Universidad de Chile
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

“Participacion de lipoproteina de baja densidad oxidada
(oxLDL) en lainduccidon de autofagiay sobrevida de
miofibroblastos cardiacos”

Memoria de titulo para optar al titulo de Quimico Farmacéutico por:

Gabriel Ignacio Ceballos Zuiiga

Profesora patrocinante Directores

Lorena Garcia Nannig, PhD. Lorena Garcia Nannig, PhD.
Hugo Diaz Alvarado, Ms.
Laboratorio de Inflamacién y Estrés
Oxidativo Cardiovascular. Laboratorio de Inflamacién y Estrés
Dpto de Bioquimica y Biologia Molecular. Oxidativo Cardiovascular.
Dpto de Bioquimica y Biologia Molecular.

Santiago — Chile
2016



FINANCIAMIENTO
Proyecto FONDECYT 1140713 (Lorena Garcia, investigadora responsable)

Centro FONDAP 15130011 (Lorena Garcia, investigadora asociada)



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a mi gran familia, partiendo por mis padres: Roberto y Soledad,
quienes desde que tengo uso de razon han creido en mi y mis habilidades y me han
brindado su total apoyo y amor a lo largo de toda mi vida. Me ha aguantado, soportado y
guiado como nadie y este logro es para ellos mas que nadie, pues desde nifio supe que
era capaz; y si no hubiese tenido esa certeza, quizas ni lo hubiese intentado.

A mis hermanas: Tania, por apoyarme, amarme y malcriarme desde que llegue a
su vida, por siempre estar dispuesta a cederme lo suyo y por la comprensién que me ha
tenido especialmente este ultimo tiempo; y Constanza por darnos una oportunidad como
familia y unirse a nosotros y a mi vida, entregando todo su amor y recibiendo todo el
nuestro, brindandome alegria cada vez que nos vemos y sonriendo para mi como sueles
hacer.

A mi polola, Constanza (si, se llama igual que mi hermana), por soportarme y
guiarme en todo este proceso de memoria de titulo. Cada vez que dude o me senti
incapaz ella me mostraba o ayudaba a encontrar la respuesta para seguir, fue capaz de
acompafarme en cada momento del desarrollo de este trabajo y no sé como pero me
aguanté como nadie. Sin ti, pucha que me hubiese costado. jTe amol.

A mis abuelos: Mi tata Jorge, mi Abuely, mi Tata Tito, y mi Abuelita Georgina.
Cada uno de ellos contribuydé enormemente en definirme como nifio, joven, y persona.
Siempre agradeceré a la vida por permitirme crecer con mis 4 abuelos cerca de mi, fui y
soy muy afortunado (¢ Quién vive con sus 4 abuelos a menos de 4 cuadras?). Cada uno
de ellos me crio, educd, malcrid, y ensefid; y lo siguen y seguiran haciendo. Pues a pesar
de que ya no todos estan (Te amo abuelita), todo lo que han dejado es un monton de
experiencia de vida, la cual aun no he terminado de recibir.

A mis tios y tias, especialmente a Laly, Mauro, Marianella, Claudia, Maricella, Leo
y Juan. Desde chiquitito fueron fundamentales en mi crecimiento, cada cual mostrandome
la vida de diferentes maneras y dandome diferentes experiencias. Mi tia Laly y mi tio
Mauro que siempre me han recibido en su casa como si fuera un hijo mas, mi tia
Marianella quien me demostré que el amor va mas alla de los kildmetros de distancia y el
tiempo que uno puede estar sin ver a sus seres queridos, la Claudia quién me regaloneo
desde nifiito siempre se preocupo de estar presente y ser alguien en mi vida, la Mary por

ensefarme lo que es el sacrificio y un amor mas alla de lo “convencional” hacia los



padres, a mi Tio Leo por la infancia que me dejé vivir con él, y por seguir en mi vida y a mi
Tio Juan por el carifio que siempre me ha entregado y quien hoy mas que nunca necesita
de nuestro apoyo.

A mis primos: Franco, Mauricio, Nicolas, Rodrigo, Fernando y Martin. El Franco, el
Mao y el Nico desde siempre fueron mis companeros de juegos, aun ni siquiera tenia uso
de razdon y ya estaba con el Franco, luego nacidé el Mao y finalmente el Nico.
Sinceramente no recuerdo mi vida sin ellos y estoy muy feliz y agradecido de que
nuestros lazos sean tan fuertes como para seguir siendo los mismos cabros chicos de
siempre. Rodrigo es mi primo mayor, y lo conoci ya mas grande pues no vivia en Chile.
Desde que apareciéo en mi vida fue un pilar fundamental para mi, pues su apoyo, sus
consejos, y su constante preocupacion hicieron de él, alguien a quien admiro y que me
ayudo a definirme, ser como soy, y ser como quiero ser. Fernando y Martin son los
menores, cada cual me da una alegria particular y Unica, y me han hecho querer mejorar
como persona para ojala yo ser un buen ejemplo para ellos.

A mis amigos del liceo: Esteban, Ivan, Miguel, Matias, Ignacio y Myron. De alguna
forma nos las arreglamos para mantenernos en contacto, de alguna forma siempre nos
veiamos, y de alguna forma u otra me mostraron su apoyo. Mencién especial a Esteban e
Ivan que si no fuera por ellos quizas ni siquiera hubiese entrado a estudiar, pues fueron
fundamental en mi desarrollo como estudiante en el Liceo, me ayudaron a volver a confiar
en mis capacidades y a retomar el amor por aprender.

A mis amigos de la facultad: Pau C., Diego M., Luis, Pau A., Katherine (Katu), Karl,
Mauro, Daniela I., Diego B., Sergio, Javiera, Sebastian, Victor, Hans, Bastian, Rodolfo,
Edgar, Victor, Daniela L. y Felipe. Cada uno de ellos me acompafé en diferentes etapas,
la mayoria lo siguen haciendo, y espero que lo sigan haciendo. Pueden ser muchos pero
realmente cada una de estas personas me enseiié y me acompafid en el proceso
universitario. Son muchas las experiencias vividas, y es lo que mas se agradece, la
compafiia en cada parte de la vida. Una mencion también a mi siempre querido 3 Litros
Basket Team, que nunca ganamos nada pero como una vez nos dijo el tio del Ricoffe:
“Los admiro porque eran malos pa’ jugar, pero es sorprendente que pasan los afos y se
siguen juntado, cualquiera se hubiese desanimado”, o algo asi jajaja, de verdad gracias
por todo. Ademas agradecer al Prof. Julio quien siempre me brindo una mano o una
palabra ante cualquier duda o consejo que necesitase.

A mis amigos “de la vida”, por decirlo de alguna manera: Christian, Ricardo,

Francisco, Luisfi, Nicolds, Rayen, Paz y Camila. Cada cual participd y participa en



diferentes aspectos de mi vida, cada cual me ensefd y ensefa diferentes cosas. Gracias
por la paciencia y los momentos que hemos compartidos. Especialmente a Paz quien
desde hace mas de 10 afios se ha mantenido en mi vida a pesar de lo negligente que he
sido con ella, de verdad, gracias. Y a Francisco quien nos dejo hace unos afos pero
jamas olvidaré lo buen amigo que es.

A mis amigos y compafneros del laboratorio: Sebastian, Ménica, Camila, Eliseo,
Elias, Marcelo, Fernanda, Ignacio y Hugo. Gracias por la paciencia durante este ano, por
todo lo que me ensefiaron y por cada conversacion banal y relajante que tuvimos durante
este periodo. Mencidén especial a Hugo quien fue aquel que mas me enseid y guio
durante todo este proceso, que a pesar de haberse ido me siguié ayudando con las
mismas ganas y fuerzas y siempre tenia palabras para aconsejarme en lo que estaba
haciendo.

Finalmente agradecer a quien hizo esto posible al aceptarme a entrar en su grupo
de trabajo: la Profesora Lorena. Gracias por toda la paciencia que me ha brindado, sé que
mas de un dolor de cabeza le pude causar por mis descuidos. Y se de toda la paciencia
que se tuvo que armar para tratar conmigo. De verdad gracias por todo lo que me ha
ensefado, y por todo lo que me entregd; de lo cual aun sigo aprendiendo.

Realmente les agradezco de corazdn a cada persona mencionada, pues de alguna

manera u otra hicieron esto posible, y siempre estaran en algun rinconcito de mi corazén.



iNDICE GENERAL

FINANCIAMIENTO ...ttt sttt ettt s e b e et st sene e s i
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt ettt ettt b et s ss e nene s i
INDICE GENERAL .....couvtumeeimeeessesessesessseesss st sesssse st ssss s sss s ess s ssssssessssssssssees v
INDICE DE FIGURAS.........oooeeeeeeeeeeeeeeseee e s s s s sses s ses s s s sanseas vii
ABREVIATURAS ...ttt ettt b ettt b et b et bebas viii
RESUMEN ...ttt bbbttt b b e bt s et e b e sttt ebese et et ebebeneneaes X
ABSTRACT ..ottt et bttt b b et b et s e s et e b e b e st b e b e s ettt sene s et et etene Xi
1. INTRODUGCCION.........oomeeeteeeeeeeeeeeeetee e sas s sas s sasnaan 1
1.1. Fibroblastos y miofibroblastos cardiaCos..........cccceovvveviiieieciciececeeee e 2
LI U | (o] - To [ - VOO RO RPN 3
1.3. LDL oxidado y su reCceptor LOX-1 .. ...t 6
2. HIPOTESIS ..ottt see s e nae e 9
3. OBUJETIVOS ESPECIFICOS ... ssss s snnnans 9
a) Evaluar en miofibroblastos cardiacos de rata el efecto de oxLDL sobre la
AUEOTAGIA. 1.ttt e 9
b) Determinar el efecto de autofagia y oxLDL en la sobrevida de MFC....................... 9
4. MATERIALES Y METODOS .....oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeessesses s ss s ssssss s sass s snsans 10
4. ANIMAIBS.......oiiii e s 10
4.2, REACHIVOS ..ottt 10
4.2.1. Preparacion de reactivos Yy SOIUCIONES..........ccccoueeeiiirinienieieieeneseseeeeee e 11
4.3, IMETOUOS. ...ttt ettt bbbt 12
4.3.1. Obtencion de miofibroblastos cardiacos de ratas neonatas...........cccocevevveeennnee. 12
4.3.2. Protocolo de estimulos en miofibroblastos cardiacos. ............c.ccceevniincinccnnee 13
4.3.3 Ensayos de viabilidad CelUIar. ........c.ccoviiiiiiniecesecccece e 13
4.3.4 Ensayo de Western DIOL. ... 13
4.3.5 Preparacion de LDL nativo y LDL oxidado. ........ccccoceveveiiiinininenecieeeescseees 14
4.3.6 ANAlisiS €StadiStiCO. .......ceoiviiieieieie s 15
5. RESULTADOS.......ooteteitee ettt ettt ettt b ettt ese et sebaneneanas 16



6.
7.
8.

