de [*H]Antg B1R (100 nM), al
receptor B1 de cininas siendo desplazado con distintas concentraciones de DAKD (1nM-10uM)
en membranas plasmaticas de A) FC y B) MFC. La union especifica es la diferencia entre la unién
total (UT) y la unién inespecifica (Ul). CPM, cuentas por minuto. Los resultados se expresan como
promedio + SEM, n=1; cada réplica realizada por triplicado.

En forma complementaria se evalué la localizacion subcelular del BIR en FC
y MFC. Para ello, en primera instancia, se realiz6 un ensayo de inmuno-fluorescencia
con un anticuerpo especifico para el B1R. La figura 10A, muestra que en FC la marca
para el receptor fue débil y se localizd principalmente a nivel citoplasmatico,
perinuclear y nuclear, a diferencia de lo que ocurri6 en MFC (figura 10B), donde la

intensidad de la marca fue mucho mas alta y se observé una marcada localizacion
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del B1R en la membrana celular, asi como también a nivel citoplasmatico, perinuclear
y nuclear. Cabe destacar la importante diferencia de tamafio entre los FC y los MFC,
siendo estos ultimos alrededor de 3 veces mas grandes que los FC.

Se realizaron controles del experimento los cuales se pueden visualizar en el

anexo 1.

B1R Hoechst Merge

FC

MFC

Figura 10. Inmunofluorescencia de B1R en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. FC y
MFC se fijaron y se permeabilizaron en un cubreobjeto. Se incubaron con anticuerpo primario
contra B1R y posteriormente sometidos a un anticuerpo secundario ALEXA 488 verde y a una
tincion de ndcleo con Hoechst. La figura muestra en la fila A FC; columna B, MFC. Fotografias
representativas de experimentos independientes n=4, tomadas por microscopio confocal
resolucion 40X (barra blanca = 50um).

Por otro lado, y de acuerdo a estos resultados, se quiso identificar si
efectivamente el receptor se encontraba a nivel nuclear, debido a que la marca
fluorescente en ambos tipos celulares se concentré en dicho compartimento. Para

ello, se realizd un fraccionamiento subcelular, separando los nucleos del resto del
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contenido celular, en ambos tipos celulares. Los resultados obtenidos se muestran
en la figura 11, donde se observa que el B1R esta presente en los nucleos de los FC
y MFC. Como controles del fraccionamiento subcelular se identificaron proteinas
exclusivas del nacleo (Lamin A/C y TFIIB), ademas de B-tubulina, utilizada como
control del resto del contenido celular.

FC MFC
Nuc Nl Nucl Nucl
Lamin A/C 76 KD e - -

. —
TIFB 32 KD e e | q_

B-tubulina 55 KD

Figura 11. Fraccionamiento subcelular de fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Los FC
y MFC se lisaron y se separ6 nucleos de FC y MFC del resto del contenido celular.
Posteriormente, se realizaron WB contra B1R, Lamin A/C, TIIFB y B-tubulina con anticuerpos
especificos. Nlcl= ndcleo. Experimentos independientes n=4.

Por otro lado, en la literatura se ha descrito que la accion del agonista
especifico del receptor B1R, promueve la expresién y presencia de este mismo en la
superficie celular (73). Es por ello, que se evalué el efecto del pretratamiento con
DAKD, agonista especifico del B1R, en la distribucién intracelular del receptor. La
figura 12A, evidencié que la estimulacion con DAKD (100 nM) durante 30 minutos,
produjo una redistribucion de la marca fluorescente en FC, observandose tanto a
nivel de la membrana celular como a nivel citoplasmatico en comparacién con los
resultados observados en la figura 12A (ver flechas blancas). Por otro lado, en la
figura 12B, se observo que DAKD, aparentemente, no modificé la distribucién del

B1R sobre los MFC en comparacion a la figura 10B.
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Ademas se realizaron controles del experimento que se observan en las

figuras del anexo 2.

B1R Hoechst Merge

FC

MFC

Figura 12. Inmunofluorescencia de B1R en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos tras la
estimulacion con DAKD. Los FC y MFC se trataron durante 30 minutos con DAKD, agonista de
B1R. Posteriormente las células se fijaron y se permeabilizaron en un cubreobjeto. Se incubaron
con anticuerpo primario contra el B1R y posteriormente se incubaron con un anticuerpo
secundario ALEXA 488 verde y el nucleo se tifié con Hoechst. La figura muestra en la fila A, FC;
fila B, MFC. Fotografias representativas de experimentos independientes n=4, tomadas por
microscopio confocal resolucion 40X (barra blanca = 50um).

5.1.2.Evaluacion de la movilizacién intracelular de calcio mediada por activacion

del B1IR y el B2R en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos.

Para evaluar las cinéticas de calcio intracelular ([Ca*?])) en FC y MFC, las
células se preincubaron con Fluo4-AM (5,4 uM), sonda sensible a calcio que permite
identificar movimientos o incrementos relativos del calcio intracelular. En la figura 13
se muestran los resultados obtenidos cuando se estimularon los FC y MFC con BK

100 nM. Tras la estimulacion con el agonista del B2R (figura 13A y 13B) se observé
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un aumento en la fluorescencia relativa de la sonda correspondiente a una sefal de
calcio tanto en FC como en MFC. Ademas, se preincubd con el antagonista
especifico del B2R, HOE-140 10uM, para caracterizar la sefial de calcio producida
por BK en ambos tipos celulares (figura 13C y 13D). Los resultados obtenidos
mostraron que la sefial de calcio producida por BK fue prevenida por la accion del
antagonista. Por otro lado, se preincubd con el antagonista especifico del B1R, Leu-
8 10uM, donde se observé que los movimientos de calcio producidos por BK sobre
los FC y MFC (figura 13E y 13F) persisten, siendo incapaz el antagonista de

prevenirlos.

En forma adicional, en MFC se estudio el efecto en los movimientos de calcio
intracelular frente a la accién de DAKD. Los resultados obtenidos mostraron que
DAKD 100 nM provocd un aumento en la fluorescencia relativa de la sonda,
representativo de que se generé una sefal de calcio intracelular (figura 14A).
Ademas, se preincub6 con el antagonista del B1R, Leu-8 10uM mostrandose los
resultados en la figura 14B. Este agente previno los efectos generados por DAKD, a
diferencia de lo que sucedié cuando se preincub6 con HOE-140, donde la sefial de

calcio provocada de DAKD persistio.

El mismo estudio de los movimientos de calcio generados por DAKD se
realizé en FC. La figura 15A muestra que tras la estimulacién de las células con el

agonista de B1R no hubo un cambio en la fluorescencia relativa.

Por otro lado, y similar a los resultados obtenidos en la figura 12, se quiso
evaluar el efecto del pretratamiento con DAKD sobre el aumento de la fluorescencia
relativa. Para ello se preincub6 durante 30 minutos con DAKD 100 nM, y
posteriormente, se evalud el movimiento de calcio por efecto del mismo agonista.
Los resultados obtenidos (figura 15B) mostraron que la preincubacion con DAKD dio
origen a cambios en la fluorescencia relativa de la sonda representando una sefial

de calcio intracelular provocada por este agente sobre FC.
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Figura 13. Sefiales de calcio intracelular en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos por
accion de BK. FC y MFC se incubaron con Fluo4-AM (5,4 uM) durante 30 minutos. A) FC
estimulados con BK 100nM; B) MFC estimulados BK 100nM; C) FC preincubados con HOE-140
(10 pM) y estimulados con BK (100 nM); D) MFC preincubados con HOE-140 (10 pM) y
estimulados con BK (100 nM); E) FC preincubados con Leu-8 (10 pM) y estimulados con BK (100
nM); F) MFC preincubados con Leu-8 (10 uM) y estimulados con BK (100 nM). Sefial de calcio
representada por fluorescencia relativa establecida como el promedio de la fluorescencia.
Experimentos independientes n=3.
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Figura 14. Sefiales de calcio en miofibroblastos cardiacos por accion de DAKD. MFC se
incubaron con Fluo4-AM 5,4uM durante 30 minutos. A, MFC estimulados con DAKD 100nM; B,
MFC preincubados con Leu-8 10uM y estimulados con DAKD 100nM; C, MFC preincubados con
HOE-140 10uM y estimulados con DAKD 100nM. Sefial de calcio representada por fluorescencia
relativa establecida como el promedio de la fluorescencia. Experimentos independientes n=3
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Figura 15. Sefiales de calcio en fibroblastos cardiacos por accion de DAKD. FC se incubaron
con Fluo4-AM 5,4uM durante 30 minutos. A, FC estimulados con DAKD 100nM; B, FC
preincubados con DAKD 100nM (30 min) y estimulados nuevamente con DAKD 100nM. Sefal
de calcio representada por fluorescencia relativa establecida como el promedio de la
fluorescencia. Experimentos independientes n=5
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5.2. Resultados relacionados al objetivo 2: Determinar las vias de sefalizacidon
intracelular activadas por DAKD al interactuar con el B1R y su efecto en la

expresion de colageno I.

5.2.1. Determinacion de los niveles de colageno | en fibroblastos y

miofibroblastos cardiacos.

El colageno | es la proteina mas abundante dentro de las secretadas tanto por FC
como por MFC, la cual requiere de ciertos cofactores para poder ser sintetizada,
siendo el mas importante de ellos el ascorbato (74). Para evaluar los niveles de
colageno | (Col ), se realiz6 un WB con un anticuerpo especifico contra colageno
tipo al. Para ello, los FC y MFC se incubaron durante un periodo de 48 horas en
presencia de ascorbato de sodio (50 uM). Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 16, donde se observa que los MFC tienen niveles de Col | mas altos que los

FC, siendo la diferencia entre ambos tipos celulares estadisticamente significativa.

