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RESUMEN

El infarto agudo de miocardio es una de las principales causas de muerte global y, por lo tanto, una
enfermedad que ha sido ampliamente estudiada. En el infarto, una causa que contribuye al dafio celular
es la reperfusion post-isquemia, mediado esencialmente por el estrés oxidativo. A este respecto, los
efectos del dafio por isquemia/reperfusion sobre los fibroblastos cardiacos, un tipo celular muy
importante en el proceso de reparacion tisular, aun se desconocen. Es bien conocido que el &cido
ascorbico, la deferoxaminay la N-acetilcisteina (A/D/N) son antioxidantes con efectos cardioprotectores.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar si la asociacion farmacoldgica entre estos
antioxidantes, a concentraciones que individualmente no muestran proteccion, podrian conferir
proteccién a los fibroblastos cardiacos contra el dafio por isquemia/reperfusion. Para evaluar esto, los
fibroblastos cardiacos de ratas neonatas fueron sometidos a isquemia/reperfusién simulada en presencia
0 ausencia de tratamiento con A/D/N agregado al comienzo de la reperfusion simulada. La viabilidad
celular fue medida usando tincion con azul de tripan, la produccién de especies reactivas del oxigeno
(ROS) fue medida usando la sonda 2", 7" -diclorofluorescina diacetato. La muerte celular fue medida por
citometria de flujo usando yoduro de propidio. Los mecanismos de sefializacion celular, diferenciacion
en miofibroblastos y sintesis de pro-colageno tipo | fueron determinados por Western blot, mientras que
la migracion fue evaluada utilizando el método de la herida. Nuestros resultados muestran que la
asociacion A/D/N, a concentraciones donde cada uno de ellos por si mismo no demostré actividad
citoprotectora, aumenté la viabilidad de los fibroblastos cardiacos. La asociacion A/D/N también
disminuy® el estrés oxidativo generado en la isquemia/reperfusion simulada, indujo la fosforilacién de
las vias de sobrevida ERK1/2 y Akt, y disminuy0 la fosforilacién de las proteinas pro-apoptoticas p38 y
JNK. El tratamiento con A/D/N también redujo la apoptosis inducida por la reperfusion evidenciado por
una disminucién en la poblacion sub-G1, menores fragmentaciones de las pro-caspasas 9 y 3, asi como
también un aumento en la relacion Bel-xI/Bax. Finalmente, la isquemia/reperfusion simulada inhibi6 la
migracion inducida por suero, la diferenciacion de fibroblastos cardiacos a miofibroblastos cardiacos
mediados por TGF-B1, y la sintesis de pro-colageno tipo | inducida por angiotensina Il, pero estos efectos
fueron prevenidos por el tratamiento con A/D/N. En conclusion, en esta Tesis se presentan los primeros
antecedentes no descritos anteriormente para la asociacién farmacoldgica A/D/N protegiendo la
viabilidad y la funcionalidad de los fibroblastos cardiacos después de la isquemia/reperfusion simulada

y representando, por lo tanto, una novedosa alternativa terapéutica para cardioproteccion.

Palabras Claves: Acido ascorbico, deferoxamina, N-acetilcisteina, isquemia/reperfusion, fibroblastos

cardiacos, especies reactivas del oxigeno.
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SUMMARY