5.1 Evaluacion del efecto de LDL oxidado en la autofagia de miofibroblastos
CANQIACOS. ..ttt ettt ettt h et b e e at et s b e bt et e s bt e at et e bt e a b e bt s bt et e beehe et e be st ebesbeeeatens 16

5.2  Evaluacién del efecto de LDL oxidado y autofagia en sobrevida de

MIOfiDroblastos Cardi@CoS. .........coueiiiiiriiireee e 23
DISCUSION......cuetiieiteieieieieieie ettt bbb bbbttt bbb s bbb s s eneseneneneneas 27
CONCLUSIONES. ...ttt sttt e e et e e ens 31
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt es 32

Vi



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diferenciacion de fibroblasto cardiaco a miofibroblasto cardiaco........................... 3
Figura 2. Proceso de formacion de vesiculas autofagicas ..........c.ccoeveveeinenincncncniciccnee, 5
Figura 3. Efecto propuesto de LDL oxidado en miofibroblastos cardiacos.............cccccuuu...... 8
Figura 4. Efecto de oxLDL en flujo autofagico en niveles de LC3-Il...........ccccoevinineninnnens 18
Figura 5. Efecto de LDL oxidado en los niveles de LC3-1l ..o 19
Figura 6. Efecto de LDL oxidado en los niveles de Beclin-1. ..........cccccoveieveniecieseceeiennn, 21
Figura 7. Efecto de oxLDL en la activacion de LOX-1/NADPH Oxidasa. ........c..ccccocevueueenene 22

Figura 8. Efectos de LDL oxidado, cloroquina y rapamicina en viabilidad celular de
MIOfibroblastos CArdiaCOos. ........coviiiiiiicceee et e b e are b s 23

Figura 9. Efecto de H,O, en viabilidad celular de miofibroblastos cardiacos. ..................... 24

Figura 10. Efectos de autofagia en sobrevida celular de miofibroblastos cardiacos
(=1 r=To [0 TR oTo T o T = DY@ TR RRRURRRRPR 25

Figura 11. Efecto de LDL oxidado en sobrevida celular de miofibroblastos cardiacos
(=1 r=To [0 TR oTo T o T = DY@ RSOOSR 26

Figura 12. Efectos de LDL oxidado en autofagia y sobrevida celular de miofibroblastos
Loz o [£=ToZo 1= TN OO OO T U OO OO USROS SURUURPONt 30

vii



ABREVIATURAS

ANOVA
Apo B100
Atg
Bcl-2
BSA
csp
DMEM
ECV
FBS

FC
HUVEC

IAM
IC
LC3

LDL
LOX-1

MEC
MFC
MMP
mTOR
NADPH

nLDL
NOX
oxLDL
PBS
PVDF
Rapa

“Analysis of Variance”: Analisis de varianza

Apolipoproteina B-100

“Autophagy related gen”. Gen relacionado a autofagia

“B-cell lymphoma-2”: proteina de linfoma de células B-2

“Bovine Serum Albumin”: Albumina de suero bovino

cantidad suficiente para

“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”: Medio Eagle de Dulbecco modificado
Enfermedades cardiovasculares

“Fetal Bovine Serum”: Suero fetal bovino

Fibroblasto cardiaco

“Human umbilical vascular endotelial cells”. Células endoteliales vasculares
humanas.

Infarto agudo del miocardio

Insuficiencia cardiaca

“Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3”: Proteina 1A/1B de
cadena liviana 3 asociada a microtubulos.

“Low-Density Lipoprotein”: Lipoproteina de baja densidad

“Lectin-like Oxidizedlow-density lipoprotein receptor-1”; Receptor de
lipoproteina oxidada de baja densidad similar a lectina-1

Matriz extracelular

Miofibroblasto cardiaco

“Matrix Metalloproteinase”. Metaloproteinasa de matriz extracelular
“Mammalian Target of Rapamycin”: Blanco de rapamicina en mamiferos.
“Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate”. Dinucledtido de
nicotinamida y adenina fosfato

“Native Low-Density Lipoprotein”. Lipoproteina nativa de baja densidad
NADPH oxidasa

“Oxidized low-density lipoprotein™ Lipoproteina de baja densidad oxidada
“Phosphate-Buffered Saline”: Fosfato salino tamponado

“Polivinylidene fluoride”: Polifluoruro de vinilideno

Rapamicina

viii



RIPA

ROS
SDS
SEM
TBS
TGF-B1

VSMC
WB
a-SMA*

“Radioimmunoprecipitation Assay buffer’: Amortiguador de ensayo de
radioinmunoprecipitacion

“Reactive Oxygen Species”: Especies reactivas del oxigeno

“Sodium Dodecyl Sulphate”. Dodecil sulfato de sodio

“Standard Error of the Mean”: Error estandar de la media
“Tris-buffered saline”: Tris salino tamponado

“Transforming Growth Factor-B1”: Factor de crecimiento
transformante-31

“Vascular smooth muscle cell’. Células de musculo liso vascular
“Western blot”

a-Smooth Muscle Actin”: a-actina de musculo liso



RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en el
mundo. Los elevados niveles de colesterol y lipoproteina de baja densidad (LDL), que se
han relacionado a un aumento de la cantidad de LDL oxidado (oxLDL) destacan entre los
factores de riesgo.

OxLDL se ha relacionado con el desarrollo de fibrosis cardiaca posterior al dafo
miocardico y a la activacion o inhibicion del proceso autofagico en diferentes modelos
celulares. Los miofibroblastos cardiacos (MFC) son células diferenciadas de fibroblastos
cardiacos. Son los principales productores de matriz extracelular (MEC) luego del dafio
tisular, formando un tejido de cicatriz. Una vez terminada su funcién, los MFC mueren por
apoptosis. Sin embargo, se ha identificado la persistencia de MFC en el corazén después
del dafo, condicion que favorece el desarrollo de fibrosis. No hay evidencias que
relacionen oxLDL, autofagia y sobrevida celular.

En esta memoria se propuso la siguiente hipétesis: “oxLDL induce autofagia y
aumenta la sobrevida en miofibroblastos cardiacos”. Los objetivos a desarrollar
fueron: a) Evaluar el efecto de oxLDL en autofagia de MFC y b) Determinar el efecto de
autofagia y oxLDL en sobrevida de MFC.

Se trabajé con MFC estimulados con oxLDL a diferentes concentraciones vy
tiempos, con el fin de evaluar el efecto en el flujo autofagico. Para ello, se cuantificaron los
niveles de LC3-1 y LC3-Il mediante Western blot. Se utilizé H,O, como estimulo de muerte
para estudiar los efectos de oxLDL y autofagia en la viabilidad celular por conteo con azul
de Tripan.

Los resultados de este trabajo indicaron que: a) oxLDL por si solo no indujo
activacion de la autofagia, sin embargo disminuye la acumulacién de LC3-Il inducida por
cloroquina. b) Autofagia inducida por rapamicina disminuye la viabilidad celular ante
estimulo de muerte de H,O, ¢) oxLDL no afecta la viabilidad celular ante estimulo de

muerte H,O,, no obstante disminuye la muerte celular inducida por rapamicina y H,0..



ABSTRACT

Oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) participation on autophagy induction and
survival of cardiac myofibroblast

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide. A major risk
factor in these diseases is high levels of cholesterol and low-density lipoprotein (LDL), and
this has been correlated with high levels of oxidized low-density lipoprotein (oxLDL).

OxLDL is linked to fibrosis development after myocardial injury and this has been
correlated with activation or inhibition of autophagic process in various cellular models.
Cardiac myofibroblasts (CMF) are a differentiated phenotype from cardiac fibroblasts (CF).
They are the main extracellular matrix producers after tisular injury, MFC make a scar and
then die via apoptosis. Nevertheless, CMF in cardiac tissue have been identified after their
work, this condition promotes fibrosis development and cardiac failure. There is no
evidence of relationship between oxLDL, autophagy and cellular survival.

The following hypothesis was proposed to this work: “oxLDL induces autophagy
activation and enhances cardiac myofibroblast survival”.

Specifics objectives to answer the hypothesis were: a) To evaluate the effect of
oxLDL on autophagy of MFC, and b) To determine the effects of oxLDL and autophagy on
MFC survival.

To fulfill the proposed objectives MFC were stimulated with oxLDL and its effects
were observed on autophagic flux. LC3-l1 and LC3-Il levels were quantified by Western
blot. H,O, was used as a death stimulus to observe oxLDL and rapamycin-induced
autophagy on cellular survival the viable cells where counted by tripan blue method.