Col 1150 kDa | e |

B-Tubulina 55 kDa | — — |
2.5+
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Figura 16. Niveles de Col | en fibroblastos y miofibroblastos cardiacos. Se estimularon los
FC y MFC con ascorbato de sodio 50 uM. Posteriormente las células se lisaron para la obtencion
de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al 6%. Después, se realiz6 el WB con
anticuerpo especifico para Col I. Experimentos independientes n=5 expresados por el promedio
+ SEM. ***p<0,001
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5.2.2. Efecto de las cininas en los niveles de Col | en fibroblastos

cardiacos.

Posteriormente se evalué el efecto de las cininas mediado por sus receptores,
en los niveles de coldgeno en FC. Se realizaron ensayos a dos concentraciones y a
dos tiempos distintos, donde los resultados obtenidos muestran que BK 1 uM
(después de 24 h) es capaz de disminuir los niveles de Col | cerca de un 30% con
respecto al control (figura 17A), mientras que no se observd efecto con la
concentracion de 100 nM. Del mismo modo, BK (después de 48 h) reduce los niveles
de Col | en un 30 a 40 % con respecto al control, a ambas concentraciones

estudiadas (100 nM y 1 uM), respectivamente (figura 17B).

Por otro lado, en FC también se estudi6 el efecto de DAKD, y los resultados
muestran que durante las 24 h de incubacién, este agonista no produjo un efecto en
los niveles de Col | a ninguna de las concentraciones estudiadas (figura 17C). Sin
embargo, a las 48 h de incubacion, se encontré que a la concentracion de 1uM,
DAKD era capaz de reducir en forma estadisticamente significativa los niveles de Col

| comparado con el control. Esta disminucién fue cerca de un 25% (figura 17D).

Finalmente, estudiamos el efecto del pretratamiento con DAKD en los niveles
de Col | en FC. Para ello se preincubaron las células con DAKD 100nM durante 30
minutos para luego ser tratadas con el mismo agonista a la misma concentraciéon
durante 48 h. Los resultados obtenidos mostraron que los niveles de Col |
disminuyeron frente al pretratamiento con el agonista de B1R en aproximadamente
un 45% comparado con el control el cual correspondia a células no tratadas (figura
18).
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Figura 17. Efecto de cininas en niveles de Col | en fibroblastos cardiacos. Se preincubaron
FC con ascorbato de sodio 50 uM. Posteriormente, las células se estimularon por A, C, 24 horas
o por B, D, 48 horas en distintas dosis de A, B, BK 100nM y 1uM y C, D, DAKD 100nM y 1uM.
Las células se lisaron para la obtencion de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE
al 6%. Después, se realizaron los WB con anticuerpo especifico para Col |. Experimentos
independientes A, n=7; B, n=5; C n=5; D n=5 expresados por el promedio + SEM. *p<0,05;
*p<0,01;***p<0,001 vs Control (vehiculo).
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Figura 18. Niveles de Col I tras la estimulacion con DAKD en fibroblastos cardiacos. Se
preincubaron FC con ascorbato de sodio 50 uM. Posteriormente, las células se estimularon
durante 30 minutos con DAKD 100nM y luego se estimularon nuevamente con este agonista
a la misma concentracién por 48 h (columna D + D). Las células se lisaron para la obtencion
de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al 6%. Después, se realizaron WB
con anticuerpo especifico para Col |. Experimentos independientes n=3 expresados por el
promedio £ SEM. *p<0,05 vs Control (vehiculo).

5.2.3. Efectos de las cininas en los niveles de Col | en miofibroblastos

cardiacos.

Al igual que en el punto 5.2.2, se evalué el efecto de DAKD y BK en MFC en
los niveles proteicos del Col I, de manera concentracion y tiempo dependiente. Los
resultados obtenidos mostraron que en los MFC, BK a las concentraciones de 100
nM y 1 uM redujo los niveles de Col | a las 24 y 48 h en cerca de un 40% en forma
estadisticamente significativa comparado con el control (figura 19A y 19B). Sin
embargo, a concentraciones menores (10 nM) BK fue incapaz de inducir un cambio

en la expresion de Col .
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Por otro lado, la estimulacion de los MFC con DAKD por 24 h no modifico los
niveles de Col | comparados con el control (figura 19C); mientras que a tiempos
mayores de incubacion (48 h), DAKD a concentracion de 100 nM y 1 uM, produjo
una disminucion estadisticamente significativa de alrededor del 40% comparada con
el control, como muestra la figura 19D. A concentraciones bajas (10 nM), DAKD no

modificé los niveles de Col I.
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Figura 19. Efecto de cininas en niveles de Col | en miofibroblastos cardiacos. Se
preincubaron MFC con ascorbato de sodio 50 uM. Posteriormente, las células se estimularon por
A, C, 24 horas o por B, C, 48 horas en distintas concentraciones de A, B, BK 10 nM, 100nM y

1uM y C, D, DAKD 10 nM, 100nM y 1uM. Las células se lisaron para la obtencién de proteinas

las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al 6%. Después, se realizaron los IWB con anticuerpo
especifico para Col I. Experimentos independientes A, n=8; B, n=8; C n=6; D n=10 expresados
por el promedio + SEM. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001 vs Control (vehiculo).
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En base a estos resultados, se determin6 un protocolo estandarizado para
poder evaluar la participacién de cada uno de los componentes de la via sefializacion
activada por ambos receptores de cininas involucrados en la expresion de Col |
(figura 20). Las células siempre fueron incubadas simultdneamente con ascorbato de
sodio 50 uM y con los distintos agonistas, ya sea DAKD o BK 100nM durante 48
horas en presencia/ausencia de distintos inhibidores y/o antagonistas. Los distintos
inhibidores se agregaron al medio de cultivo de las células 30 minutos antes de
estimular con las respectivas cininas; y 48 horas posteriores a la administracién de

las cininas, se recolectaron las proteinas y se realizé un WB contra Col 1.
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/

Figura 20. Esquema del protocolo de tratamiento de MFC para evaluar componentes de la
via de sefializacién involucrada en lareduccién de los niveles de Col I.
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5.2.4. Componentes de las vias de sefializacion activada por los receptores

de cininas en miofibroblastos cardiacos.

En la figura 21, se muestra un diagrama que propone la via de sefalizacion
intracelular activada por DAKD sobre el B1IR en MFC; y de igual modo, ésta misma
via de transduccion podria ser activada por BK. La activacion de esta via
transduccional rio abajo de los receptores de cininas estaria participando en la

disminucion de los niveles proteicos de Col I.

J Expresion
deCol |

Figura 21. Esquema de los componentes de la via de sefializaciéon intracelular de B1R
propuesta en la disminucién de Col | en miofibroblastos cardiacos. DAKD, agonista B1R.
B1R, receptor B1 de cininas. Gaq, proteina Gq acoplada receptor 7 dominios transmembranas.
PLC, fosfolipasa C. IP3, inositol trifosfato. DAG, diacilglicerol. RE, reticulo endoplasmico. Ca*?,
calcio. PKC, proteina quinasa C. PLA2, fosfolipasa A2. AA, acido araquidonico. COX-2, enzima
ciclooxigenasa 2. PGs, prostaglandinas.
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5.2.4.1. Participacion de B1R en la disminucion de Col | producida

por cininas en miofibroblastos cardiacos.

Para identificar la participacion de B1R en la reduccion de la expresion de Col
| inducido por DAKD, se preincubaron las células durante 30 minutos con el
antagonista especifico de B1R, Leu-8 (10 uM). La figura 22A, muestra que DAKD
disminuye los niveles Col | en forma estadisticamente significativa con respecto al
control. Este efecto, fue completamente bloqueado por Leu-8 (10 uM) (barra gris).
Por otro lado, la figura 22B muestra los resultados obtenidos tras la estimulacién con
BK (100 nM), donde se observé una disminucion significativa en los niveles de Col |.

Sin embargo, Leu-8 fue incapaz de bloquear el efecto de BK (barra gris).
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Figura 22. Participacién de B1R en disminucion de Col | en MFC. Se preincubaron MFC con
antagonista especifico para B1R, Leu-8 10uM. Posteriormente, se incubaron las células con A,
DAKD 100nM o B, BK 100nM con ascorbato de sodio 50 uM por 48 horas. Barras de color negro,
estimulos por separados; barras de color gris, estimulos en presencia de antagonista. Las células
se lisaron para la obtencion de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al 6%.
Después, se realizaron los WB con anticuerpo especifico para Col |. Experimentos
independientes A, n=8; B, n=6 expresados por el promedio + SEM. *p<0,05;**p<0,01;***p<0,001
vs Control. #p<0,05 DAKD vs Leu-8 + DAKD.
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5.2.4.2. Participacion de PLC en ladisminucion de Col | producida por

cininas en miofibroblastos cardiacos.

Inicialmente, se realiz6 un ensayo de viabilidad con el inhibidor inespecifico
de las isoformas PLC, U73122 con el fin de determinar una concentracion efectiva 'y
no toxica para inhibir a esta enzima. Los resultados de este ensayo se muestran en
el Anexo 3, figura A, donde a todas las concentraciones estudiadas se produce la
muerte celular de MFC. Como el tiempo incubacion utilizado en los experimentos fue
de 48 horas, la toxicidad de este inhibidor impidié observar la participacion de PLC

en la disminucién de los niveles de Col I.

5.2.4.3. Participacion de PKC en ladisminucion de Col | producida por

cininas en miofibroblastos cardiacos.

Para evaluar a participacion de PKC, se utilizd GO 6983 (100 nM), un inhibidor
inespecifico de las isoformas de esta proteina ampliamente utilizado. Los resultados
obtenidos (figura 23A), muestran que DAKD (100 nM), disminuyé los niveles de Col
I comparado con el control; y dicho efecto fue prevenido con el inhibidor de PKC
(barra gris). Ademas, BK (100 nM) indujo una disminucion de los niveles de Col |
comparado con el control; y dicho efecto también fue prevenido con el inhibidor de

PKC en forma estadisticamente significativa como se muestra en la figura 23B (barra

gris).
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Figura 23. Participacion de PKC en la disminucién de los niveles de expresion de Col | en
MFC. Se preincubaron MFC con el inhibidor inespecifico de las isoformas de PKC, GO6983 (100
nM) (GO). Posteriormente, se incubaron las células con A) DAKD (100 nM) o B) BK (100 nM) con
ascorbato de sodio (50 uM) por 48 horas. Barras de color negro, estimulos por separados; barras
de color gris, estimulos en presencia de inhibidor. Las células se lisaron para la obtencion de
proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al 6%. Después, se realizaron los WB con
anticuerpo especifico para Col I. Experimentos independientes A, n=8; B, n=5 expresados por el
promedio + SEM. *p<0,05;**p<0,01 vs Control. #p<0,05 DAKD vs GO + DAKD y BK vs GO + BK.