Acute myocardial infarction is one of the main causes of global death and, therefore, a disease that has
been widely studied. In heart attack, one factor that contributes to cellular damage is post-ischemic
reperfusion, caused essentially by oxidative stress. In this regard, the effects of ischemia/reperfusion
damage on cardiac fibroblasts, a very important cell type in the tissue repair process, are still unknown.
Ascorbic acid, deferoxamine, and N-acetylcysteine (A/D/N) are well known to be antioxidants with
cardioprotective effects. Therefore, the objective of this study was to assess whether the pharmacological
association between these antioxidants, at concentrations that individually do not show protection, could
confer protection to cardiac fibroblasts against ischemia/reperfusion damage. To assess this, neonatal rat
cardiac fibroblasts were subjected to simulated ischemia/reperfusion in the presence or absence of
treatment with added A/D/N at the start of simulated reperfusion. Cell viability was measured using
trypan blue staining, the production of reactive oxygen species (ROS) was measured using the 27, 7°-
dichlorofluorescin diacetate probe. Cell death was measured by flow cytometry using propidium iodide.
The mechanisms of cellular signaling, differentiation in myofibroblasts and synthesis of pro-collagen
type | were determined by Western blotting, while migration was evaluated using the wound healing
assay. Our results show that the A/D/N association, at concentrations where each of them by itself did
not show cytoprotective activity, increased the viability of cardiac fibroblasts. The A/D/N association
also decreased oxidative stress generated in simulated ischemia/reperfusion, induced phosphorylation of
the ERK1/2 and Akt survival pathways, and decreased phosphorylation of pro-apoptotic proteins p38
and JNK. Treatment with A/D/N also reduced reperfusion-induced apoptosis evidenced by a decrease in
the sub-G1 population, less fragmentation of pro-caspases 9 and 3, as well as an increase in the Bcl-
xl/Bax ratio. Finally, the ischemia/reperfusion inhibited serum-induced migration, differentiation of
cardiac fibroblasts to cardiac myofibroblasts mediated by TGF-p1, and pro-collagen synthesis induced
by angiotensin Il, but these effects were prevented by treatment with A/D/N. In conclusion, this Thesis
presents the first antecedents not previously described for the pharmacological association A/D/N,
protecting the viability and functionality of cardiac fibroblasts after simulated ischemia/reperfusion and,

therefore, representing a novel alternative therapy for cardioprotection.

Keywords: Ascorbic acid, deferoxamine, N-acetylcysteine, ischemia/reperfusion, cardiac fibroblasts,

reactive oxygen species.
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1. INTRODUCCION

1.1.El infarto agudo de miocardio y el remodelamiento cardiaco

De acuerdo con cifras obtenidas de la Organizacién Mundial de la Salud, las enfermedades
cardiovasculares se han mantenido como la principal causa de muerte en el mundo entre los afios 2000
y 2016. De un total de 56,9 millones de muertes ocurridas en 2016 a nivel global 15,2 millones (26,7 %)
se deben a cardiopatias isquémicas y accidentes cerebrovasculares [1]. Entre las principales cardiopatias
isquémicas se encuentra el infarto agudo de miocardio (IAM) que se define como la muerte del miocardio
producida por la oclusion parcial o total de la circulacion coronaria debido a trombos circulantes o
estenosis [2]. En el estudio INTERHEART de mas de 15.000 pacientes en 52 paises, el 90% de los
infartos de miocardio en hombres (94% en mujeres), se relacionaron con factores de riesgo tales como
fumar, dislipidemia, hipertension, obesidad abdominal, factores psicosociales, consumo de frutas y

vegetales, ingesta de alcohol, regularidad en la actividad fisica y diabetes [3].

El 1AM lleva a la muerte de una gran cantidad de células cardiacas debido a la isquemia
prolongada (falta de oxigeno y nutrientes sanguineos). Dado que el corazon de un adulto mamifero tiene
una capacidad muy limitada para regenerarse después de la injuria, las células muertas son reemplazadas
por tejido fibroético seguido de un remodelamiento alrededor del miocardio que incluye engrosamiento
(hipertrofia) y rigidez (fibrosis) de la pared del ventriculo izquierdo, lo que eventualmente conduce a una
disfuncion cardiaca. Ademas de su efecto sobre la contractibilidad, la cicatrizacion fibrética interfiere

con la normal funcion eléctrica del corazén predisponiendo a la aparicion de arritmias [4].