The results of this works show that: a) oxLDL has no effect on LC3-II levels under
normal conditions, but dimish LC3-ll chloroquine-induced LC3-Il accumulation. b)
Rapamycin-induced autophagy dimishes cell survival on death stimulus H,O, ¢) oxLDL
has no effect on cell survival, but reverts loss of cell viability on MFC treated with H,O, and

rapamycin.

Xi



1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte a nivel
nacional y mundial (1). Los principales factores de riesgo se relacionan fuertemente con el
estilo de vida del hombre moderno (obesidad, sedentarismo y vicios como el alcohol y el
tabaco) (1-3). Estos factores de riesgo se relacionan con elevados niveles plasmaticos de
colesterol asociados a la lipoproteina de baja densidad (LDL, “Low-density lipoprotein”),
que en su forma oxidada (oxLDL, “oxidized low-density lipoprotein”) se asocia a
diferentes mecanismos de ECV como hipertensién y aterosclerosis (4,5), asi como a
infarto agudo del miocardio (IAM) (3).

En dano cardiaco, como en IAM, se inicia un proceso de reparacion que involucra
diferentes mecanismos moleculares vy tipos celulares, finalizando con la formacién a una
cicatriz de colageno en el area infartada (6,7). Se ha observado que luego de 1AM, a largo
plazo se desarrolla insuficiencia cardiaca (IC). La IC esta relacionada con fibrosis
posterior a un IAM, donde la sobreproduccién de matriz extracelular (MEC) conlleva a una
pérdida de la funciéon normal del ventriculo izquierdo, deteriorando la capacidad contractil
del corazén (6,8,9). Se ha observado que esta sobreproduccion de MEC es causada por
la permanencia crénica de miofibroblastos cardiacos (MFC) en el corazén (6,9,10).

Estudios de Ghavami y cols. (7) han demostrado que la fibrogénesis mediada por
el factor transformante de crecimiento B4 (TGF-B4 “transforming growth factor—3;”) esta
relacionada a varios procesos fisiopatologicos, entre ellos el desarrollo de fibrosis, la cual
estd regulada por la capacidad de este factor de inducir autofagia en miofibroblastos
auriculares humanos.

La autofagia, un proceso que existe en todos los tipos celulares y es altamente
regulado, se ha asociado a cardioproteccién en condiciones de estrés, como en IAM (11)
o en falta de nutrientes (12,13), donde su activaciéon disminuye el tamafio de la zona
dafnada. Otros estudios muestran la dependencia de TGF-B; con el receptor de
lipoproteina de baja densidad tipo lectina-1 (LOX-1, “Lectin-like oxidized low-density
lipoprotein receptor-1”) para producir colageno (14). Se ha observado que en células de la
musculatura lisa vascular (VSMC, “vascular smooth muscle cell”) oxLDL induce autofagia
al activar el receptor de oxLDL LOX-1 (15-17) y que la autofagia inducida por LOX-1 es

dependiente de estimulos como Angiotensina-Il (Ang-Il) (18).



No se ha investigado la relacién entre autofagia y sobrevida de miofibroblastos
cardiacos (MFC), pero estudios preliminares de nuestro laboratorio indican que los niveles
basales de autofagia en los MFC son mayores que en los fibroblastos cardiacos (FC).
Ademas, un trabajo de tesis de nuestro laboratorio demostré que los MFC poseen una

mayor tolerancia al estrés oxidativo y una mayor expresion de LOX-1 que los FC (19).

1.1. Fibroblastos y miofibroblastos cardiacos

El corazén, principal 6rgano afectado por las ECV, esta compuesto por diferentes
tipos celulares, entre los que destacan los cardiomiocitos y los fibroblastos cardiacos. Los
cardiomiocitos corresponden a aproximadamente el 20% de poblaciéon celular del
miocardio y son encargados de la contraccién del musculo cardiaco. Los fibroblastos
corresponden al 70% de la poblacion celular y su rol es la mantencién estructural y la
homeostasis del miocardio (20). También, se ha reportado que los FC son capaces de
regular la transmisién de sefiales mecanicas y eléctricas, mediante interacciones
fibroblasto-fibroblasto o fibroblasto-cardiomiocito, respectivamente (21). Ademas, los FC
son los principales productores y reguladores de la MEC debido a su capacidad de
producir colageno y de mediar la actividad de metaloproteinasas (MMP), siendo claves en
la mantencién del equilibrio de la MEC (20,22). Para ejercer esta accion los FC deben
comunicarse a través de sefiales, secretando mediadores que actian tanto de forma
paracrina como autocrina, entre los que se encuentran el TGF-B4, prostaglandinas,
citoquinas, entre otros (21). Estas sefales permiten a los FC y a otras células sensar
estado fisiolégico del corazén, pudiendo actuar en conjunto eficazmente ante estimulos
dafinos (23).

Los MFC son células diferenciadas con mayor capacidad contractil y fibrogénica
que los FC (6). Se caracterizan por expresar a-actina de musculo liso (a-SMA), proteina
no expresada por FC, siendo utilizada como marcador de diferenciacion (24). Los MFC
son los principales responsables del proceso reparativo, sintetizan colageno tipo | y lll,
fibronectina ED-A, MMP-2 y MMP-9, proteinas encargadas de la formacién y deposicion

de la cicatriz en el area dafiada (19) (Figura 1).



@bicerenciacion =P
7 X
-Citoquinas /

-F. de Crecimiento .Migracién Miofibroblasto
.Proliferacién
-Remodelacion de Matriz

-Sintesis v deposicion de colageno
-Permanencia en Miocardio

Fibroblasto

Figura 1. Diferenciacion de fibroblasto cardiaco a miofibroblasto cardiaco. Los fibroblastos responden a
citoquinas y factores de crecimiento liberados en la fase inflamatoria de respuesta a dafio cardiaco, dando
inicio a la fase proliferativa, caracterizada por un aumento y reclutamiento de fibroblastos en el area dafiada y
la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos. Los miofibroblastos estan encargados de la remodelacion
de la matriz extracelular y la sintesis y deposicion de colageno, formando la cicatriz cardiaca. Imagen
modificada de (6)

Una vez finalizada la fase proliferativa, cuando el dafio ha sido reparado, en fase
de maduracién, los MFC mueren por apoptosis, dejando sélo la cicatriz de colageno en el
area infartada (25). Se ha reportado la prevalencia cronica de MFC en areas no infartadas
posterior a un episodio de IAM. Esto produce aumento de la produccion de proteinas de
MEC, ocasionando fibrosis, lo que conlleva a pérdida de elasticidad y funcionalidad del
corazon, lo que finalmente culmina en insuficiencia cardiaca (6,9,22). Se desconoce el
mecanismo por el cual los MFC no cesan su actividad, pero se presume que permanecen
cronicamente activos en respuesta al elevado estrés mecanico en el que se encuentran
(6,9). No existen estudios que indiquen bajo qué mecanismos estos MFC no entran en
apoptosis, pero se ha relacionado el proceso de autofagia como un mecanismo de
sobrevida celular en condiciones de estrés en células cardiacas (11), por lo que

posiblemente existe un rol de este proceso con la sobrevida de los MFC.

1.2. Autofagia.

La autofagia es un proceso catabdlico altamente regulado el cual permite la

degradacién de proteinas u organelos defectuosos, cumpliendo un rol protector en la



célula, ayudandola a sobrellevar situaciones de estrés ocasionado por diversos factores;
tales como compresion mecanica, falta de nutrientes u otros (11,26,27). El mecanismo
consiste en la formacion de vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas.
Los autofagosomas secuestran proteinas, organelos, o porciones del citoplasma y las
trasladan a vacuolas/lisosomas para su degradacion y reciclaje (11,27) (Figura 2).

Existen al menos 3 diferentes mecanismos autofagicos: Macro-autofagia, micro-
autofagia, y autofagia mediada por chaperonas. Estas varian en la seleccion del cargo
para el autofagosoma, y pueden llegar a ser selectivas o no selectivas en la degradacién
de organelos, ribosomas, agregados proteicos o fracciones citoplasmaticas. La macro-
autofagia fue el primer modelo de autofagia descrito y corresponde al tipo de autofagia
mas ampliamente estudiado, por lo que es comunmente denominada simplemente
“autofagia” en la literatura (27).

La autofagia inicia con la formacién del fagéforo (o membrana de aislamiento), en
el cual se agrupan las proteinas y organelos secuestrados hasta que se completa el
autofagosoma, encargado de transportar el material a degradar hasta los lisosomas, con
el cual fusionan membranas, formando el autolisosoma y degradando en su interior el
contenido de la vesicula (27,28).

El complejo de fosfoinositol 3 quinasa (PI3K), proteina vacuolar de destinacion 34
(Vsp34) y beclin-1 da inicio a la formacion del fagoforo; este complejo esta inhibido por la
interaccion entre Beclin-1 y Bcl-2, y por la actividad del blanco de rapamicina de
mamiferos (MTOR, “mammalian Target of Rapamycin”). En condiciones de falta de
nutrientes, Bcl-2 se fosforila, liberando Beclin-1, por su parte, mTOR es inactivado por lo
que se favorece el proceso autofagico (26). Junto a PI3K existen dos sistemas de
conjugacion tipo ubiquitina (Ubl) interrelacionados que ocurren paralelamente formando
finalmente el complejo Atg12-Atg5/16 y LC3-PE (Cadena ligera 3 de la proteina 1
asociada a microtubulos-fosfatidil-etanolamina) o también conocida como LC3-Il (29-31).
Estos dos sistemas tienen un rol en la regulaciéon de la elongacién y expansion del
autofagosoma en formacion (27,29-32).