5.2.4.4. Participaciéon de PLA2 en la disminucidon de los niveles de

expresion de Col | inducida por cininas en miofibroblastos cardiacos.

Para evaluar la participacion de PLA2 en la via transduccional por la cual las
cininas inducen la disminucién de los niveles de Col I, se utiliz6 metil araquidonil
fluorofosfonato (MAFP), un inhibidor irreversible e inespecifico de las isoformas de
esta fosfolipasa (75, 76). Primero, se realiz6 un ensayo de viabilidad celular con
distintas concentraciones inhibitorias de MAFP para determinar una concentracién
efectiva y no toxica. Los resultados (Anexo 3, figura C) mostraron que la incubacion

por 48 horas con concentraciones muy elevadas del inhibidor (20 pM) eran letales
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para los MFC. De acuerdo a este experimento, se determind utilizar una
concentracion de 1uM, la cual corresponde a la concentracion capaz de inhibir a
PLA: (77) y que no disminuia la viabilidad celular.

Los resultados mostraron que la preincubacion con MAFP (1 uM) previene
completamente la disminucion inducida por DAKD (100 nM) en los niveles de
expresion de Col | comparado contra el control (figura 24A). Este mismo efecto fue
evidenciado cuando se utilizé BK (100 nM), cuyo efecto reductor de los niveles
proteicos de Col | en MFC fueron prevenidos por el inhibidor de PLA2 (figura 24B).
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Figura 24. Participacion de PLA2 en disminucién de Col | en MFC. Se preincubaron MFC con
el inhibidor inespecifico de las isoformas de PLA2, MAFP 1uM. Posteriormente, se incubaron las
células con A, DAKD 100nM o B, BK 100nM con ascorbato de sodio 50 uM por 48 horas. Barras
de color negro, estimulos por separados; barras de color gris, estimulos en presencia de inhibidor.
Las células se lisaron para la obtencion de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE
al 6%. Después, se realizaron los WB con anticuerpo especifico para Col I. Experimentos
independientes A, n=7; B, n=8 expresados por el promedio + SEM. *p<0,05;**p<0,01 vs Control.
##p<0,01 DAKD vs MAFP+DAKD y BK vs MAFP+BK.

63



5.2.4.5. Participacion de COX-2 en la disminucion de Col | producida

por cininas en miofibroblastos cardiacos.

Para determinar la participacion de COXs, se comenz6 con la utilizacién de
indometacina (10 pM), inhibidor inespecifico de estas enzimas. Los resultados
obtenidos (figura 25A) mostraron que la disminucién inducida por DAKD (100 nM) en
los niveles de Col | fue prevenida completamente por indometacina (10 pM) (barra
gris). Asimismo, el efecto de BK (100 nM) en disminuir los niveles de expresion de
Col | en MFC también fue prevenido por indometacina (10 uM) (figura 25B).
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Figura 25. Participacién de COXs en disminucién de Col | en MFC. Se preincubaron MFC con
el inhibidor inespecifico de COXs, indometacina 10uM (Indo). Posteriormente, se incubaron las
células con A, DAKD 100nM o B, BK 100nM con ascorbato de sodio 50 uM por 48 horas. Barras
de color negro, estimulos por separados; barras de color gris, estimulos en presencia de inhibidor.
Las células se lisaron para la obtencion de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE
al 6%. Después, se realizaron los WB con anticuerpo especifico para Col |. Experimentos
independientes A, n=7; B, n=9 expresados por el promedio + SEM. ***p<0,001 vs Control.
##p<0,01 DAKD vs Indo+DAKD y BK vs Indo+BK.
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Por otro lado, se evalu6 de manera mas especifica la participacion de COX-
2 utilizando Rofecoxib, un inhibidor especifico de esta proteina. Inicialmente, se
realiz6 un ensayo de viabilidad para establecer la dosis adecuada para inhibir COX-
2 (78) la cual no fuera toxica para las células. En el anexo 3, figura B, se muestra
gue ninguna de las dosis estudiadas fue toxica para las células, por lo que se decidié

utilizar 10 uM de rofecoxib.

Los resultados observados tras la inhibicion de COX-2 con rofecoxib (10 uM),
mostraron la completa prevencion del efecto inducido por DAKD (100 nM) en la
reduccion de los niveles de Col | (figura 26A). De la misma forma, se observé que la
disminucion de Col | por BK (100 nM) también fue prevenida completamente por
rofecoxib como muestra la figura 26B (barra gris).
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Figura 26. Participacion de COX-2 en disminucion de Col | en MFC. Se preincubaron MFC
con el inhibidor especifico de COX-2, Rofecoxib 10uM (ROF). Posteriormente, se incubaron las
células con A, DAKD 100nM o B, BK 100nM con ascorbato de sodio 50 uM por 48 horas. Barras
de color negro, estimulos por separados; barras de gris, estimulos en presencia de inhibidor. Las
células se lisaron para la obtencion de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al
6%. Después, se realizaron los WB con anticuerpo especifico para Col |. Experimentos
independientes A, n=7; B, n=7 expresados por el promedio + SEM. *p<0,05;**p<0,01 vs Control.
#p<0,05 DAKD vs ROF+DAKD y BK vs ROF+BK.
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De la misma manera, se determing la participacion de COX-1 con un inhibidor
especifico de esta proteina, SC-560 1 uM (79). Los resultados obtenidos mostraron
que el efecto producido en la reduccion de los niveles de Col | desencadenada por
DAKD 100 nM (figura 27A) y por BK 100 nM (figura 27B) fue incapaz de ser prevenido
por la accion del inhibidor de COX-1.
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Figura 27. Participacion de COX-1 en disminucion de Col | en MFC. Se preincubaron MFC
con el inhibidor especifico de COX-1, SC-560 1puM. Posteriormente, se incubaron las células con
A, DAKD 100nM o B, BK 100nM con ascorbato de sodio 50 uM por 48 horas. Barras de color
negro, estimulos por separados; barras de gris, estimulos en presencia de inhibidor. Las células
se lisaron para la obtencién de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al 6%.
Después, se realizaron los WB con anticuerpo especifico para Col |. Experimentos
independientes A, n=5; B, n=5 expresados por el promedio + SEM. *p<0,05;**p<0,01 vs Control.
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5.2.4.6. Liberacion de PGl; tras la estimulacion de B1IR y B2R por sus

respectivos agonistas en miofibroblastos cardiacos.

El efecto de las cininas DAKD y BK en la produccién de PGl, en MFC se
evalubé por ensayos de ELISA, donde se determinaron los niveles del metabolito
estable de esta prostaglandina, 6-ceto-PGF1a. Los resultados mostraron que en
MFC, DAKD (100 nM) y BK (100 nM) aumentaron la produccién de 6-ceto-PGF1a
en un 50% y 80%, respectivamente comparado con el control (figura 28). Se utilizd
LPS (1 pg/ml) como control positivo de la liberacién de prostaglandinas. De acuerdo
a la literatura LPS actuaria a través de inducir un aumento en la secrecién de IL-1p,
principal citoquina inductora de la produccion de PGl, y PGE: (80).
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Figura 28. Liberacion de PGl por accion de las cininas en MFC. Se incubaron MFC con DAKD
100nM, BK 100nM y LPS 1ug/ml por 24 horas. Se tomaron los sobrenadantes de las células y se
analizaron a través de ELISA. Se midi6 las concentraciones de 6-ceto- PGF1a en los medios,
metabolito estable de PGl.. Experimentos independientes n=6 expresados por el promedio +
SEM. *p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001 vs Control.
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Por otro lado, se evalu6 a través de la misma técnica de inmunoensayo, la
liberacion de PGE;. A pesar de los buenos resultados obtenidos con la liberacién de
PGl,, no se pudieron detectar diferencias en la produccion de PGE: tras la
estimulacion con las cininas. Esto se debid principalmente a que los niveles
registrados de esta prostaglandina estaban bajo el limite de deteccién establecido
por el kit tanto para los controles como para las células estimuladas (resultados no

mostrados).

5.2.4.7. Participacion del receptor de prostaciclina en la disminucion
de los niveles de Col | producida por cininas en miofibroblastos
cardiacos.