Los factores fisiopatologicos que convergen hacia el remodelado del corazén después del infarto
de miocardio son multiples. Sin embargo, los determinantes fundamentales de este proceso (y de su
progresion hacia una insuficiencia cardiaca clinica), son la extension del infarto inicial y la calidad del
proceso reparativo post-infarto. En la practica clinica, la limitacion en la extension del infarto se aborda
mediante una reperfusion coronaria oportuna. Por otro lado, la manipulacion terapéutica del proceso de
reparacion subsecuente, que es impulsado principalmente por una inflamacién robusta del tejido vy,
posteriormente, por su inhibicion y resolucion activas, ha resultado ser mucho mas desafiante y dificil
de alcanzar, por lo que se ha hecho necesario proponer potenciales blancos terapéuticos que podrian

influenciar la reparacion y cicatrizacion cardiaca [5].
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1.2. Tratamiento clinico del infarto agudo de miocardio mediante terapias por reperfusion

El manejo clinico del IAM involucra una compleja interaccion entre una rapida
revascularizacion coronaria mediante procedimientos basados en catéteres y tratamientos
farmacoldgicos, una prevencion de eventos isquémicos recurrentes a través de terapias antitrombaticas
optimizadas, y tratamientos dirigidos a mitigar el efecto de la necrosis miocérdica y prevenir eventos
futuros [2].

Para el tratamiento de pacientes con infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST
(STEMI), lo principal es una reperfusion coronaria de emergencia mediante angioplastia coronaria
percutanea primaria (ACPP) o terapia fibrinolitica intravenosa, aungue la primera opcién presenta
importantes ventajas tales como menores tasas de muertes tempranas, de reinfartos y de hemorragias
intracraneales. Ademas, los tratamientos actuales estan incluyendo el implante de stent coronarios

metéalicos, la liberacion de farmaco o ambas caracteristicas [6].

El manejo de pacientes con sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST requiere
de una urgencia y enfoque de revascularizacion distinto dado que hay una circulacién residual en la zona
isquémica. La estrategia invasiva con ACPP es de eleccidn ya que ha tenido resultados beneficiosos y
favorables para la mayoria de los pacientes, mientras que el uso de la terapia fibrinolitica primaria esta

contraindicado por ser perjudicial [6].

1.3. Muerte celular inducida por isquemia/reperfusion cardiaca

En un paciente con STEMI, la intervencion terapéutica mas efectiva para reducir el dafio
miocardico y limitar el tamafio del infarto provocado por la isquemia es la reperfusién oportuna. Sin
embargo, el proceso de reperfusion miocérdica, paraddjicamente, puede inducir por si misma muerte
celular, un fenémeno conocido como dafio por reperfusion que puede contribuir hasta con un 50% del
tamario final del infarto segun diversos estudios en modelos animales de infarto cardiaco [7]. La necrosis
y la apoptosis son los dos tipos de muerte celular que mas se han descrito en el contexto de

isquemia/reperfusion miocardica [8].

La necrosis es un proceso pasivo (no requiere de energia para que ocurra), descontrolado y que
usualmente afecta a grandes campos de células; y que es mediado por 2 mecanismos: interferencia con
el suministro de energia y un dafio directo en la membrana celular. Se caracteriza morfoldgicamente por
la pérdida de la integridad de la membrana celular, desintegracion tanto del nicleo como de la cromatina
condensada, hinchazon celular, formacion de vacuolas citoplasmaéticas, organelos desintegrados y

lisados, formacidn de vesiculas citoplasméticas, mitocondrias hinchadas, desintegradas o condensadas.
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Ademas, la liberacion del contenido citoplasméatico hacia el medio extracelular genera sefiales

guimiotacticas que eventualmente reclutan células inflamatorias [9].