El complejo Atg12-Atg5/16 se conjuga mediante un proceso de similar al de
ubiquitinacion (31). Atg12 es activada por Atg7 (Enzima activadora E1) y luego transferida
a Atg10 (enzima conjugadora E2), la cual permite la union covalente a una lisina interna
(K130) de Atgb; siendo este proceso constitutivo e irreversible (31). Las proteinas
conjugadas Atg12-Atg5 interactian con la proteina Atg16, uniendo este completo Atg12-

Atg5-Atg16 en un tetramero por auto-oligomerizacion, y uniéndose al fagéforo (33,34).
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Figura 2. Proceso de formacién de vesiculas autofagicas. El complejo PI3K-Vsp34-Beclin-1 da inicio a la
formacion del fagéforo; el cual agrupa las proteinas y organelos a ser degradados hasta la formacion de
autofagosoma; una vez completo el autofagosoma, es capaz de fusionarse con el lisosoma para formar el
autolisosoma donde se degradaran las macromoléculas organicas. Figura modificada de (27).

La conjugacion de LC3 es similar al proceso anterior. El inicio de esta conjugacion
es mediante el procesamiento de pro-LC3 por Atg4, una proteasa que cual libera un
residuo de arginina permitiendo la exposicién de un residuo de glicina en el carboxilo, lo
que permite que interactue con Atg7 (E1) y gracias a esta interaccién, que Atg3 (E2) haga
su accion remplazando a Atg7 formando LC3-Atg3. El complejo LC3-Atg3 es finalmente
conjugado al lipido PE a través de un enlace amida, proceso facilitado por el conjugado
Atg12-Atg5 tipo E3, el cual secuestra a Atg3 y permite la union del lipido PE. A diferencia
de la formacion del complejo, este proceso es reversible (30,35).

El complejo Atg12-Atg5/16 es esencial para la elongacion de la membrana pre-
autofagosomal pero se disocia del autofagosoma completamente formado. Por su parte
LC3 se encuentra en condiciones normales mayoritariamente en el citosol (en cambio
durante el proceso autofagico LC3 se encuentra predominantemente en su forma lipidada
(LC3-Il) y se localiza en ambas membranas del fagoforo, controlando el tamafio del

autofagosoma (31,32).



Cuando el autofagosoma esta formado, se fusiona con el lisosoma con ayuda de la
proteina de membrana lisosomal LAMP-2 y la GTPasa Rab7 (36,37). En este proceso
LC3-1l es liberada de la membrana externa del autofagosoma hacia el citosol, pudiendo
ser deconjugada a LC3-| por Atg4; la LC3-Il de la membrana interna es degradada en el
autolisosoma (30,38). Luego de la fusién, la degradacion del material depende de
hidrolasas acidas lisosomales. Finalmente, el producto es transportado al citosol para ser
reciclado y reutilizado en la sintesis de proteinas y otras macromoléculas (membranas por
ejemplo), ayudando a mantener funciones celulares en condiciones de estrés como
deprivacién de nutrientes (27).

En el miocardio, se ha reportado que la falta de nutrientes aumenta marcadores de
autofagia (12,13). En IAM la autofagia en la zona infartada protege de la muerte celular,
minimizando el dafio (11). En hipertrofia ventricular izquierda se ha encontrado una
elevada cantidad de autofagosomas (13).

Estos antecedentes indican un rol cardioprotector de la autofagia, aumentando
sobrevida de células cardiacas en condiciones de estrés. Ademas se ha reportado en
VSMC, células endoteliales y células cancerigenas HT-29 que la autofagia puede ser
inducida por oxLDL (15-17)

Resultados preliminares de nuestro laboratorio demostraron que MFC poseen
mayores niveles de LC3-ll que los FC. Lo que podria sugerir que la autofagia es un

proceso determinante en la permanencia del fenotipo miofibroblastico.

1.3. LDL oxidado y su receptor LOX-1.

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) estdan compuestas por ésteres de
colesterol y triglicéridos que forman un nucleo lipidico central rodeado por una monocapa
de fosfolipidos, y en la parte externa se asocia una proteina llamada apolipoproteina B1q
(ApoBigo) (39). La funcion principal de las LDL es el transporte de colesterol desde el
higado hasta los tejidos periféricos. Las LDL se pueden oxidar debido a su alto porcentaje
de acidos grasos poli-insaturados (PUFA), los cuales al ser peroxidados dan inicio a
cambios estructurales dando como producto final aldehidos toxicos, capaces de modificar
la estructura de la ApoB4g formando bases de Schiff, aumentando la carga superficial
negativa de estas lipoproteinas (39). Se ha sugerido que la oxidacién de las LDL puede
ocurrir en la pared arterial o en la circulacion sanguinea. En células de la pared arterial se

encuentran diferentes enzimas oxidativas, como lipooxigenasas y mieloperoxidasas, y



también iones activos con capacidad oxidativa como hierro y cobre, que pueden ejercer
un rol oxidativo (4,5,40).

Se ha relacionado oxLDL con diversas ECV, como aterosclerosis, donde se ha
evidenciado un rol patolégico de esta particula oxidada (4,5). En IAM se han encontrado
niveles plasmaticos elevados del receptor de oxLDL, LOX-1, el que se ha relacionado al
desarrollo de fibrosis cardiaca (41).

El receptor LOX-1 ha despertado el interés de las nuevas investigaciones en
enfermedades cardiovasculares, debido a que esta relacionado con diversos procesos
fisiopatolégicos como autofagia, apoptosis, inflamacion y estrés oxidativo (42). En FC de
ratén se ha demostrado que el silenciamiento de LOX-1 produce quiescencia celular y que
fibroblastos de ratones envejecidos expresan menores cantidades de LOX-1 (43).
Ademas, se ha reportado un rol importante de LOX-1 en la produccién de colageno
dependiente de TGF-B4, dado que el silenciamiento de LOX-1 induce una disminucion en
los niveles de TGF-B4 y colageno del tipo | y 11l (14). Existen estudios que demuestran que
el silenciamiento de LOX-1 disminuye autofagia en células del cuerpo calloso (18). Sin
embargo, en la actualidad no existen antecedentes sobre el efecto de la activacion de

LOX-1 por oxLDL en autofagia ni sus posibles efectos en la sobrevida del MFC.

En resumen, el estado del arte indica que:

1.- El rol fibrogénico de TGF-B, esta regulado por la expresién de LOX-1 (14), y
ademas LOX-1 regula la autofagia inducida por Ang-ll en células de cuerpo calloso de
rata hipertensiva.(18).

2.- La activacion de LOX-1 por oxLDL induce autofagia en células VSMC de aorta
de ratas, células cancerigenas HT-29 y células endoteliales humanas (15-17).

3.- La autofagia cumple un rol cardioprotector en condiciones de estrés en células
cardiacas, aumentando su sobrevida celular en estas condiciones (11-13).

4.- En el desarrollo de la fibrosis cardiaca, destacan la sobrevida celular de los

MFC en zonas no infartadas y su alta tasa de produccién de MEC (6,9).



La Figura 3 resume los antecedentes descritos y contextualiza el posible rol del

oxLDL en la autofagia y la sobrevida celular de los MFC.

Miofibroblasto cardiaco
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Figura 3. Efecto propuesto de LDL oxidado en miofibroblastos cardiacos. Segun los antecedentes
presentados, la union de oxLDL a su receptor LOX-1 induciria autofagia en miofibroblastos cardiacos. La
activacion de autofagia inducida por oxLDL/LOX-1 inhibiria la muerte celular en condiciones de estrés

Esta memoria de titulo tuvo como objetivo evaluar el efecto de oxLDL sobre
autofagia en MFC de rata neonata, y el rol de la autofagia en la sobrevida de celular frente

a condiciones de estrés oxidativo.



2. HIPOTESIS

“La lipoproteina de baja densidad oxidada, oxLDL, induce autofagia y aumenta la

sobrevida en miofibroblastos cardiacos de rata”.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar en miofibroblastos cardiacos de rata el efecto de oxLDL sobre la

autofagia.

Para la realizacién de este objetivo se estimularon los MFC con oxLDL a
diferentes tiempos y concentraciones para evaluar su efecto en el flujo autofagico
normal y detenido. Para observar los cambios en la autofagia de MFC se cuantifico

LC3 por Western blot del lisado celular posterior a los estimulos.

b) Determinar el efecto de autofagia y oxLDL en la sobrevida de MFC.

Para la realizacién de este objetivo se estimularon los MFC con H,O, como
inductor de muerte para evaluar los efectos de oxLDL y de autofagia inducida por
rapamicina en la viabilidad celular. Para medir la viabilidad celular se realizé

conteo de células por azul de Tripan.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales

Se trabajé con ratas neonatas Sprague-Dawley. Las ratas fueron obtenidas del

Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceéuticas de la Universidad de Chile.

Todos los estudios fueron realizados de acuerdo a la Guia de Cuidados y Uso de

Animales de Laboratorio publicado por el US National Institute of Health (NIH Publication

No. 85-23, 1996). Los fibroblastos utilizados en este trabajo provienen del protocolo N°
CBE2013-04 (proyecto FONDAP 15130011), aprobado por el Comité de Bioética de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. En este

protocolo se aislan miocitos cardiacos, y los fibroblastos son eliminados, y son estas

ultimas células las que se recuperaron para realizar este trabajo.

4.2. Reactivos

De Winkler: NaCl, KCI, NaH,PO,4, MgSO,, HEPES &ac. libre, NaHCO;, Tris base, acido
deoxicdlico, dodecil sulfato de sodio, glicerol, 2-mercaptoetanol, acrilamida, bis-
acrilamida, glicina, TEMED, persulfato de amonio, acido sulfosalicilico, Tween-20.

De Sigma: D-(+)-glucosa, rojo Ponceau, cloroquina, rapamicina, anticuerpo anti-
p47phox, anticuerpo Anti-p47phox fosforilado, medio de cultivo Hanks, pancreatina.

De Cell signaling: Anticuerpo anti-GAPDH, anticuerpo Anti-LC3.

De Merck: Bicarbonato de sodio, piruvato de sodio, Triton X-100, isopropanal,
metanol, acido tricloroacético, azul de Tripan, peréxido de hidrogeno 40 volumenes,
TGF-B4, anticuerpo secundario anti-conejo.