Finalmente, se evalud la participacién del receptor de prostaciclina (IPR) en
la reduccién de los niveles de Col | mediada por las cininas. Para ello se utilizé un
antagonista especifico de IPR, R0O1138452 1uM, concentracién utilizada en la
literatura (81). Los resultados mostraron que los efectos provocados tanto por DAKD
100 nM (figura 29A) como por BK 100 nM (figura 29B) en la reduccién de los niveles
proteicos de Col | fueron prevenidos por la accidon del antagonista especifico de IPR

(barras grises) en forma estadisticamente significativa.
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Figura 29. Participacion de IPR en disminucion de Col | en MFC. Se preincubaron MFC con
el antagonista especifico de IPR, R0O1138452 1uM (Ro-). Posteriormente, se incubaron las
células con A, DAKD 100nM o B, BK 100nM con ascorbato de sodio 50 uM por 48 horas. Barras
de color negro, estimulos por separados; barras de gris, estimulos en presencia de inhibidor. Las
células se lisaron para la obtencién de proteinas las cuales se fraccionaron por SDS-PAGE al
6%. Después, se realizaron los WB con anticuerpo especifico para Col I. Experimentos
independientes A, n=5; B, n=5 expresados por el promedio + SEM. *p<0,05 vs Control. #p<0,05,
###p<0,001 DAKD vs Ro- + DAKD y BK vs Ro-+ BK.
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6. Discusion

6.1. Utilizacion de cultivo de fibroblastos de ratas neonatas

La experiencia ha demostrado que la utilizacién de cultivos primarios de
fibroblastos de ratas neonatas tiene ventajas experimentales por sobre la fibroblastos
de rata adulta. Desde el punto de vista de la extraccion de fibroblastos desde el
corazén, los de origen neonato son aislados por las enzimas de digestion con mayor
facilidad debido a que estas células estan rodeadas por menor cantidad de MEC,
comparada con las de origen adulto. Ademas, después de ser aisladas los FC, los
neonatos proliferan con mayor rapidez que los adultos. Por otro lado, se ha
establecido en la bibliografia, que dependiendo del origen etario de las células (edad
del animal del cual provienen), éstas presentan cambios en su funcionamiento. En
este sentido, se ha descrito que FC neonatos secretan mayor cantidad de colageno
y que ademas expresan en forma diferencial distintas integrinas que los FC adultos.
Ademas, se ha observado que estos Ultimos tendrian potenciados sus efectos en la
adhesion celular bajo distintos estimulos comparados con los neonatos (82).
Asimismo, se ha descrito que FC neonatos tienen mayor expresion de a-SMA y de
integrinas, ademas de presentar mayor capacidad contractil, comparado con FC
adultos (83). Finalmente, para los fines de ésta tesis, la mejor diferenciacién de FC
a MFC se logra mejor con FC de ratas neonatas, puesto que debido al menor tiempo
de proliferacion y de cultivo, se puede trabajar en menores pasajes celulares
respecto de los FC de ratas adultas. Por otro lado, se ve disminuida la diferenciacion
espontanea de FC a MFC debido a que éstas células secretan TGF-f1, quien de
manera autocrina induciria la diferenciacion celular la que se ve favorecida por largos
periodos de tiempo de incubacién y de pasajes celulares, como se ha demostrado
en FC de ratas adultas (84). Aun asi, estas Ultimas se utilizan ampliamente,
representando un modelo més fidedigno desde el punto de vista de la edad del
animal del cual provienen, ya que en la adultez es donde se presentan principalmente

las diversas patologias.

La utilizacién de FC neonatos en esta tesis radico principalmente en el bajo

costo, la facilidad de obtencion del cultivo celular, el tiempo de proliferacion, la
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facilidad de obtencion de MFC, la repetitividad de los resultados, pero por sobre todo,
las marcadas diferencias entre FC y MFC. Por otro lado, para los fines de ésta tesis
el que los FC neonatos secreten mas colageno que los adultos hace mas facil
observar diferencias entre los distintos estimulos, y por otro lado, los FC de ratas
adultas requieren de un tiempo mayor de incubacion con los distintos estimulos para

haber podido observar las diferencias vistas en las células neonatas.

6.2. Presencia de receptores de cininas

De acuerdo a los antecedentes bibliograficos, la presencia de receptores de
cininas en el tejido cardiovascular ha sido descrita previamente (1). Este trabajo
aporta a este conocimiento en cuanto demuestra la presencia de B1R y B2R no solo

en FC sino también en MFC.

En relacion a B2R, nuestros resultados en FC son similares a lo establecido
por el grupo de Minshall y cols., los cuales describieron la presencia de este receptor
en FC de ratas neonatas y adultas (63). Sin embargo, nuestro grupo describié por
primera vez la presencia del B2ZR en MFC. Por otro lado, y en relacion al B1R,
nuestros resultados mostraron niveles mas elevados en MFC comparado con FC, los
cuales son dependientes del tiempo de tratamiento con TGF-B1. Este resultado
sugiere que la sobreexpresion de este receptor se relaciona con el proceso de
diferenciacion de FC a MFC, lo cual fue sustentado por un aumento paralelo en la

expresion de a-SMA.

De acuerdo a los antecedentes expuestos en la introduccion, distintos
agentes podrian estar influenciando el aumento del B1R en FC y en diferentes tipos
celulares. En relacion a la diferenciacion de FC a MFC, se tiene conocimiento que el
principal agente involucrado es TGF-B1 (9, 20), factor de crecimiento que ademas
tiene otras funciones como regular la expresion de distintas proteinas. En cuanto a
la proteina a-SMA, esta corresponde a una de las proteinas que se expresan y se
reorganizan intracelularmente una vez que los fibroblastos se diferencian a

miofibroblastos (9). Se ha establecido que el B1R es inducible y que estaria
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mediando la respuesta inflamatoria de manera cronica; mientras que el B2R al tener
un carécter constitutivo, mediaria la respuesta inflamatoria aguda (85). Lo anterior
podria correlacionar con la presencia de MFC en el tejido dafiado, ya que estas
células estarian asociadas a procesos patolégicos, y especificamente en la
reparacion de las zonas dafiadas en el corazon (9).

Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha estudiado que la sobreexpresion
del B1R por TGF-B1 estaria sucediendo a través de la activacion de diferentes vias
de sefalizacion intracelular activadas por el factor de crecimiento. Se ha determinado
que la activacién del receptor de TGF-B1 de tipo 1 (TBR1) promueve la activacion de
vias no canonicas y que estas estarian involucradas en la sobreexpresion del B1R.
Las vias transduccionales que participarian son las que activan las MAPK como JNK,
P38 y ERK1/2. En forma adicional, otros estudios han descrito que estas tres MAPK
activan a la familia de proteinas AP-1, factor transcripcional esencial para la
activacion del gen del B1R, y que tanto las vias ERK como p38 estan relacionadas
con la expresiéon génica del B1R (86). De manera similar, otro estudio demostré que
p38 y JNK estan criticamente involucradas en la regulacion de la expresion del ARN

mensajero del B1R, durante trauma vascular (51).

6.3. Localizacion subcelular del receptor B1 de cininas.

Distintas publicaciones han descrito la presencia y localizacion de los
receptores de cininas principalmente en la membrana citoplasméatica. Como se indico
anteriormente, se ha establecido que el B2R seria un receptor de caracter
constitutivo sensible a la accidon de su agonista BK, y su activacién provocaria la
generacion de segundos mensajeros intracelulares los que activarian distintas
proteinas quinasas que fosforilan residuos de serinas y treoninas en la cola
citoplasmatica carboxilo terminal. Esta fosforilacion se traduce en la internalizacién
del B2R junto a la participacion de proteinas como la B-arrestina, los cuales
posteriormente son reciclados o degradados por complejos lisosémicos (58, 87, 88).
A este respecto, se ha establecido que la conservacion de la hélice 8 intracelular en

la region carboxilo terminal, seria importante para la interaccion con la proteina G, y
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en el proceso de internalizacion del B2R es crucial, debido a la fosforilacién por
distintas quinasas las que finalmente desencadenan el proceso de internalizacion
(89).

Del mismo modo, y como se comenté anteriormente, en distintos tipos
celulares se ha descrito que el B1R es inducible; y se ha establecido, en un estado
fisioldégico normal, la inexistencia o baja cantidad de B1R en membranas plasméticas
(29). Por otro lado, se ha descrito que la accién de agonistas especificos del B1R,
provocarian la preservacion de estos en la membrana, generando sefiales
intracelulares, las cuales no activan fenémenos de internalizacién, debido a la falta

de residuos fosforilables en la cola citoplasmastica del B1R (44, 58).

Ya habiéndose establecido la presencia de este receptor en FC y MFC, nos
enfocamos en estudiar y obtener los pardmetros farmacologicos de Bmax y Kd. Los
resultados obtenidos mostraron que el B1R se encontraba en membranas
plasmaticas de ambos tipos celulares, y a través de las curvas de desplazamiento
demostramos que los MFC poseian mayor numero de receptores respecto de los FC;
sin embargo, los valores de Kd fueron similares. Por otro lado, los resultados de
inmunolocalizacién nos mostraron que en fibroblastos, el B1R se encontraba
principalmente a nivel citoplasmatico, perinuclear y nuclear; patrén que también se
observd en MFC, en los cudles el B1R se encontraba marcadamente en la membrana
celular. En forma adicional, nuestros resultados de fraccionamiento subcelular nos
confirmaron que el receptor se encontraba presente en el nicleo de FC y MFC,
corroborando los resultados obtenidos en los experimentos de inmunolocalizaciéon
celular. Estos hallazgos mostraron cierta discordancia con los ensayos de
radioligandos, principalmente en lo que compete a la existencia del B1R en las
membranas plasméticas de FC, debido a que utilizando este tipo de metodologias
fue posible detectar la presencia del receptor en la membrana citoplasmatica;
mientras que por técnicas de inmunolocalizacién fue imposible discriminar su
existencia en la membrana celular de los FC. La posible razén que explicaria esta
discordancia, radica principalmente a las sensibilidades de las técnicas utilizadas,
debido a que los ensayos de desplazamiento con radioligando son mucho mas

sensibles que otras técnicas para evaluar proteinas en membranas plasmaticas,
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sugiriendo efectivamente la presencia del receptor a nivel de la membrana

plasmatica tanto en FC como en MFC.

La mayoria de los experimentos descritos en los antecedentes bibliograficos
gue se refieren a la activacion de los receptores acoplados a proteina G (GPCR), se
ha realizado con receptores localizados en la membrana citoplasmética, generando
una cascada de respuestas intracelulares. Sin embargo, recientemente se ha
establecido que varios GPCRs se localizan y sefializan en la membrana nuclear en
diferentes tipos celulares como neuronas, hepatocitos y cardiomiocitos (90). En
cardiomiocitos de rata adulta, se ha descrito la existencia de receptores a1-
adrenérgicos a nivel nuclear, los cuales han evidenciado que presentan sefializacion
intranuclear y por tanto, una funcionalidad dentro de la célula, activando proteinas
como ERK1/2 (91). Por otro lado, también se ha demostrado que los receptores B-
adrenérgicos estarian localizados en el nlcleo de cardiomiocitos, sefializando a
través de diversas proteinas que tienen trafico hacia esta estructura celular, como
adenilato ciclasa (AC), PKA, PLC, lo que daria cuenta de la funcionalidad de estos
receptores a nivel nuclear (92). En forma adicional, se ha establecido la existencia
de receptores AT1 de Ang Il y de receptores B2 de cininas en el nucleoplasma del
nacleo de lineas celulares de pulmén (HEK293), los cuales se ubican en ésta

estructura celular independiente de la accién de sus respectivos agonistas (93).