La apoptosis es conocida como un proceso de muerte celular programada, y ocurre normalmente
durante el desarrollo y envejecimiento del organismo para mantener la homeostasis de las poblaciones
celulares en los distintos tejidos. Ademas, es un mecanismo de defensa frente a reacciones del sistema
inmune o cuando las células son dafiadas debido a patologias o agentes nocivos. No obstante, hay
patologias (como muchos tipos de cancer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades autoinmunes
0 dafio por isquemia), donde las anormalidades en la muerte celular pueden ser un componente
significativo, ya sea con una apoptosis insuficiente o excesiva. Las caracteristicas morfolégicas de la
apoptosis son: ocurre en una célula individual o un pequefio grupo de células, hay encogimiento celular
y externalizacion de fosfatidilserina, hay desintegracion nuclear y fragmentacion de la cromatina
condensada, la membrana celular se mantiene intacta, se forman cuerpos apoptéticos que retienen el
citoplasma los cuales son fagocitados por macréfagos y otras células cercanas, y no hay reaccién
inflamatoria. Los mecanismos bioquimicos de la apoptosis son altamente complejos e involucran una
cascada de eventos moleculares dependientes de energia. Las dos principales vias apoptéticas son la
activacién de receptores de muerte por el ligando de sintetasa del acido graso (FasL) o el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o) (via extrinseca), y la liberacion de citocromo ¢ desde la mitocondria
debido a diferentes estimulos (via intrinseca). A través de las vias extrinseca e intrinseca se activan la
caspasa-8 y caspasa-9, respectivamente, las cuales son caspasas iniciadoras que convergen en la
activacion de la caspasa-3 ejecutora. Esta Gltima activa varias endonucleasas (degradan material nuclear)
y proteasas (degradan proteinas del citoesqueleto y nucleares) que llevan a muerte celular programada
[9] (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo de la via extrinseca y la via intrinseca de la apoptosis. La via extrinseca de la apoptosis
se inicia con la unidn de ligandos, como TNF-a o FasL, con sus respectivos receptores causando la activacion rio debajo de la
caspasa 8. Por otro lado, la via intrinseca de la apoptosis se inicia con la salida de citocromo C desde el interior de la mitocondria
a través de poros formados por proteinas Bax (entre otras proteinas pro-apoptdticas), en respuesta a estimulos nocivos como
exceso de calcio 0 ROS, lo que activa a la caspasa 9. Ambas vias convergen en la activacion de la caspasa 3 ejecutora, la cual

desencadena los eventos finales de la apoptosis con la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN.

1.3.1. Fisiopatologia del dafio por isquemia miocardica

Cuando ocurre un IAM debido a una oclusion coronaria, las células del corazén pasan a estar en
una condicion de isquemia, que al ser prolongada lleva a muerte celular. La privacion de oxigeno y
nutrientes resulta en una serie de cambios metabolicos y bioquimicos abruptos al interior de las células
cardiacas. La ausencia de oxigeno detiene la fosforilacion oxidativa en la mitocondria y con ello decaen
los niveles de adenosin 5 -trifosfato (ATP), hay despolarizacion de la membrana mitocondrial, se
acumula el fosfato inorgdnico mitocondrial (debido a que hay hidrolisis de ATP para mantener el
potencial de membrana mitocondrial), y disminuye la funcién contréactil del corazon. Ademas, la falta de
oxigeno provoca que el metabolismo celular cambie a glicdlisis anaerdbica, resultando en acumulacién
de lactato lo cual reduce el pH intracelular (a < 7.0). Los cambios mencionados anteriormente llevan a
una alteracion en la funcion de las proteinas intercambiadoras de iones lo que provoca acumulacion de

calcio al interior de la célula.
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1.3.2. Fisiopatologia del dafio por reperfusion miocardica