De Gibco: Medio de cultivo DMEM/F12, suero fetal bovino (FBS), tripsina-EDTA 10x,
colagenasa tipo Il.

De Biorad: EDTA sal sédica, azul de bromofenol, reactivo de Bradford.

De Roche: Cockail inhibidor de proteasas, cocktail inhibidor de fosfatasas.

De Thermo Scientific: Estandar de peso molecular para proteinas.

De Marcherey Nagel: Membranas de PVDF.

De Biological industries: Reactivo quimiolumniscente EZ-ECL, penicilina-

estreptomicina.

De Amresco: Bicarbonato de sodio, HEPES.
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4.2.1. Preparacion de reactivos y soluciones

Reconstitucion de TGF-4: Se resuspendié en 10 mL de PBS estéril a concentracion
final 10 pyg/mL. Se almacen6 en alicuotas a -20°C.

Preparacion de cloroquina: 32 mg de cloroquina en 2mL de PBS estéril (25 mM). Se
almaceno en alicuotas a -20°C.

Solucion Acrilamida/Bis-Acrilamida (A/BA): Solucion 29:1 p/v de acrilamida-
bisacrilamida al 30% disueltos en agua destilada y protegidos de la luz. Se almacené
a4°C.

Amortiguador inferior para preparacion del gel separador: 18,165 g Tris base, 4 mL de
SDS 10%, agua destilada (csp 100 mL) y a pH 8,8 con HCI.

Amortiguador superior para preparaciéon del gel concentrador: 6,055 g Tris base, 4 mL
SDS 10%, agua destilada (csp 100 mL) y a pH 6,8.

Amortiguador de electroforesis 10X: 30,25 g Tris base, 144 g glicina, 10 g SDS, agua
destilada (csp 1 litro).

Amortiguador de transferencia 10X: 30,25 g Tris base, 144 g glicina, agua destilada
(csp 1 litro).

Solucién de deshibridizacion 10X: 2 g rojo Ponceau, 30 g acido tricloroacético, 30 g
acido sulfosalicilico, agua destilada (csp 100 mL).

TBS 10X: 80 g NaCl, 2 g KCl, 30 g Tris base, agua destilada (csp 1 litro) a pH 7,4 con
HCI 6N.

TBS-Tween 1X: 100 mL TBS 10X, 1 mL Tween-20, agua destilada (csp 1 litro).
Amortiguador de lisis RIPA stock: 4,4 g NaCl, 0,65 g Tris base, agua destilada (csp
400 mL hasta llevar a pH 7,2), 5 g acido deoxicdlico, 8,9 g EDTA, 0,5 g SDS, 5 mL
Triton X-100. A 10 mL de solucién RIPA stock, se agrega 1 tableta de inhibidores de
proteasas y una de inhibidores de fosfatasas. Se almacena a -20°C.

Amortiguador de carga para electroforesis 4X (pH 6,8): 20 mL glicerol, 10 mL 2-
mercaptoetanol, 5 g SDS, 1,51 g Tris base, 0,01 g azul de bromofenol, agua destilada
(csp 100 mL).

Solucién Hank’s: 0,35 g de bicarbonato, 5,21 g Hepes, 9,5g Hanks, agua nanopura
(csp 1L), ajustar a pH 7,2.

Medio de digestion: 0,02 g colagenasa tipo Il, 0,06 g pancreatina, 100 mL Hank’s.
Medio de mantencion: 800 mL DMEM, 200 mL M199.

DMEM: 17,3 g DME, 6,51 g Hepes, 3,7 g bicarbonato de sodio, agua destilada

(csp 1 L), 10 mL de penicilina-estreptomicina. Ajustar a pH 7,2.
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- M199: 147 g M199, 6,51 g Hepes, 2,2 g bicarbonato de sodio, agua destilada
(csp 1 L), 10 mL de penicilina-estreptomicina. Ajustar a pH 7,2.
- DMEM/F12: DMEM/F12, 1,2 g bicarbonato de sodio, agua destilada (csp 1 L), 10 mL

de penicilina-estreptomicina. Ajustar a pH 7,2.

4.3. Métodos

4.3.1. Obtencion de miofibroblastos cardiacos de ratas neonatas.

Los FC se aislaron de ratas neonatas de la cepa Sprague-Dawley de 1 a 3 dias de
vida. Los animales se sumergieron hasta el cuello en etanol 70% y fueron decapitados, se
les removieron los corazones, los que se depositaron en un vaso precipitado con 10 mL
de solucién Hank's a 37°C, luego se lavaron 2 veces con esta misma soluciéon. Los
corazones se colocaron en placas Petri para la remocion de las auriculas. Los ventriculos
se disgregaron en placas Petri con solucion Hank’s a 37°C con una hoja de afeitar en
pequenos trozos, los que se colocaron en una botella plastica de cultivo de 25 mL con 13
mL en medio de digestion (ver en seccion 4.2.1). Se sello la botella y se incubaron por 15
min a 37°C en bafo termorregulado. Luego, se afiadié 13 mL de medio de digestion y se
volvié a incubar por 15 min a 37°C. Se centrifugé a 500 g durante 6 min, el sobrenadante
se elimind por aspiracién y se afiadié 3 mL de medio de mantencién + 10% de suero fetal
bovino (FBS) para resuspender las células. Las células se distribuyeron en placas de
cultivo de 100 mm y se incubaron durante 2 h a 37°C, posteriormente, se retird el medio
de cultivo (donde se encontraban los cardiomiocitos) y se anadid 10 mL de medio de
mantencion + 10% FBS a la placa (Los FC se mantuvieron adheridos a la placa). Pasadas
18 h se lavé la placa de cultivo enriquecida en fibroblastos 3 veces con PBS y se afadio
DMEM/F12 + 10% FBS. Se dejaron proliferar durante una semana hasta confluencia
cambiando el medio cada dos dias. Luego, los FC se desprendieron de la placa de cultivo
con tripsina 0,1% en PBS. Se neutralizé la tripsina con 6 volumenes de medio DMEM/F12
+10% FBS y se contaron las células en suspension por el método de exclusién azul de
Tripan y se sembraron en placas de cultivo de 35 mm a 2 x 10° células por placa en medio
DMEM-F12 + FBS 10%. Las células se estabilizaron por 4 h, y se verifico su adherencia
por microscopia. Para la diferenciacion a MFC se adicioné a cada placa TGF-f1 a
concentracion final 10 ng/mL por 96 h en medio DMEM/F12 + 2% FBS.
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4.3.2. Protocolo de estimulos en miofibroblastos cardiacos.

Pasadas las 96 h las placas de cultivo se lavaron con PBS y se les agreg6 1,0 mL
de medio de medio de nutrientes F12 + 2% FBS. Las células se estabilizaron por 2 h y
luego se realizaron los diferentes estimulos segun el protocolo a ensayar. Una vez
finalizado el tiempo de estimulo, las placas fueron recibidas en hielo y lavadas 3 veces

con PBS frio no estéril.

4.3.3 Ensayos de viabilidad celular.

Se evalud la viabilidad celular por el método de exclusion de azul de Tripan. Una
vez realizados los estimulos, las células se lavaron con PBS y se trataron con 250 yL de
Tripsina-EDTA 1X (Gibco) por 2 min para desprenderlas de la placa . EI producto de
digestién se mezclé con azul de Tripan (1:1) en camara de Neubauer y se contaron las
células viables (incoloras) y muertas (azul). La cantidad de células viables presentes se
calculé mediante el uso de la siguiente férmula:

10000

n° de células viables = (Promedio Conteo) * FD ¥ ———
Volumen (ulL)

Donde el promedio de conteo corresponde al promedio de las células no coloreadas en
cada uno de los cuadrantes de la camara y FD corresponde al factor de dilucion del

producto de digestion con tripsina.

4.3.4 Ensayo de Western blot.

Luego del término de cada estimulo, las células se lisaron en 50 uL de
amortiguador RIPA, y se dejaron a -20°C durante 48 h, pasado este tiempo, usando un
rastrillo para células en las placas de 35 mm se recolecté el lisado en tubos Eppendorf de
1 mL, en los que las células lisadas y recolectadas fueron sometidas a un sonicador a
nivel 9 de potencia y luego se centrifugaron a 12000 g durante 10 min a 4°C. Se tomaron
los sobrenadantes y se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford, usando
albumina sérica de bovino (BSA) como estandar. Los sobrenadantes del lisado celular se
prepararon en amortiguador de carga para electroforesis 1X a una concentracién de 1
Mg/uL de proteina.

Se realiz6 SDS/PAGE en gradiente discontinua (15% y 5% de A/BA 30/0,8), para
lo cual se cargaron 30 ug del extracto proteico de cada muestra. Se realizé la corrida

electroforética a 80 V. Una vez terminada la electroforesis se realizé una transferencia
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liquida a membranas de PDVF a un amperaje constante de 40 mA por 15 h. Previo a la
transferencia, las membranas de PVDF se activaron con metanol 95% durante 30 seg.
Una vez realizada la electrotransferencia, las membranas se tifieron con rojo Ponceau 1X
por 5 min para verificar la transferencia de las proteinas al gel, se lavaron con
amortiguador TBS-T, se bloquearon con leche comercial descremada al 3% en TBS-T
durante 1 h. Posteriormente, se incubaron con el respectivo anticuerpo primario y se dejé
a 4°C durante toda la noche con agitacion suave. Las membranas se lavaron con TBS-T,
se incubaron por 1 h con el respectivo anticuerpo secundario, se volvieron a lavar y
finalmente, se evidencid la interaccién antigeno-anticuerpo por el método
quimioluminiscente por captura fotografica en el equipo Syngene XT4. Se realizd analisis

densitométrico de las fotografias por el uso del programa Un-scan-it.