A pesar de los antecedentes, la presencia y la funciéon de los GPCR en
estructuras nucleares son poco claras en relacion a los procesos celulares que ellos
pueden regular. Respecto de su localizacién nuclear, se ha hipotetizado que la
existencia de GPCR sucederia mediante la incorporacién de estos al nucleoplasma
a través de micelas, donde quedarian retenidos en la membrana nuclear para
generar sefializacion en el ndcleo celular (93). En relacion a esto, la presencia del
B1R en distintos compartimentos celulares estaria de acuerdo al comportamiento de
algunos tipos de GPCRs. La funcién que tendria el B1R dentro del nacleo celular de
FC y MFC, permanece desconocida, por lo que se requeriria de un estudio mas

acabado para encontrar dicha funcion.
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6.4. Funcionalidad de receptores de cininas en fibroblastos y miofbroblastos

cardiacos.

La funcionalidad de los receptores de cininas en distintos tipos celulares, ha
sido descrita mediante la observacion de cambios a nivel intracelular de mediadores
de la sefalizacion de B1R y B2R, siendo uno de ellos el estudio de movimientos de
calcio intracelular ([Ca*?];). Se ha demostrado que la activacién de los receptores de
cininas induce un aumento transitorio de [Ca*?];, en diferentes tipos celulares. Del
mismo modo, se ha establecido que en las células de la musculatura lisa vascular,
la estimulacion del B2R trae consigo un incremento transitorio de [Ca*?]; con una baja
participacion de Ca*? extracelular ([Ca*?]e), indicando que se debe mayoritariamente
a la liberacion desde compartimentos intracelulares; mientras que la estimulacion del
B1R evidencia un aumento sostenido y significativo de [Ca*?] con una fuerte
dependencia de [Ca*?]e (44, 46).

Para estudiar la funcionalidad de los receptores de cininas en FC y MFC, las
células se incubaron con una sonda sensible a calcio. Los resultados mostraron que
BK (100 nM) era capaz de producir movimientos de [Ca*?] tanto en FC como MFC,
sugiriendo la presencia y funcionalidad del B2R en ambos tipos celulares. Ademas,
la sefial de calcio provocada por BK se caracteriz6 mediante la utilizacién de
antagonistas del B2R, Hoe-140 y del B1R, Leu-8. Los resultados establecieron que
la sefial de calcio producida por BK era exclusivamente a través del B2R. Estos
resultados concuerdan con lo ya establecido en la literatura acerca de la presencia y
funcién del B2R en FC. Sin embargo, en MFC no se habia descrito la presencia y
funcion de este receptor. Estos antecedentes corroboran que el B2R seria un

receptor constitutivo.

Por otro lado, al estudiar los movimientos de [Ca*?]i en MFC, los efectos de
DAKD (100 nM) mostraron que hubo cambios en la fluorescencia relativa de la sonda,
sugiriendo la presencia y funcionalidad de este receptor en estas células. Ademas,
esta sefal fue bloqueada por Leu-8, pero no por Hoe-140, indicando la especificidad

de los agonistas sobre sus respectivos receptores. En FC, no hubo aumento de
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[Ca*?]; tras la estimulacién con DAKD, lo que estaria sugiriendo que B1R, a pesar de

estar en la membrana como se discutié en el punto 6.2, no seria funcional.

Cabe mencionar, que no se realizaron experimentos para caracterizar el
origen de la sefial de calcio, es decir si fue de origen, intracelular o extracelular; sin
embargo, se ha demostrado ampliamente la participacion al menos del calcio de
origen intracelular en la activacion de los receptores de cininas (44).

6.5. Relocalizacion y funcionalidad de B1R en fibroblastos cardiacos.

En términos generales, la activacion de los GPCRs por sus agonistas
desencadena una serie de efectos transduccionales que llevan a la activacion de
diversas proteinas intracelulares que gatillan variados efectos celulares. Estos
receptores reclutan distintos agentes para finalizar la activacién, tales como la B-
arrestina que permite la redistribucibn de estas estructuras por efectos de
desensiblizacion e internalizacion. En general, tras la estimulacion se genera un
trafico fluido de receptores a nivel celular, llevandolos a procesos de degradacion por
complejos lisosomales o por el proteosoma, ademas de poder ser reciclados para su
relocalizacion en la membrana plasmatica (94). En este sentido, el B2R, es un
receptor que tiene un determinado trafico celular, provocado por su agonista,
llevandolo a procesos de desensibilizacion e internalizacién, donde algunos han
descrito que depende de proteinas como la B-arrestina (44), mientras que otros
grupos han establecido que depende de caveolas (88). Por otro lado, existen algunos
GPCR que sufren escasa desensibilizacion provocada por agonistas por la falta de
residuos fosforilables en la cola citoplasmatica, ejemplo de ello es el B1R (44). A
pesar de ello, estos tipos de receptores sufren cambios de distribucion dentro de las
células provocados por la estimulacion por sus propios agonistas, siendo

fundamental a la hora de generar una respuesta celular.

De los resultados obtenidos en esta tesis, destaca que en FC, DAKD (100
nM) fue incapaz de inducir un aumento en el calcio intracelular (punto 6.2). En este
sentido, y para determinar si la redistribucion del receptor hacia la membrana

plasmatica podria dar cuenta de la funcionalidad del receptor, los FC se preincubaron
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durante 30 min con DAKD, y luego se volvio a estimular con el mismo agonista, dando
como resultado aumento de calcio intracelular. Ademas, por inmunofluorescencia,
determinamos que la preincubacion de FC con DAKD, agonista del B1R, cambiaba
la marca fluorescente, dando cuenta de una mayor localizacion del receptor en la
membrana plasmatica. Estos resultados en su conjunto sugieren, que en FC el B1R
esta presente en distintas estructuras celulares incluso en la membrana plasmatica;
pero no tendria una funcionalidad aparente debido a que no se desencadenaria
respuesta frente a una estimulacién con el agonista especifico del receptor hasta no

alcanzar una concentracion de receptor umbral en dicha membrana.

La posible razén de no observar sefiales de calcio provocadas por la accion
de DAKD puede deberse a que la presencia de B1IR en membrana plasmaticas es
muy baja, siendo incapaz de provocar cambios significativos a nivel de sefalizacion
intracelular. Sin embargo, la preincubaciébn con DAKD estaria produciendo
redistribucion del receptor aumentando su localizaciéon en la membrana para asi
producir efectos celulares, representados por sefiales de calcio. Desde este punto
de vista, estos resultados son similares a los descritos por otros autores, aunque en
otros tipos celulares. En este sentido, el grupo de Enquist y cols., encontraron que
en lineas celulares de pulmoén, la presencia del B1R estaria principalmente en
compartimientos celulares (vesiculas) y no en la membrana celular. A través de la
activacion del B1R con su propio agonista se estaria promoviendo el transito
vesicular del receptor y esto estaria aumentando el nUmero de receptores en la
membrana celular permitiendo su exposicion en la superficie celular. El principal
argumento de este grupo, refiere a que en este tipo de células, la accién de DAKD
impide que el B1R sea degradado por el proteosoma, ya que el receptor se encuentra
constantemente bajo este proceso cuando esta en estado inactivo y localizado
intracelularmente (73). Ademas, bajo el punto de vista de la degradaciéon de B1R a
través del proteosoma, se ha descrito que este receptor requeriria la formacion de
homodimeros para poder salir del reticulo plasmatico y ser presentados en la
membrana plasmatica. Este reporte da cuenta que seria necesaria la formacion de
dimeros para la estabilizacion en la membrana plasmética de B1R y salir de la

constante degradacion que estaria sufriendo por parte del proteosoma (95). Por otro
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lado, el mismo grupo report6 recientemente que B1R espontaneamente esta bajo el
proceso degradativo debido a que este se esta internalizando constantemente sin
previa estimulacion. El agonista provocaria la estabilizacion en la membrana, pero
no impediria la endocitosis del receptor, siendo este proceso participante de la
sefializacion celular. Es por ello, que se ha descrito en algunos tipos celulares que
B1R provocaria una sefializacion sostenida a diferencia de B2R, donde el proceso
de activacién mediada por el agonista, rApidamente genera la desensibilizacién del
receptor (96). En forma adicional, se ha reportado que la accion de DAKD en células
IMR-90 no solo aumenta la cantidad de receptores B1 en la superficie celular, sino
gue también induce su expresion (56). Asimismo, el grupo de Sabourin y cols.,
describié en células HEK 293 la observacion de un patron similar de distribucién del
B1R, evidencidndose el aumento de este receptor en la superficie celular tras la
incubacién con DAKD. Ademds, se describi6 que el transito vesicular estaria
asociado a caveolas, especificamente a caveolina-1 (97). Estos hallazgos han sido
fortalecidos por el estudio de la expresion del B1R en la superficie celular mediante
la utilizacion de ligandos fluorescentes descrito en el trabajo del grupo Bawolak y
cols., donde en células HEK 293 se ligaron distintos tipos de agonistas del receptor
con fluoréforos, estableciéndose que la utilizacion de ellos en estas células,
provocaba una distribucion del receptor asociandose a caveolas y con un pequefio

porcentaje de B1R internalizado (98).

A pesar de los antecedentes expuestos que fortalecen los resultados
obtenidos en esta tesis, existen divergencias como las tratadas por el mismo grupo
de Sabourin y cols., quienes en investigaciones previas, y en células de la
musculatura lisa (SMC) de aorta de conejo, demostraron que la acciéon de un agonista
de B1R noinduce el aumento de éstos en la membrana plasmética (99). De la misma
forma, Moureau y cols., describieron en cultivo primario de SMC humano que la

accion de DAKD no tendria efecto en el aumento de B1R en la superficie celular (52).