La restauracion del flujo coronario miocéardico conduce a una recuperacion de la respiracion
mitocondrial y del potencial de membrana mitocondrial, a un aumento en la sintesis de ATP, y una
normalizacion del pH intracelular. Como consecuencia, ocurre una excesiva actividad contractil o
hipercontractura debido a que aumentan atin més los niveles de calcio citosélico (proveniente tanto del
reticulo sarcoplasmico como del extracelular), se producen altos niveles de especies reactivas del
oxigeno (ROS), se activan calpainas (proteasas dependientes de calcio inhibidas en pH &cido) que
digieren el citoesqueleto, y se induce la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
(MPTP) (un canal altamente permeable del cual se sabe poco sobre su identidad molecular y que permite
una conexién directa entre la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana), provocando edemay lisis
de la mitocondria [10]. La apertura del MPTP permite la liberacion de las proteinas citocromo ¢ (una
proteina pequefia que funciona como transportador electronico mitocondrial entre los complejos
respiratorios 111 'y 1V), Smac/DIABLO y proteasa de serina HtrA2/Omi (ambas proteinas inhiben a los
IAPs o inhibidores de las proteinas de apoptosis), las cuales activan la via intrinseca de la apoptosis,
mientras que también se libera otro grupo de proteinas pro-apoptéticas en forma tardia que se encargan
de la fragmentacion de la cromatina nuclear conocidas como AIF (factor inductor de apoptosis),
endonucleasa G y CAD (ADNasa activada por caspasa). Ademas, cabe destacar que existen proteinas de
la familia Bcl-2 anti-apopt6ticas (ej. Bcl-xl, Bcl-2, Bcl-w) y pro-apoptéticas (ej. Bax, Bad, Bak), que
controlan y regulan la permeabilidad de la membrana mitocondrial, y con ello la salida de citocromo c,
frente a eventos mitocondriales apoptéticos [9]. Por Gltimo, atn no es claro si la particion de la respuesta
inflamatoria que acompafa al IAM contribuye a la patogénesis del dafio por reperfusion o si es una

reaccion a este evento [7].
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1.3.3. Papel del estrés oxidativo en la muerte celular inducida por reperfusién miocardica

El estrés oxidativo se refiere a la acumulacion de especies reactivas de nitrogeno (RNS) y ROS
debido a una excesiva produccion y/o a una degradacion insuficiente relacionada con una menor
actividad de las defensas antioxidantes. La generacion de ROS y RNS durante la reperfusion miocérdica
ha sido ampliamente estudiada en modelos animales de corazones aislados perfundidos expuestos a
isquemia/reperfusion, por lo que en consecuencia se ha propuesto al estrés oxidativo como un potencial

blanco farmacoldgico en este contexto [11, 12] (Figura 2).

Las ROS son moléculas pequefias o iones moleculares generados, inicialmente, por la reduccién
del oxigeno durante el metabolismo celular que ocurre mayoritariamente en la mitocondria, y se
caracterizan por la presencia de electrones desapareados. Entre las ROS mas conocidas estan el anién
superdxido (tiene una vida media corta y puede originar otras ROS mediante reacciones enzimaticas o
catalizadas por metales), el perdxido de hidrogeno (es més estable y puede difundir a través de las
membranas celulares), y el radical hidroxilo (un radical toxico que es altamente reactivo y que tiene un
fuerte potencial oxidante; posee vida media corta y reacciona cerca de su sitio de formacion). Por otro
lado, las RNS como el peroxinitrito (altamente reactivo y dafiino para la célula) derivan de la reaccion

entre el 6xido nitrico (NO) y el anidn superoxido [12].

Durante la isquemia y reperfusion miocéardica, las potenciales fuentes enzimaticas generadoras
de anién superoxido son la actividad del citocromo p450, el desacoplamiento del transporte de electrones
en la cadena mitocondrial, la conversién de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa, la actividad de
la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa, y la actividad de la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS) desacoplada. Las fuentes mitocondriales de perdxido de hidrégeno son diversas, siendo la
actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) la mas importante. El radical hidroxilo se produce
a partir de la reduccion de peréxido de hidrdgeno por hierro (1) (reaccion de Fenton), y a partir de la
descomposicién del peroxinitrito [11]. Es importante destacar que se ha demostrado en modelos de
corazon aislado perfundido que durante la reperfusion posterior a una isquemia prolongada aumentan
considerablemente los niveles de hierro y cobre libre en el flujo coronario los cuales se han
correlacionado directamente con el dafio cardiaco y la produccion de radicales hidroxilos [13, 14]. Este
aumento de hierro libre extracelular se debe probablemente tanto a la lisis de las células cardiacas como
a la movilizacion de hierro desde los almacenamientos de ferritina intracelular favorecido por la

disminucion del pH en la célula durante la isquemia [15].