4.3.5 Preparacion de LDL nativo y LDL oxidado.

Las particulas de oxLDL y nLDL (LDL nativa) se prepararon en colaboracion con el
grupo del Dr. Jorge Toledo del Laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacia de la
Universidad de Concepcion.

Las particulas de nLDL se prepararon a partir de muestras de sangre obtenidas de
10 individuos sanos que firmaron un consentimiento informado (200 mL totales). Se
aislaron particulas de LDL (1,019 a 1,063 g/mL) desde las muestras de plasma sanguineo
por ultracentrifugacion secuencial a 4°C. Las particulas de LDL fueron dializadas contra
amortiguador 3 veces durante 36 h a 4°C. Luego de una dialisis extensiva contra 3
cambios de PBS durante 36 h a 4°C, una parte de las nLDL obtenidas (1,5 mL) se
almacenaron a 4°C y los 17 mL restantes se oxidaron para obtener las oxLDL. La
oxidacion de las LDL se realizé incubando las particulas purificadas con CuSO, 7 mM
durante 3 h a 37°C. La modificacion oxidativa se monitored por espectroscopia a través
de la generacion de dienos conjugados a 243 nm y por electroforesis en gel de agarosa al
1% en amortiguador borato de sodio para determinar el cambio en la migracion
electroforética entre la forma nativa y la oxidada. Los geles fueron posteriormente tefidos
con azul de Coomassie R-250 y se analizé la movilidad electroforética de las bandas de

nLDL y oxLDL. Se trabajo con nLDL y las particulas de oxLDL completamente oxidadas.
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4.3.6 Analisis estadistico.

Los resultados se representaron como el promedio + SEM (error estandar de la
media) de al menos tres experimentos independientes. El analisis estadistico se realizo
por ANOVA de una via con post-test de Tukey, usando el software GraphPad Prism 6. Se

considero diferencia significativa un p<0,05, con un 95% de confianza.
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5. RESULTADOS

Se ha evidenciado que el receptor de LDL oxidado, LOX-1, esta altamente
relacionado con desarrollo de fibrosis cardiaca y la induccién de la autofagia en ciertos
modelos celulares (14,18,41). Ademas, se ha demostrado que la autofagia aumenta la
sobrevida de células cardiacas ante dafio del miocardio (11,12). En condiciones
fisioldgicas, los MFC, luego de cumplir su rol cicatrizante, por mecanismos aun no
conocidos, mueren por apoptosis y el proceso de reparaciéon culmina de forma normal.
Mientras que en condiciones patoldgicas, dichos MFC no mueren y prevalecen en el
corazén durante largos periodos de tiempo, favoreciendo el desarrollo de fibrosis cardiaca
(6,23). Al no existir estudios que relacionen la sobrevida de estos MFC con autofagia, ni la
activacion de LOX-1 por oxLDL con el proceso autofagico, este trabajo tuvo como
finalidad relacionar oxLDL, autofagia y sobrevida celular en MFC. Para lograrlo se

definieron 2 objetivos especificos:

- Evaluar en miofibroblastos cardiacos de rata el efecto de oxLDL sobre la autofagia.

- Determinar el efecto de autofagia y oxLDL en la sobrevida de miofibroblastos
cardiacos.

5.1 Evaluaciéon del efecto de LDL oxidado en la autofagia de miofibroblastos
cardiacos.

En el proceso autofagico, LC3-l es procesada, dando como producto LC3-Il, que
cumple una funcion importante en la formacion y elongacion del autofagosoma. Cuando el
autofagosoma se fusiona con el lisosoma, formando el autolisosoma, LC3-Il se deconjuga
a LC3-1 o se degrada dentro de la vesicula autofagica (11,29,30).

Para determinar el efecto de oxLDL en la autofagia de MFC, se cuantificaron los
niveles de LC3-1 y LC3-ll mediante Western blot, en condicién control y con un flujo
autofagico detenido, evitando la degradacién de LC3-1l. Para detener el flujo autofagico se
utilizé cloroquina 25 yM (CQ) como inhibidor de la fusion del autofagosoma con el
lisosoma, lo cual genera una acumulacién de LC3-Il (44). En células VSMC y células
HT-29 se ha evidenciado la capacidad de oxLDL de aumentar los niveles de LC3-II tanto
en flujo autofagico normal como detenido (16,17), sugiriendo que en estos modelos

celulares oxLDL induce autofagia. Para la realizacion de los experimentos se estimularon
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MFC con oxLDL a 10 y 20 ug/mL durante tiempos de 1, 2, 6 y 24 h. con flujo autofagico
normal y detenido por cloroquina.

Resultados en la Figura 4 (A, B, C y D) indican que oxLDL 10 y 20 pyg/mL a
ninguno de los tiempos de estimulo afecta la cantidad de LC3-Il en el flujo autofagico
normal. No obstante, oxLDL disminuye la acumulacion de esta proteina cuando el flujo
autofagico esta detenido por cloroquina a los tiempos de 2 y 6 h (Figura 4: B y C). El
efecto de oxLDL parece ser concentracion dependiente, pues a mayor cantidad de oxLDL,
hay una menor acumulacién de LC3-Il por cloroquina. Por otra parte, a los tiempos de 1y
24 h (Figura 4: A y D) no se observaron diferencias significativas en los niveles de LC3-lI
en el flujo autofagico detenido por cloroquina mas oxLDL, respecto a estimulo sélo con
cloroquina.

Se investigd el efecto de oxLDL en flujo autofagico normal de manera
tiempo/concentracion-dependiente. Para ello, se estimul6 MFC con oxLDL en
concentraciones de 10, 20, 30 y 40 yg/mL durante tiempos de 15y 30 min, y 1, 3 y 24h.
Mediante WB se cuantificaron las proteinas LC3-l y LC3-Il.

Resultados en la Figura 5 (A, B, C, D y E) indican que a ninguno de los tiempos
ni concentraciones de oxLDL utilizadas hay diferencias significativas de LC3-Il respecto al
control. Estos resultados sugieren, junto con los descritos en la Figura 4 que oxLDL no
disminuye los niveles basales de LC3-Il, si no que los regula cuando se encuentran
elevados debido a la detencion del flujo autofagico por cloroquina.

Los efectos de oxLDL sobre el nivel de LC3-Il sélo se observaron en flujo
autofagico detenido (Figura 4: B y C), y junto a los resultados descritos en la Figura 5 se
comprueba que oxLDL no afecta los niveles basales de esta proteina autofagica. Se ha
documentado la capacidad de oxLDL de modificar los niveles LC3-Il en flujo autofagico
normal y en flujo autofagico detenido en células VSMC y HT-29 (16,17). Adicionalmente
se ha evidenciado que en células endoteliales de la vena umbilical humanas (HUVEC)
oxLDL aumenta LC3-Il y Beclin-1 (45).

Beclin-1 es una proteina que se ha relacionado con la auto-regulacién de autofagia
y apoptosis en células de mamiferos. A concentraciones fisiolégicas de nutrientes, se
inhibe la disociacion de Bcl-2 y Beclin-1. Este complejo mantiene la autofagia inhibida. En
condicion de deprivacion de nutrientes, Bcl-2 se fosforila y a libera a Beclin-1, permitiendo
su interaccion con el complejo PI3K, activando el proceso autofagico. Se ha relacionado el

aumento de los niveles de Beclin-1 con la activacion del proceso autofagico (26,46)
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Se realizd un estudio concentracion/tiempo-dependiente, estimulando MFC con
oxLDL en concentraciones de 10, 20, 30 y 40 yg/mL durante tiempos de 15 y 30 min,
y 1, 3y 24h. Posteriormente se realizé WB y se cuantifico Beclin-1.

Los datos expuestos en la Figura 6 (A, B, C, D y E) fueron insuficientes para
realizar un analisis estadistico. El bajo nimero de réplicas experimentales (n) obtenidas a
la fecha no fue suficiente para realizar un analisis estadistico sobre el efecto de oxLDL en
los niveles de Beclin-1, por lo que se debe repetir el experimento con el fin de establecer
con claridad el comportamiento de Beclin-1 frente al estimulo con oxLDL en este modelo
celular.

En MFC de rata adulta, la union de oxLDL a LOX-1 activa a la enzima NAPDH
oxidasa 2 (NOX-2) e induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (19).
Se ha evidenciado que la producciéon de ROS dependiente de NOX-2 tiene efectos
regulatorios en la autofagia (47). La actividad de NOX-2 se puede medir mediante la
activacion de su subunidad regulatoria: la proteina p47, la cual al ser activada se fosforila.

En MFC de rata neonata se desconoce si oxLDL activa NOX-2 luego de ser
reconocido por su receptor LOX-1. Debido a los efectos regulatorios que puede ejercer
NOX-2 en autofagia es de interés averiguar si esta particula oxidada ejerce un rol en la
activacion de NOX-2 y consecuentemente, sobre la produccion de ROS en este modelo
celular.

Para determinar la activacion de NOX-2 se realiz6 un estudio
concentracién/tiempo-dependiente, estimulando MFC con oxLDL en concentraciones de
10, 20, 40 y 80 pg/mL durante tiempos de 15 y 30 min, y 1, 3 y 24h. Posteriormente se
realizé WB y se cuantificd p47 total y p47 fosforilada.

Los resultados en la Figura 7 no pudieron ser analizados estadisticamente debido

[T 1]

al bajo numero de “n” experimental. Sin embargo, se puede observar una leve tendencia
al aumento en la fosforilacion de p47 después de una hora de una manera
concentracién/dependiente (Figura 7C). Por lo tanto, es necesario aumentar la cantidad
de “n” experimentales para estudiar con claridad si es que el tratamiento con oxLDL es
capaz de activar la fosforilacion de la enzima NOX-2. Asimismo, se requiere medir la
produccion de ROS para estudiar si la ruta oxLDL/LOX-1/NADPH oxidasa es

completamente activa en este tipo celular.
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5.2 Evaluacion del efecto de LDL oxidado y autofagia en sobrevida de

miofibroblastos cardiacos.