Por otro lado, el trafico celular de GPCR requiere de la participacion
concertada de distintos agentes, siendo de trascendental importancia para que este
tipo de receptores sean expresados en la superficie celular y lleven a cabo las

distintas funciones que les competen. En este sentido, se ha descrito recientemente
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en la bibliografia que existirian distintas proteinas intracelulares que se unirian a
GPCR con el fin de modificar la localizacion de estos en los diferentes
compartimentos celulares, ademas de estabilizarlos en ellos. En relacién a ello, se
ha descrito en los receptores de calcitonina, que unirian ciertas proteinas llamadas
RAMPs (proteinas modificadoras de la actividad del receptor) que tienen la
capacidad de regular la expresion de estos receptores en la membrana plasmatica.
Estas proteinas accesorias, se asocian a un sitio alostérico de la cola citoplasmética
de este tipo de receptor, permitiendo que sea glicosilado, estado que lo lleva a salir
desde el reticulo endoplasmico, estabilizdndolo en la membrana plasmatica (100).
Asimismo, se han descrito otro tipo de proteinas que presentan dominios PDZ, las
cuales se han observado que estarian también interactuando con GPCR, uniéndose
en ciertas regiones de la cola citoplasmatica permitiendo la estabilizacién de estos
receptores en la membrana. Estos antecedentes, se han establecido principalmente
en el sistema nervioso, especificamente en receptores de glutamato y serotonina,
reflejando aumento en la respuesta mediada por estos neurotransmisores. Es mas,
se ha descrito que receptores que forman heterodimeros con dominios PDZ pueden
generar sensibilidad heteréloga, aumentando la respuesta de uno de estos
receptores por la unién de estas proteinas accesorias (100-102). En forma adicional,
se han establecido la participacion de GTPasas en la maduracidon de receptores
encontrados en el sistema de Golgi. En este sentido, se ha descrito que la activacion
de la proteina Rab, estaria involucrada en promover que los receptores a-

adrenérgicos sean expresados en la membrana plasmatica (103).

En relacion a los antecedentes expuestos, los resultados encontrados en esta
tesis, reflejarian en parte que la activacién de B1R desencadenaria cambios en su
distribucion, permitiendo la actividad de éstos en la membrana plasmatica. Esto
podria estar ligado, a que la accidon del agonista de B1R estaria inhibiendo la
constante degradacion por parte del proteosoma, a que se podria estar favoreciendo
la generacién de homodimeros que llevarian a la salida de éste desde los complejos
intracelulares, provocando la maduracion de B1R, o la influencia de otros complejos
de proteinas accesorias que llevarian a favorecer el aumento y la estabilizacion de

este tipo de receptor en la membrana plasmatica. Sin embargo, faltan estudios para
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clasificar el porqué de estos resultados, los cuales quedan en pausa para futuras

investigaciones.

Por otro lado, se encontraron divergencias entre la accion de los agonistas en
promover el trafico de B1R hacia la membrana plasmética, datos que nos sugieren
gue los efectos serian especificos para cada célula.

6.6. Efectos de las cininas en la expresién de colageno | en fibroblastos y

miofibroblastos cardiacos.

En los reportes cientificos se ha descrito ampliamente los efectos de las
cininas y su participaciéon en procesos fibréticos de algunos tejidos. En tejido
pulmonar se ha establecido que las cininas tendrian un efecto proinflamatorio y
profibrético, estableciéndose que en las células pulmonares aumentarian los niveles
de colageno (31, 104, 105). Por otro lado, en el tejido cardiovascular, las cininas
tendrian efectos cardioprotectores debido a que provocarian vasodilatacion y
disminucion de procesos fibréticos, en el caso de producirse dafio tisular, y se ha
establecido que las cininas son capaces de disminuir los niveles de Col | vy Ill,
principales proteinas componentes de la MEC del corazén (106). A nivel celular, y
especificamente en FC se ha descrito que tras la estimulacion con BK, se gatilla una

disminucion de los niveles de mRNA y proteinas de Col | y Il (61, 66).

En relacién a los resultados obtenidos en esta tesis, se observo que los MFC
presentan mayores niveles proteicos de Col | comparados con los FC, lo cual tiene
concordancia con la literatura, la que sefiala una diferencia importante entre MFC y
FC en cuanto a la produccion de MEC, siendo la primera mas secretora de estas
proteinas (9). El tratamiento con las cininas evidencié que en MFC, la estimulacion
con BK al actuar sobre el B2R, era capaz de disminuir los niveles de Col | en
aproximadamente un 40% comparado con células no tratadas. Este resultado fue en
un amplio rango de concentracién (nM y uM), asi como también de manera tiempo
dependiente (24 y 48 h). En FC, la BK disminuy6 el Col | a las 24 h a concentraciones
micromolares, mientras que a las 48 h su efecto se observo a concentraciones nano

y micromolares. Estos datos concuerdan con lo descrito en la bibliografia para BK en
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los FC, donde se estudiaron los efectos de BK sobre estas células en los mismos
rangos de concentracion. Sin embargo, no se habia establecido hasta ahora los
efectos de esta cinina en MFC, resultados que se encuentran publicados por nuestro
laboratorio (107). Por otro lado, al estudiar los efectos de DAKD sobre el B1R de
manera concentracion y tiempo dependiente, se observé una disminucién de la
expresion del Col I. La disminucién de Col | fue cerca de un 40% comparado con
células no tratadas. Sin embargo, en FC, DAKD solo fue capaz de producir una
disminucion significativa de Col |, a concentraciones altas (UM) y tiempo largos (48
h), comparados con células control. De acuerdo a lo discutido en los puntos 6.3 y
6.4, la estimulacion de los FC por DAKD no presentd efectos celulares a
concentraciones del orden nanomolar, en concordancia con lo descrito
anteriormente. Los resultados observados en FC a concentraciones elevadas de
DAKD, nos sugirio realizar experimentos de preincubacion de las células con DAKD
100 nM, pensando que concentraciones elevadas micromolares podria estar
redistribuyendo el B1R. Los resultados mostraron que a través de este tratamiento,
hubo una disminucién significativa de los niveles de proteina de Col | respecto de los
FC no tratados y tratados con DAKD en una Unica concentracion. En resumen, los
resultados sugieren que en MFC, las cininas BK y DAKD, disminuyen los niveles de
Col | comparados con células control y que estos efectos se producirian de manera
concentracion y tiempo dependiente. BK induce la reduccién de Col | a tiempos
tempranos de incubacion lo cual permanece constante a tiempos mayores.

Adicionalmente, DAKD produce el mismo efecto a tiempos mayores de incubacion.

Los efectos diferentes en la disminucion de Col | en MFC de ambas cininas,
podria deberse a la presencia de distinto nimero de B1R en comparacion con B2R
en este tipo celular. EI B1R tendria una baja presencia en la membrana celular
comparado con B2R, por lo que BK estaria ejerciendo su efecto a tiempos mas
tempranos. De acuerdo a lo descrito en la literatura, y a pesar de que el B1R es
inducible en una serie de tipos celulares, los niveles de este receptor permanecerian

por debajo del numero de receptores de B2R (48).

Por otro lado, el efecto en la disminuciéon de los niveles de Col | en FC es

diferencial a la hora de hablar de B1R o B2R, ya que en el primero se requiere de
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una preincubacion con el agonista para que el B1R esté disponible en la membrana
plasmatica, mientras que a través del B2R los efectos son inmediatos en este tipo

celular.

Los hallazgos encontrados dan cuenta de que las cininas tendrian efectos
reductores de MEC en FC y MFC, especialmente del Col I, que es la proteina mas
importante dentro del tejido cardiaco. Los resultados en MFC son la primera vez que
se describen, contribuyendo al conocimiento de estas células, que en términos
generales se han estudiado poco, pero que son de gran importancia a la hora de
establecer la patogénesis de enfermedades como la fibrosis cardiaca. Estos datos
han sido publicados recientemente por nuestro laboratorio (107).

6.7. Participacion de componentes de la via cldsica de activacion de los
receptores de cininas en la disminucion de la expresion de colageno | en

miofibroblastos cardiacos.

En relacion al estudio de la activacion de componentes de la cascada
transduccional de los receptores de cininas, se ha visto que en lineas celulares la
activacion de éstos mediante sus agonistas especificos promueve, en tiempos cortos
de tratamiento, la acumulacion de inositol fosfato, indicando con ello la activacion de
la PLC y sus segundos mensajeros rio abajo, es decir IP3 y diacilglicerol (89).
Ademads, en FC la estimulacion con BK ha mostrado aumentar también la produccién
de inositol fosfato (68). En forma adicional, se ha estudiado distintos componentes
de la via intracelular para evaluar la actividad de los receptores de cininas, como lo
son la produccion de NO, liberaciébn de AA, produccion de prostaglandinas y
aumentos intracelulares de GMPc (61, 85, 108-110). Por otro lado, se ha estudiado
ampliamente la funcionalidad de receptores de cininas mediante la observacion de
los cambios en los movimientos intracelulares de calcio, como se mencioné en el

punto 6.2.