Las ROS y RNS causan un dafio celular severo. Los radicales libres se caracterizan por generar
reacciones en cadena autopropagantes, espontaneas y escalonadas que terminan por modificar a diversas
biomoléculas orgénicas de la célula hacia productos celulares nocivos. En consecuencia, los productos
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de lipoperoxidacion pueden comprometer la integridad de la membrana celular o de las proteinas que
forman parte de ella; la oxidacion y nitracion de proteinas pueden perjudicar su propia funcién; y el dafio

al acido desoxirribonucleico (ADN) puede ser mutagénico [11].

El estrés oxidativo es considerado uno de los factores mas importantes de la apertura del MPTP
durante los primeros minutos de la reperfusion miocérdica, lo que lleva a muerte celular por apoptosis
(salida de citocromo c al citoplasma para iniciar la via intrinseca apoptoética), y necrosis (producto del
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y a la disipacion del potencial de membrana mitocondrial,
generando el vaciamiento de las reservas energéticas de ATP) [11]. Ademas, el estrés oxidativo activa a
la quinasa reguladora de la sefial de apoptosis (ASK1), una proteina quinasa quinasa quinasa activada
por mitégenos (MAPKKK), que posee proteinas regulatorias de tioredoxina sensibles a estrés oxidativo
gue la mantienen inactiva, la que a su vez activa, rio abajo, a las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) p38 y quinasa c-Jun N-terminal (JNK) provocando apoptosis [16, 17]. Las vias de
p38 y JNK estdn mas relacionadas con el estrés celular, y su activacién ha sido correlacionada a la
apoptosis inducida por estrés oxidativo [18]. Esto ultimo podria deberse, en parte, a que la activacién de
JNK induce a una inhibicion directa de Bcl-2 antiapoptético, o indirecta a través de la activacion de
proteinas de la familia Bcl-2 pro-apoptéticos (ej. Bax, Bak, Bim, Bid) los que a su vez oligodimerizan
formando poros en la membrana externa de la mitocondria facilitando la salida de citocromo ¢ y
Smac/DIABLO. También, la fosforilacion de JNK activa a p53 y AP-1 (proteina activadora 1), las cuales
inducen la expresion de genes pro-apoptéticos como PUMA (modulador de la apoptosis regulada por
aumento de p53), Bax, TNF-a, FasL y Bak [17]. Por ultimo, se ha demostrado la importancia de la
activacion de p38 y JNK en la apoptosis inducida por isquemia/reperfusion en modelo animal de corazon

aislado perfundido [19] y en modelo in vitro de cardiomiocitos [20].
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Figura 2. Esquema representativo del papel del estrés oxidativo en el dafio por reperfusién miocardico. Se muestra que
la reperfusion miocardica genera una recuperacion de los niveles de oxigeno en las células bajo condiciones de isquemia,
provocando la generacion de ROS desde diversas fuentes enzimaticas y no-enziméticas. Entre las acciones deletéreas que
provoca este estallido de ROS estan el dafio oxidativo a diversas macromoléculas, la activacion de vias pro-apoptéticas como
ASK1y la apertura del MPTP, asi como también un aumento en el calcio intracelular, todas las cuales llevan a muerte celular.

CTE mitoc = cadena transportadora de electrones mitocondrial; eNOS desacop = NOS endotelial desacoplada.

1.4.Proceso de cicatrizacion del corazon posterior al infarto: Papel del fibroblasto cardiaco

El tejido cardiaco esta compuesto principalmente de cardiomiocitos, células endoteliales,
fibroblastos, células del musculo liso vascular, macréfagos, pericitos, entre otras, y su abundancia
relativa varia segun la especie, edad y género del organismo [4]. De acuerdo con el estudio realizado por
Pinto AR y colabs. [21], las células endoteliales y los cardiomiocitos son los tipos celulares méas
abundantes en los tejidos cardiacos de humano y de ratén adulto, mientras que los fibroblastos
representan el tercer tipo celular de mayor proporcion en el ventriculo de raton adulto. La revision de
articulos cientificos realizada por Tarbit E y colabs. [22] sefiala que no se conocen marcadores celulares
especificos para identificar a los fibroblastos, pero que entre los potenciales marcadores celulares mas