Para evaluar la citotoxicidad de los diferentes estimulos realizados se estimularon
MFC con cloroquina 25 yM (CQ), rapamicina 1 yM (Rapa) y oxLDL a 10 y 20 ug/mL
durante 24 horas. Posteriormente se realizd conteo de células por el método de exclusion
de azul de Tripan.

Los resultados en la Figura 8 indican que ningun compuesto afecta la viabilidad
celular al no haber diferencias significativas de estos ante el control sin estimular. Este
hallazgo sugiere que la activacién de autofagia por 24 h por Rapamicina no resulta téxica
para este tipo celular, asi como tampoco la inhibicién de autofagia por cloroquina. Estos
resultados en su conjunto sugieren que autofagia no tiene un efecto directo en la
sobrevida de MFC, por lo que es necesario estudiar el efecto estos estimulos autofagicos
en MFC sometidos a una condicién de estrés, con el fin de determinar un posible rol
protector de autofagia ante estimulos capaces de inducir muerte celular, por ejemplo (11,
27). Por otro lado, se observa que oxLDL por si mismo no resulté ser toxico para este tipo

celular, en presencia y ausencia de rapamicina y cloroquina.

150 1

100 4 S .

50 4

% Células viables
respecto a control

0
cQ@suM) - + - - - o+ o+ - .
Rapa (1 uM) - -+ - - - - + o+
oxLDL (pg/mL) - - 10 20 10 20 10 20

Figura 8. Efectos de LDL oxidado, cloroquina y rapamicina en viabilidad celular de miofibroblastos
cardiacos. Se trataron MFC neonatos con nLDL, oxLDL a las concentraciones de 10 y 20 pg/mg,
cloroquina25uM (CQ) y Rapamicina 1uM (Rapa) durante 24 h; como control se usaron células sin
tratamiento. Luego mediante azul de Tripan se conté la cantidad de células viables, y se relativizaron
respecto a control. Analisis estadistico: ANOVA de una via con post-test de Tukey (n=3). No hubo diferencias

diferencias significativas en ningun estimulo respecto a control.
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Se ha reportado un rol cardioprotector de la autofagia en falta de nutrientes y
condiciones de estrés, aumentando la sobrevida celular (11,27). Esto se relaciona con el
mecanismo auto-regulatorio de autofagia y apoptosis (15,46). Sin embargo, en la
actualidad, no existen estudios que vinculen la autofagia con sobrevida celular de MFC.

En el proceso reparativo seguido de dafno al miocardio, los MFC luego de generar
la cicatriz de colageno mueren por apoptosis. En fibrosis cardiaca, los MFC permanecen
activos en el corazén, generando una sobreproduccién y acumulacién de proteinas de la
MEC, como colagenos | y lll, estas condiciones favorecen el desarrollo de insuficiencia
cardiaca (9,22,24). En este trabajo se propuso que oxLDL al inducir autofagia promueve
la sobrevida celular de MFC. Hasta el momento, nuestros resultados sugieren que oxLDL
no induce autofagia. Sin embargo, no se puede descartar que oxLDL tenga un rol
protector en MFC tratados con un estimulo de muerte. Por lo tanto, abordamos esta
hipétesis mediante la realizacion de conteo celular en miofibroblastos tratados con
peroxido de hidrégeno.

Se realizé una curva dosis-respuesta para evaluar citotoxicidad por H,O,, para
seleccionar una concentracién capaz de inducir muerte celular en nuestro de estudio.
Para ello se realizé conteo de células por azul de Tripan de MFC estimulados con

concentraciones crecientes de H,O, durante 24 h como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Efecto de H20; en viabilidad celular de miofibroblastos cardiacos. Se trataron los MFC a
concentraciones de 50, 100 y 200 uM de H20; durante 24 h. Luego mediante azul de tripan se contaron
las células vivas y se relativizd respecto al control. Analisis estadistico: ANOVA de una via con post-test
de Tukey (n=4). *: p < 0,05 respecto de control.
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En la Figura 9 se puede apreciar que la concentracion éptima para estimular
muerte celular en MFC es de 200 uM de H,O,, por lo que fue la concentracion utilizada en
los siguientes experimentos para investigar efectos de oxLDL y autofagia en la sobrevida
celular de MFC.

Esta ampliamente documentado que la proteina mTOR al estar activa inhibe el
proceso autofagico y que rapamicina es un inductor de la autofagia via inhibiciéon de
mTOR (27,46). Para evaluar los efectos de autofagia en la sobrevida celular de MFC se
indujo muerte celular por H,O, a 200 uM y se estimulé con rapamicina 1 uM y cloroquina
25 yM como inductor e inhibidor de autofagia respectivamente. Posteriormente se realizé
conteo de células por azul de Tripan.

Los resultados en la Figura 10 indican que la autofagia inducida por rapamicina,
contrario a lo propuesto, aumentoé la muerte celular de MFC ante el estimulo de muerte de
H,O, a 200 uM. Ademas se observd que cloroquina y cloroquina con rapamicina también

aumentan la muerte celular por H,O,.
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Figura 10. Efectos de autofagia en sobrevida celular de miofibroblastos cardiacos tratados con H,0,,
Se utilizé H202 200 uM como estimulo de muerte durante 24 h, al mismo tiempo se estimulé con cloroquina
25uM vy rapamicina 1 pM. Luego mediante azul de tripan se contaron las células vivas y se relativizd
respecto al control. Analisis estadistico: ANOVA de una via con post-test de Tukey (n=3). *: p < 0,05
respecto de control H,O».

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que oxLDL no induce autofagia en este

modelo celular (Figura 5), no obstante es capaz de reducir la acumulacién de LC3-II
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inducida por cloroquina (Figuras 4: B y C). Por otro lado, observamos que la autofagia
inducida por rapamicina promueve la muerte celular inducida por H,O, (Figura 10).

Es por ello que ademas de analizar los efectos de oxLDL en sobrevida celular ante
el estimulo de muerte de H,O,, se estudid su efecto en la sobrevida celular ante la muerte
inducida por rapamicina y H,O,,

Para evaluar los efectos de oxLDL en la sobrevida celular de MFC se indujo
muerte celular por HO, a 200 uyM y se estimuld con oxLDL a 10 y 20 ug/mL,
adicionalmente se estimulé con rapamicina 1 pM y H,O,, en presencia y ausencia de
oxLDL 20 pug/mL. Todos los estimulos se realizaron por un tiempo de 24 h. Posteriormente
se realiz6 conteo celular por azul de Tripan.

Resultados en la Figura 11 indican que oxLDL no tiene efectos en la sobrevida
celular, dado que no se observan diferencias entre MFC tratados con peréxido en
presencia y ausencia de oxLDL. No obstante cuando se estimulé con H,O,, rapamicina y
oxLDL, se observa una leve disminucion en la viabilidad celular respecto de MFC
estimulados con oxLDL y perdxido solamente. Este ultimo resultado sugiere que oxLDL
previene la muerte celular inducida por rapamicina en presencia del estresor H,O,. Para
poder establecer con mayor claridad el rol de oxLDL y autofagia en la sobrevida del MFC,
es necesario complementar los ensayos aqui realizados con otras técnicas, con el fin de
estudiar con mayor profundidad los mecanismos de muerte celular involucrados frente a

los estimulos aqui realizados.
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Figura 11. Efecto de LDL oxidado en sobrevida celular de miofibroblastos cardiacos tratados con
H20,. Se utilizé H,O, 200 yM como estimulo de muerte durante 24 h, al mismo tiempo se estimulé con
oxLDL a 10 y 20 pyg/mL y rapamicina a 0,1 yM. Luego mediante azul de tripan se contaron las células
vivas y se relativizé respecto al control. Andlisis estadistico: ANOVA de una via con post-test de Tukey
(n=3). No hubo diferencias significativas respecto de control H>O..
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6. DISCUSION

En esta memoria de titulo se estudié el efecto de oxLDL en la activacién de
autofagia de MFC y su efecto en la sobrevida de MFC ante estimulos de muerte. Este
estudio se basoé en que los MFC tienen un rol fundamental en el desarrollo de fibrosis
debido a su elevada capacidad de produccion de MEC y persistencia en el miocardio
luego de haber generado la cicatriz en el area danada (6,8,23). Ademas se ha relacionado
a la autofagia tanto con el desarrollo de la fibrosis (7) como con la sobrevida celular
(11,13) y se evidencié una dependencia de MFC a LOX-1, el receptor de LDL oxidado,
para producir colageno ante estimulos fibréticos (14,41). Adicionalmente, se ha reportado
que en células de cerebro de ratén la autofagia inducia por Ang-ll es mediada por el
receptor LOX-1 (18).

Los MFC son células que se encuentran presentes en condiciones patoldgicas y
su prevalencia ha sido asociada al desarrollo de fibrosis en diferentes 6rganos (24,48).
Entender los mecanismos mediante los cuales los MFC no mueren y permanecen activos
es fundamental para entender el proceso fisiopatolégico del desarrollo de la fibrosis y
poder desarrollar alternativas terapéuticas, debido a que, segun el 6rgano afectado,
puede generar diferentes efectos nocivos. Por ejemplo, en el corazoén, el desarrollo y
mantencion de tejido fibrotico estd asociado a una mayor incidencia de insuficiencia
cardiaca (8), debido a que las grandes deposiciones de colageno tipo | y Il alteran la
conductividad eléctrica y capacidad contractil del miocardio (49).

Existe evidencia que demuestra que pacientes con ECV son propensos a
desarrollar insuficiencia cardiaca. En diferentes ECV se han encontrado niveles elevados
de oxLDL, como en cardiomiopatia diabética, hipertension arterial y aterosclerosis (40).
Como se ha identificado un rol de LOX-1 en el desarrollo de fibrosis cardiaca, y en la
regulacion de la autofagia ante ciertos estimulos, es necesario estudiar el efecto de la
activacion de este receptor por su ligando, oxLDL, en el MFC.