En relacién a los componentes de las vias transduccionales que participan en

la disminucion de los niveles de Col I, se ha descrito en FC de rata adulta que la
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activacion de B2R por BK reduce el Col | con la participacion de AA, COX y PGl;
(66). Sin embargo en MFC, la informacion que se conoce es practicamente nula.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, en primera instancia, se
evalud la selectividad de cada agonista sobre su respectivo receptor, observandose
que la utilizacion del antagonista especifico de B1R previno los efectos reductores
del Col | provocados por DAKD, mientras que los efectos de BK se mantuvieron.
Posteriormente, se utilizaron diversos inhibidores de los componentes de la via
transduccional activada a través de los receptores de cininas. En primera instancia,
se utilizé un inhibidor de PLC, el cual fue letal para los MFC, no pudiendo evaluar la
participacion directa de esta proteina en los efectos de las cininas en la reduccion de
la expresion de Col I. Sin embargo, a través de los resultados obtenidos de la
estimulacion de las células con las cininas para evaluar las sefiales de calcio, se
puede deducir gue PLC estaria participando de la activacion de los receptores debido
a que es necesario un aumento de IP3, producto de la activacion de PLC, para
producir liberacion intracelular de calcio desde los reservorios del reticulo
endoplasmatico, como describe la literatura para la activacion de los receptores de
cininas (44). De igual forma, la participacién del calcio tampoco se evallo
directamente debido a que el tratamiento de las células con quelantes de calcio por
largos periodos de tiempo, produce muerte celular. Por otro lado, se establecié que
cuando se preincubaron MFC con inhibidores de PKC y PLA2, los efectos
provocados por BK y DAKD en la disminucion del Col | fueron prevenidos,
evidenciando la participacion de estas proteinas en la reduccion de la expresiéon de
Col I. Asimismo, se quiso establecer la participacion de COX-2 en el proceso, para
lo cual se utilizaron tres inhibidores. En primer lugar, se usé un inhibidor inespecifico
de COX, indometacina, y la preincubacion de las células con este agente impidio los
efectos de las cininas sobre la reduccion de los niveles de Col I. Ademas, para
establecer la participacion exclusiva de COX-2 en la activacion de la via
transduccional de los receptores de cininas, se utilizé un inhibidor especifico de esa
isoforma, rofecoxib, el cual previno los efectos de las cininas en la reduccion del Col
I. Por otro lado, para determinar que COX-1 no participaba del efecto de las cininas,

se utilizé un inhibidor especifico de esta proteina, SC-560, el cual fue incapaz de
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impedir la accién de las cininas en MFC en la disminucion del Col I. De acuerdo a
estos resultados, sélo COX-2 participaria en la via de activacion de los receptores de
cininas que reducen los niveles de expresion de Col I. En este sentido, en nuestro
laboratorio se ha establecido en FC y MFC, mediante WB, la presencia de COX-2,
siendo estadisticamente mayor en MFC, dando cuenta del caracter inducible de esta
proteina. Por otro lado y en relacibn a COX-1, los antecedentes de nuestro
laboratorio establecen que esta enzima no se encuentra presente en MFC,

corroborando los resultados obtenidos (107).

Por otro lado, uno de los productos de la enzima COX-2 es la produccion de
prostaglandinas como la prostaciclina (PGl;). La activacion de B1R y B2R
desencadena al final aumentos en los niveles de PGl,, por lo que se decidio estudiar
el efecto de las cininas en la produccion de elementos inflamatorios. Nuestros
resultados mostraron que tanto DAKD como BK fueron capaces de aumentar la
liberacion de PGl desde MFC; mientras que los niveles de PGE,, otra
prostaglandina que pudiera estar participando en el proceso, estaba por debajo del
limite de deteccion de la metodologia utilizada. Estos resultados sugieren por un
lado, que en MFC, la activacién de B1R y B2R no promoveria la liberacion de esta
prostaglandina, y por otro lado, que la produccion basal de PGE; seria minima en

este tipo celular

Finalmente, al evaluar la participacién de los receptores de prostaciclina (IPR)
en la disminucion de los niveles de Col |, nuestros resultados mostraron que al ocupar
un antagonista especifico de este receptor, los efectos de DAKD y BK sobre los
niveles de Col | fueron prevenidos, dando cuenta de su participacién en la via
transduccional. En relacion a lo reportado en la bibliografia, Gallager y cols.,
describieron que en FC, los efectos de BK fueron prevenidos con indometacina.
Ademas, se describié que BK promovia la liberacion de PGl (66). Sin embargo, en

MFCs no se habian descrito estos efectos.

A nivel del tejido cardiaco se ha sugerido que el efecto de las cininas seria
principalmente de tipo antifibrético tanto in vitro como in vivo (61, 66, 106). Por otro

lado, se ha estudiado que B1R y B2R (en distintos tipos celulares), comparten la
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misma via transduccional, la cual estaria descrita por la activacién rio abajo de
proteinas como PLC/PKC/PLA2/COX-2, las que llevan a la liberacién de
prostaglandinas, ademas de la liberacién de Oxido nitrico por la activacion de las
enzimas eNOS e iNOS (45), las cuales también han sido descritas como las vias
clasicas de activacion intracelular. En relacion a lo establecido en la literatura, no
solo se ha establecido la liberacion de elementos inflamatorios como las
prostaglandinas, sino que también la liberacion de NO por FC (61). Antecedentes de
nuestro laboratorio han demostrado que en relacion a las NOS, iNOS solamente
estaria presente en FC. Por otro lado, la proteina eNOS, no se presentaria ni en FC
ni en MFC (107). La accién de las cininas BK y DAKD en MFC estaria disminuyendo
la secrecion de Col | solo a través de la participacion de COXs, ya que los inhibidores
de iINOS fueron incapaces de bloguear el efecto de estos péptidos (107). Estos datos,
estan de acuerdo con los hallazgos de esta tesis, en relacion a la participacion de
COX-2, ya que solo esta enzima estaria en MFC. Sin embargo, se ha demostrado
gue la accion de BK en FC estaria reduciendo la secrecién de Col | a través de la
participacion de COXs (1 y 2), mediante la utilizacion de indometacina para inhibir
esta proteina, y también a través de iNOS, donde se utiliz6 un inhibidor inespecificos
de NOS, L-NAME y un inhibidor especifico de iINOS, 1400W (107). Estos resultados
indicarian que en FC tanto el NO como la PGI. serian los mediadores responsables
de disminuir la sintesis de Col I. En su conjunto estos resultados remarcan las
notables diferencias que existirian entre FC y MFC en la disminucion de Col |,
inducido por las cininas. A pesar de estos hallazgos, hace falta estudiar en mas
detalle si las COXs estaria efectivamente participando en la disminucién de los
niveles de Col | en FC y ademas si seria la misma via transduccional la involucrada
en la liberacion de NO. Ademas, estos resultados solo muestran una aproximacion a
la via transduccional clasica activada por cininas, debido a que no se determinoé la
temporalidad de la activacién de cada componente estudiado. Para ello, habria sido
necesario evaluar la actividad o la produccion de distintas sustancias por cada uno

de éstos tras la activacion de los receptores de cininas por sus agonistas especificos

Por otro lado, en la literatura se han descrito muchos trabajos en los cuales

se destaca la importancia que tendria la participacion de COX-2 en la sintesis de
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prostaglandinas que favorecen los procesos antifibroticos. En este sentido, se ha
descrito que la accién de COX-2 induce un aumento de los niveles de PGE; y PGl»
(66, 111). En relacion a la primera, se ha descrito en fibroblastos de pulmén que
PGE, estaria provocando supresion de la proliferacion y de la produccion de
colageno (112). Ademas, se ha demostrado que el engrosamiento de las paredes
pulmonares y con ello la fibrosis pulmonar, se relaciona con la supresion de la
expresion de COX-2 y de la sintesis de PGE; (113, 114). Del mismo modo, Kolodsick
y cols., describieron que en lineas fibroblastos pulmonares, el tratamiento con PGE;
era capaz de inhibir la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, inducida por
TGF-B1, lo que correlaciona con una disminucién en la sintesis de MEC (115). Por
otro lado, en otros tejidos, se ha estudiado que los efectos de PGE; serian los mismos
a los observados en el pulmén. De manera analoga, en células de las cuerdas
vocales, esta misma prostaglandina disminuiria la secrecion de colageno y la tasa de
migracion celular, efectos que previenen la fibrosis de ese tejido (116). En el tejido
cardiovascular también se han descrito efectos beneficiosos de PGE;. En
cardiomiocitos de rata neonata, los efectos de esta prostaglandina serian de caracter
hipertréfico. Mendez y cols., describieron que el tratamiento de estas células con
PGE; aumentaba los niveles de proteinas contractiles. Estos efectos se relacionaban
con procesos inflamatorios y se observd un aumento en la expresion de COX-2.
Ademas este mismo grupo, describi6 que en FC, que los efectos de esta
prostaglandina era minimos debido a una baja produccién basal (80). Por otro lado,
Harding y cols., han estudiado que la PGE; (a tiempos cortos de tratamiento) produce
un aumento trascendental de la proliferacion celular de los FC neonatos, lo cual
estaria conduciendo a un aumento en la sintesis de colageno (117). En relacion
especificamente a estos antecedentes en FC, podemos decir que los resultados de
esta tesis en MFC, sugiere que en ambos tipos celulares PGE2 no seria secretado y

aparentemente no tendria efectos antifibréticos.

En relacion a la produccion de PGl;, se ha descrito en el tejido renal y
cardiaco, que esta prostaglandina seria importante para la mantencién del érgano,
ya que la ausencia de COX, disminuye los niveles de PGl;, generado diversos

problemas en el tejido dentro de los cuales esté la formacién de fibrosis (118). Por
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otro lado, en lineas celulares de piel se ha descrito que analogos de esta
prostaglandina suprimen procesos fibréticos, especificamente disminuyendo los
niveles de colageno (119). Se ha establecido en el tejido pulmonar, que la presencia
de PGI; previene la fibrosis mediante la disminucién de infiltrados inflamatorios al
tejido como también disminuyendo los depositos de colageno (120). En forma
adicional, se ha establecido que la acciéon de agentes inhibidores especificos de
COX-2 tendrian un efecto deletéreo a nivel cardiovascular radicado principalmente
por el desacople de esta enzima con PGI sintasa, proteina encargada de la
produccion de PGl;(121).

Ademas de lo expuesto anteriormente, se ha establecido que la liberacion de
estos prostanoides tendria un efecto diferencial en las células mesenquimaticas,
como lo son los fibroblastos. En estas células, PGE; estaria actuando a tiempos
tempranos promoviendo la fase inflamatoria de la cicatrizacion de la herida y
secundariamente, activando los fibroblastos. Por otro lado, PGI, estaria siendo
liberado a tiempos mas largos, antagonizando los efectos secretores que se

producen por la inhibicién de los fibroblastos activados via MAPkinasa (111).