descritos se encuentran: vimentina, una proteina del citoesqueleto, pero que también identifica
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positivamente a células endoteliales y macrofagos; DDR2 (receptor con dominio discoidina 2), un
receptor de colageno de superficie celular que no esta expresado en miocitos y células endoteliales; Tcf21
(factor de transcripcién 21), el cual también estad expresado en células del sistema inmune (excepto
aquellas células positivas para CD45); PDGF-a (receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
alfa), el cual también estd expresado ampliamente en tejido mesenquimal durante el desarrollo
embrionario; a-SMA (actina del musculo liso alfa) que es un marcador especifico de miofibroblastos que

no esta presente en fibroblastos.

Los fibroblastos cardiacos se originan mayoritariamente de las células mesenquimales presentes
en el epicardio durante el desarrollo cardiaco [23], aunque también hay evidencia que sefiala que pueden
provenir de células madre progenitoras circulantes que son reclutadas en el miocardio ventricular durante
la etapa postnatal [24]. El intersticio cardiaco contiene una gran poblacion de fibroblastos cardiacos los
cuales cumplen un papel importante en la preservacién de la integridad estructural de la matriz
extracelular (ECM) regulando el recambio de coldgeno, un proceso que requiere de sintesis y
degradacion de proteinas en forma constante. En el corazén de un mamifero adulto, la ECM cumple las
funciones de ser un marco estructural para los elementos celulares y de contribuir a la transmision de la
fuerza contréctil, y estd compuesta predominantemente de colagenos fibrilares con un 85% de colageno
tipo | (asociadas a fibras gruesas que confieren resistencia a la extension) y 10% de colageno tipo 1l
(asociadas a fibras delgadas que ayudan a mantener la elasticidad), ambos sintetizados y secretados como
precursores 0 pro-colagenos por los fibroblastos y miofibroblastos. Ademas, la ECM cardiaca contiene
glicosaminoglicanos, glicoproteinas y proteoglicanos, y contiene almacenadas proteasas y factores de
crecimiento latentes como respuesta a un dafio para desencadenar una respuesta de reparacion [25]. Los
fibroblastos cardiacos responden a una amplia variedad de estimulos mecanicos, eléctricos y bioquimicos
contribuyendo al funcionamiento normal del ventriculo. Por ejemplo, los fibroblastos cardiacos secretan
varios factores paracrinos que regulan las funciones de los cardiomiocitos, células endoteliales y células
del sistema inmune. Ademas, forman interacciones célula-célula con cardiomiocitos y otros fibroblastos
[4, 26].

Posterior a un IAM, se inician una serie de eventos fisioldgicos que conducen a la reparacion
cardiaca. El fibroblasto cardiaco tiene una participacion importante en cada una de las fases de la
reparacion cardiaca: a) durante la fase inflamatoria (duracion de varios dias), los fibroblastos son
estimulados por diversos DAMPs (patrones moleculares asociados a dafio) que provienen del contenido
intracelular liberado producto de la muerte celular masiva, provocando que estas células secreten una
gran cantidad de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias para promover la infiltracion de células del
sistema inmune hacia la zona del infarto y asi remover a las células muertas y el debris; b) en la fase

proliferativa (duracién de hasta 2 semanas), los fibroblastos activados migran al sitio del dafio donde
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proliferan, se diferencian a miofibroblastos (presentan fibras de estrés y expresan proteinas contractiles
como a-SMA\) y secretan el colageno que formara la cicatriz; c¢) la fase de maduracion (duracion de 1 o
2 meses) se alcanza cuando se ha terminado la formacion de la cicatriz basada en colageno y hay un
entrecruzamiento de la matriz generada. En esta etapa, los miofibroblastos transitan hacia un estado
quiescente (es decir, en fase GO del ciclo celular y que pueden re-entrar a fase G1 ante un estimulo

apropiado) y comienzan a reducir su nimero mediante apoptosis [5, 27].