Estudios de nuestro laboratorio sefalan que la activacion de LOX-1 por oxLDL
induce activacion de NAPDH oxidasas y generacion de ROS (19). No hay estudios que lo
demuestren lo mismo en ratas neonatas, ni tampoco se conocen los efectos de la

activaciéon LOX-1 por oxLDL en autofagia ni sobrevida celular.
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Resultados de este trabajo indicaron que:

oxLDL no activa autofagia a concentraciones de 10 y 20 ug/mL en los tiempos de
1,2, 6 y 24 h (Figura 4) ni a concentraciones de 10, 20, 40 y 80 pg/mL en los tiempos de
15y 30 min, y 1, 3y 24 h (Figura 5). Ademas se intenté medir la actividad autofagica por
la proteina Beclin-1 (Figura 6), pero la cantidad de muestras fue insuficiente para realizar
un analisis estadistico. No obstante, a los tiempos de 2 y 6 h, oxLDL disminuye la
acumulacion de LC3-Il inducida por cloroquina de manera concentracion dependiente
(Figura 4B y C) lo que sugiere un posible mecanismo inhibidor de la autofagia.

En células VSMC se ha visto que oxLDL es capaz de inducir o inhibir la autofagia.
A bajas concentraciones oxLDL induce autofagia, pero a altas concentraciones, la inhibe
(16,50). En la linea celular monocitica THP-1, oxLDL disminuye la acumulacion de LC3-II
por cloroquina y se comprobd que este efecto se debia a una inhibicion de la autofagia
inducida por oxLDL (51). Para poder confirmar esta ultima hipdtesis, habria sido de
utilidad haber cuantificado los niveles de LC3 en presencia de oxLDL y Rapamicina,
esperando que el tratamiento con oxLDL previniera la conversiéon de LC3-1 a LC3-l
inducida por Rapamicina.

En nuestro laboratorio se reporté que en MFC de ratas adultas estimulados con
oxLDL, aumenta la produccion de ROS inducida por NOX-2, de manera dependiente de
LOX-1 (19). Existe evidencia que NOX-2 esta implicada en la regulacién de autofagia en
células del sistema inmune (47). Para averiguar si la regulacion de los niveles de LC3-lI
por oxLDL en flujo autofagico detenido por cloroquina esta relacionada con la actividad de
NOX-2, se midio la actividad de esta enzima mediante la cuantificacion de la fosforilacion
de su subunidad regulatoria: la proteina p47 (a nivel del residuo de serina 370). Se
realizaron estimulos con oxLDL a concentraciones de 10, 20, 40 y 80 pg/mL en los
tiempos de 15y 30 min, y 1, 3y 24 h (Figura 6). La cantidad de muestras fue insuficiente
para realizar un analisis estadistico. Sin embargo se observa una tendencia al aumento
en los niveles de p47 fosforilada al tiempo de 1 h en una forma concentraciéon/dependiente
por lo tanto, para obtener datos concluyentes, se debe aumentar el “n” experimental y
analizar los resultados.

La posible regulacion de la autofagia por oxLDL, podria estar relacionada a la
actividad de la proteina autofagica Atg4. Atg4 es una proteasa encargada de procesar
pro-LC3 en LC3-l, pero también puede desconjugar LC3-1l en LC3-1 (32,38,52). Su

actividad se ha relacionado a los niveles de ROS en la célula, pues esta regulada por
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procesos de oéxido-reduccion (52,53). La activaciéon de NOX-2 via oxLDL/LOX-1 podria
explicar los efectos que oxLDL induce en la autofagia. Sin embargo, no existen
antecedentes que vinculen oxLDL y Atg4, pero la desregulacién de la actividad de esta
proteasa puede estar relacionada a la disminucion de LC3-ll en flujo autofagico detenido.
Para corroborar esta accion es necesario realizar experimentos en los que se mida la
actividad de Atg4 con oxLDL, en presencia y ausencia de rapamicina y cloroquina.

Los estimulos realizados con oxLDL a concentraciones de 10 y 20 ug/mL,
cloroquina a 25 pM, y rapamicina a 1 yM no afectan la viabilidad celular de MFC (Figura
8). Para la evaluar de forma indirecta los efectos de oxLDL y autofagia en sobrevida
celular se utilizé H>O, a 200 uM debido a su capacidad de inducir muerte celular en MFC
en un periodo de 24 h (Figura 9). Ademas, se ha descrito que ROS inducen muerte
celular por apoptosis (54,55). Otras alternativas para inducir muerte celular por este
mecanismo eran: estaurosporina (56), sobre-expresion de c-ski (57) o AsO3; como inductor
de ROS (54). Sin embargo, se utilizé peroxido de hidrégeno al existir amplia evidencia de
su uso como inductor de muerte celular (54) y porque es un estimulo que se usa de forma
rutinaria en nuestro laboratorio (19). Ademas, se sabe que ROS estan directamente
implicados con el dano cardiaco producido por eventos como isquemia-reperfusion
(23,58).

Rapamicina y cloroquina disminuyen aun mas la viabilidad celular inducida por
H,O, (Figura 10). Por otro lado, estimulos de oxLDL en MFC tratados con H,O, no
aumentaron la viabilidad celular (Figura 11). Sin embargo, en la Figura 11 se observa
que no hubo pérdida de viabilidad celular respecto al control de H,O, en presencia de
oxLDL 20 ug/mL y rapamicina a 1 uM, a diferencia de lo observado en la Figura 10 donde
rapamicina 1 M si disminuye la sobrevida celular. Este ultimo resultado sugiere que
autofagia en este modelo celular no representa un mecanismo protector frente a muerte
celular, dado que rapamicina no previno los efectos de H,0; .

Se ha asociado autofagia a muerte celular programada tipo Il (60,61). Sin
embargo, en la Figura 8 observamos que rapamicina a 1 yM por si sola no afecta la
viabilidad celular. No obstante, seria necesario observar una cinética concentracion-
tiempo dependiente para evaluar este potencial mecanismo de muerte celular en MFC.

El hecho de que el tratamiento de MFC con H,O, y rapamicina disminuya la
viabilidad celular y que el tratamiento con oxLDL, rapamicina y peréxido no sea distinto
del control con H,0,, indica un posible rol protector de oxLDL en MFC ante muerte celular

inducida por autofagia. Se ha evidenciado en células de la granulosa que la via
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oxLDL/LOX-1 es capaz de modular la muerte celular por autofagia (62), teniendo oxLDL
efectos en la modulacion de la autofagia y de la sobrevida celular. No obstante, no se
obtuvo resultados suficientes para esclarecer un rol de la autofagia ni de oxLDL en la
sobrevida celular de MFC tratados con H,O, como estimulo de muerte.

En este trabajo se observo que oxLDL es capaz de disminuir la acumulacion de
LC3-ll (Figura 4), sugiriendo un rol inhibitorio de la autofagia, pero no hubo datos
suficientes para relacionar esta actividad con NOX-2 y producciéon de ROS (Figura 7).
Ademas, se encontré que rapamicina aumenta la pérdida de viabilidad celular de MFC
tratados con H,O, (Figura 10) a diferencia de oxLDL, que no afecta la viabilidad de estos
MFC. No obstante, oxLDL al parecer revierte el aumento de muerte celular inducida por
rapamicina en MFC tratados con H,O, (Figura 11).

En resumen los resultados obtenidos en esta memoria indicaron que oxLDL inhibe
autofagia, que autofagia aumenta muerte celular en condiciones de estrés oxidativo, y
oxLDL revierte la muerte celular inducida por autofagia. En la Figura 12 se propone una

via de regulacién de la autofagia por oxLDL/LOX-1 via NOX-2.

. Miofibroblasto cardiaco

. Muerte
Autofagia $ Celular

Figura 12. Efectos de LDL oxidado en autofagia y sobrevida celular de miofibroblastos cardiacos.
oxLDL puede regular la autofagia, y con ello aumentar la sobrevida celular de CFM. No obstante el
mecanismo por el cual realiza esta accidon es aun desconocido. Se propone que la producciéon de ROS por
NOX-2 juega un rol fundamental en esta disminucion de la autofagia.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo de memoria de titulo indican lo siguiente:

- oxLDL no induce autofagia en MFC de rata neonata.

- oxLDL disminuye acumulaciéon de LC3-ll inducida por cloroquina, lo que se

relaciona a inhibicion del proceso autofagico.

- La induccion de autofagia por rapamicina disminuye sobrevida celular en MFC

ante el estimulo de muerte de H,0, a 200 pM.

- oxLDL no altera la sobrevida celular de MFC tratados con H,O,a 200 yM. Pero si
parece revertir el efecto de la rapamicina en la muerte celular en presencia de
H20..

- Como conclusién general se puede indicar que oxLDL previene la disminucion en
la viabilidad celular inducida por rapamicina en MFC bajo condiciones de estrés

oxidativo inducido por H,O,.

Una posible proyeccion de este trabajo seria investigar la sefalizacion rio abajo de
oxLDL/LOX-1, en el contexto del estudio de esta ruta en la progresién de procesos
fisiopatologicos como fibrosis cardiaca, en la que se ha demostrado la importancia
de LOX-1. Nuestros resultados muestran que autofagia no constituiria un
elemento regulatorio importante para la senalizacion de oxLDL, por lo que es
necesario investigar la funcion de elementos como NOX-2 o ROS. Por ejemplo,
con el fin de ubicar nuevos blancos farmacoldgicos para el tratamiento de la
condicion de fibrosis cardiaca, proceso asociado a la mayoria de las ECV, y que

en la practica no es reversible y muy dificil de atenuar.
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