En su conjunto y de acuerdo a los resultados encontrados, la participacion de
la via canénica de activacion de los receptores de cininas por sus agonistas en MFC,
estaria permitiendo la liberacion de prostaciclina y ésta en forma autocrina estaria
actuando a través de IPR desencadenando la diminucién de Col I. De acuerdo a esto,
en la literatura se ha descrito que el principal mediador involucrado en el efecto
antifibrético en FC es AMPc (adenosin monofosfato ciclico), el cual se encuentra rio
abajo de la activacion de los receptores de PGI; (122). En forma adicional, el grupo
de Chany cols., ha demostrado la supresion de la fibrosis cardiaca por PGI; a través
de la participacion de CREB en el proceso, proteina que se encuentra rio debajo de
la activacion de PKA (123). Ademas, se ha determinado en FC de conejo que AMPc
podria estar directamente relacionado con la reduccién de la respuesta fibrética
desencadenada por TGF-B1, particularmente con la activacion de la transcripcion
génica de colageno, asi como también por la reduccion de la transformacion de FC
a MFC (124). Por otro lado, en otros tejidos también se ha descrito la participacion

de AMPc en la disminucién de procesos fibréticos. Kamio y cols., describieron en
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células pulmonares que la estimulacion con analogos de PGl;, disminuiria la
secrecion de fibronectina, componente de la MEC, mediante el aumento de los
niveles de AMPc y de la activacion de PKA (125).

En nuestro laboratorio y en forma paralela a este trabajo de tesis, se ha
estudiado el efecto en FC y en MFC de distintos agonitas 3-adrenérgico en los niveles
de expresion de Col |I. Se ha determinado que existe una disminucion
estadisticamente significativa con respecto a células control de los niveles proteicos
de Col | en respuesta a estos agonistas (126). Ademas, se ha observado el mismo
efecto con activadores de la adenilato ciclasa, como forskolina, el cual induce un
aumento de AMPc. Por otro lado, también se ha estudiado la participacion de EPAC-
1 (proteina intercambiadora de nucleétidos de guanina) en la expresion de Col I.
EPAC-1 es regulado principalmente por los niveles intracelulares de AMPc (al igual
gue PKA), y se ha descrito que su activacion en FC disminuye la expresion de Col |
y lll, ademas de estar participando en otros procesos celulares como la migracion
(122). Los resultados de nuestro laboratorio evidencian que tanto en FC como en
MFC, EPAC-1 estaria participando en la disminucién de los niveles de proteina de
Col | (127).

Desde otro punto de vista, el aumento en la secrecion de prostaglandinas
inducido por las cininas en MFC observado en esta tesis, no solo disminuiria los
niveles de Col | a través de la activacion de sus receptores, sino que ademas, podria
llevar a otros efectos celulares, en los cuales se exacerba la respuesta inflamatoria,
una de las principales respuestas fisiolégicas mediadas por las cininas y las

prostaglandinas. Estos efectos no han sido estudiados aun en MFC.

Por otro lado, es importante destacar que los agentes inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (iIECAs), se han descrito como antifibréticos a nivel
renal y cardiovascular, y se ha propuesto en la literatura, que estarian ejerciendo sus
efectos no solo disminuyendo los niveles de Ang Il si no que principalmente por el
aumento local de cininas. Ademas, se ha propuesto que los iIECAs potencian los
efectos antifibréticos de las cininas. Por otro lado, se ha descrito que la utilizacion de

antagonistas de B2R contrarrestan los efectos relacionados a los iECA (45).
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Finalmente, los resultados mostrados en esta tesis, permiten sugerir que el
receptor B1 de cininas estaria activando componentes de una via transduccional
similar a la activada por el B2R en MFC. En esta sefal, estarian participando
[Ca*?i/PKC/PLA2/COX-2/PGI./IPR, a través de la cual se previene la sintesis de Col
I, teniendo un marcado efecto antifibrético
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7. Conclusiones
Los resultados obtenidos en esta tesis permiten concluir que:

¢ En FCyMFC se encuentran ambos subtipos de receptores de cininas, los cuales
tras su activacion producen movimientos de calcio.

¢ BI1R se halla mayoritariamente en miofibroblastos, concentrdndose a nivel de la
membrana plasmatica, perinuclear y nuclear; mientras que en FC, el B1R se
encuentra principalmente a nivel intracelular.

e En FC la preincubacion con un agonista del B1R promueve la redistribucion de
B1R, favoreciendo su localizacién en la membrana plasmatica.

e La activacion de los receptores de cininas en MFC produce una disminucion de
la expresion del Col I.

e Al ser activado el B2R, este fenbmeno sucede a tiempos tempranos de
incubacién, mientras que la activacion del B1R reduce los niveles de Col | en
periodos mas largos de tratamiento.

e Al realizar una preincubacién con el agonista, se evidencia que la activacion del
B1R produce reduccién del Col I, resultado relacionado a la redistribucion del
receptor.

e Al estudiar los componentes de la via transduccional que estaria involucrada en
la disminucién del Col | en MFC mediado por cininas, se establece que tanto B1R
como B2R comparten los mismos donde participan: PKC, PLA2, COX-2, PGl; e
IPR.

e Ademas, se establece la participacion de los receptores de prostaciclina en la

disminucién de Col | mediada por cininas.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1: Controles de inmunofluorescencias de FC y MFC

Se realizaron algunos controles de las inmunofluorescencias. En la figura
Anexo 1, se muestra el resultado del experimento realizada contra B1R sin incluir la
tincion de nucleo Hoechst, la cual se pensé que podia estar influenciando la marca
nuclear fluorescente. Los resultaron evidenciaron que la marca nuclear permanecio
tanto para FC (Anexo 1A) como para MFC (Anexo 1B), mostrandose el mismo patrén
gue la inmunofluorescencia de la figura 11.

FC MFC

S/HOECHST

S/ primario

Anexo 1. Controles inmunofluorescencia de B1R en fibroblastos y miofibroblastos
cardiacos. FC y MFC se fijaron y se permeabilizaron en un cubreobjeto. A, FC B, MFC se
incubaron con anticuerpo primario contra B1R y posteriormente sometidos a un anticuerpo
secundario ALEXA 488 verde. C, FC D, MFC se incubaron con un anticuerpo secundario ALEXA
488 verde. Fotografias tomadas por microscopio confocal resolucién 40X.

91



Ademés, se realizd6 el control del anticuerpo primario contra BI1R,
excluyéndolo del experimento. En la figura Anexo 1C y Anexo 1D, muestra a FC y
MFC respectivamente, donde los resultados evidenciaron la inexistencia de una
marca fluorescente lo que da cuenta de la especificidad del anticuerpo por B1R.

8.2. Anexo 2: Controles de inmunofluorescencias de FC y MFC tras el
tratamiento con DAKD.

En la figura del anexo 2 se muestran los resultados obtenidos de los controles
realizados de las inmunofluorescencias tras el tratamiento con DAKD 100 nM de FC
y MFC. En el anexo 2, la figura A y B representan las inmunoflorescencias en las
cuales no se incluyd la tincion de nucleo HOECHST. Los resultados evidenciaron
gue tras el tratamiento con el agonista de B1R se presenta el mismo patrén de
distribucién celular del receptor en FC, encontrdndose en membranas plasméticas y
citoplasma (figura A). Ademas, no se observaron cambios en la distribucion de B1R
tras la incubacion con DAKD en MFC (figura B). En las figuras C y D, se muestra las
inmunofluorescencias que representan los experimentos realizados sin el anticuerpo
primario. Los resultados evidenciaron tanto para FC como MFC que la marca

fluorescente fue exclusiva para el B1R.
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FC MFC

S/HOECHST

S/ primario

Anexo 2. Controles inmunofluorescencia de B1R en fibroblastos y miofibroblastos
cardiacos tras tratamiento con DAKD. FC y MFC se fijaron y se permeabilizaron en un
cubreobjeto. A, FC B, MFC se incubaron con anticuerpo primario contra B1R y posteriormente
sometidos a un anticuerpo secundario ALEXA 488 verde. C, FC D, MFC se incubaron con un
anticuerpo secundario ALEXA 488 verde Fotografias tomadas por microscopio confocal
resolucién 40X.

8.3. Anexo 3: Viabilidad celular de miofibroblastos cardiacos frente a la accién

de inhibidores proteicos.

Se realizaron estudios de viabilidad celular de MFC frente a distintos
inhibidores para evaluar la concentracion efectiva y no toxica para las células, al
tratar MFC durante 48 h con estos agentes. En la figura Anexo 3, se observa el
estudio de viabilidad realizado para tres inhibidores utilizados en los experimentos.
La figura A, muestra el uso de U-73122, inhibidor de la PLC, donde se evidenci6 que
era letal para MFC a las concentraciones registradas en la literatura. La figura B,
muestra la grafica de viabilidad para la utilizacién de rofecoxib como inhibidor
especifico de COX-2. Los resultados mostraron que ninguna de las concentraciones
utilizadas disminuyé la viabilidad de MFC. Finalmente, en la figura C, se muestra la

gréfica de viabilidad para evaluar los efectos de MAFP, inhibidor de PLA2. Los
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resultados mostraron que a concentraciones elevadas este agente era practicamente
letal para MFC, pero a concentraciones de 2 uM, el inhibidor no producia muerte de

estas células, concentracion registrada en la bibliografia como inhibitoria de la

proteina.
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Anexo 3. Viabilidad de miofibroblastos cardiacos frente a inhibidores. MFC fueron tratados
por 48 h con distintos inhibidores: A, U73122 inhibidor de PLC; B, Rofecoxib inhibidor especifico
de COX-2; C, MAFP, inhibidor de PLA2. Las células se soltaron con Acutase® y se contaron a
través del microscopio de luz con azul de tripan en una cédmara de Neubauer. Experimentos
independientes n=5. *p<0,05 vs control; ***p<0,001 vs control.
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