1.5. Antecedentes preliminares de los efectos de la isquemia/reperfusion simulada sobre la

capacidad funcional del fibroblasto cardiaco

Los efectos y las bases moleculares del dafio por isquemia/reperfusion miocardica han sido
ampliamente estudiados en modelos in vivo de infarto cardiaco, modelos ex vivo de corazén aislado
perfundido y modelos in vitro de cardiomiocitos [8, 19, 20, 28, 29]. Sin embargo, se sabe muy poco
acerca del efecto que pueda tener la isquemia/reperfusion sobre la funcionalidad del fibroblasto cardiaco
y como esto puede afectar al proceso de cicatrizacion. Hay trabajos cientificos que establecieron modelos
in vitro de hipoxia/reoxigenacion en fibroblastos cardiacos, aunque difieren en ciertos aspectos como el
origen de las células, métodos y condiciones [30, 31, 32, 33]. Vivar R y colabs. [32, 31] demostraron
gue la viabilidad de los fibroblastos cardiacos de ratas neonatas disminuyd proporcionalmente a la
duracion de la isquemia simulada. Por otro lado, al exponer a las células a 8 horas de isquemia simulada
seguida de diferentes tiempos de reperfusion simulada, la viabilidad también disminuy6 de manera
proporcional, aunque en menor magnitud a la condicién antes mencionada, y aumento tanto la apoptosis
como la necrosis segin el tiempo de duracion de la reperfusion simulada. Colston JT y colabs. [34]
evaluaron los efectos directos del perdxido de hidrégeno sobre fibroblastos cardiacos de rata adulta
macho, simulando el estrés oxidativo generado durante una isquemia/reperfusion miocérdica. Este
estudio demostré que el estimulo con perdxido de hidrégeno redujo la migracion inducida por
fibronectina, aument6 la necrosis y no afecté la proliferacion de las células, mientras que también se
determind la participacion de las vias de p38 y quinasa regulada por sefial extracelular (ERK) en dichos
efectos. Otros estudios demostraron que la hipoxia e hipoxia/reoxigenacion afectaron a la sintesis y
secrecion de colageno tipo | en fibroblastos cardiacos de origen humano, de ratas adultas y de ratas
neonatos [35, 36, 37].
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1.6. Estrategias de cardioproteccion para reducir el dafio por isquemia/reperfusion cardiaca

Se han propuesto diversas estrategias para prevenir el dafio por isquemia/reperfusion miocardica
las cuales se pueden dividir segin su modalidad de proteccion (condicionamiento isquémico, proteccién
farmacoldgica, intervencion fisica con hipotermia o estimulacion nerviosa eléctrica), su tiempo de
aplicacion (en la isquemia, al inicio de la reperfusion, o durante la reperfusion), el blanco celular
(cardiomiocitos, células no miocitos u obstruccion microvascular, células circulantes), y el blanco
intracelular (inhibicion de las vias de muerte celular como apoptosis y necrosis, activacion de vias de
pro-sobrevida endégenas como RISK (quinasa de rescate de la lesion por reperfusion), SAFE (mejora
del factor activador de sobrevivientes) y PKG (proteina quinasa G)) [38].

Las estrategias de cardioproteccion basadas en el condicionamiento isquémico (aplicacién
controlada de breves episodios de isquemia y reperfusién coronaria) incluyen el pre-condicionamiento
isquémico local (IPC), el post-condicionamiento isquémico local (IPost) y el condicionamiento
isquémico remoto (RIC). Estas estrategias de condicionamiento isquémico comparten mecanismos
moleculares y vias de sefalizacion intracelulares similares, donde los ciclos cortos de
isquemia/reperfusion estimularan la liberacién de diversas moléculas (adenosina, bradiquinina, factores
de crecimiento, neurohormonas, péptidos hormonales, moléculas lipidicas, citoquinas/quimioquinas),
desde varios tipos de células cardiacas que, a su vez, estimularan a otras células para que de esta manera
se activen cascadas de mediadores citos6licos de moléculas pequefias y de enzimas (denominadas vias
de pro-sobrevida como RISK, SAFE, NO/PKG), que convergeran en efectores subcelulares,
principalmente la mitocondria, para asi prevenir la muerte celular inducida por isquemia/reperfusion
[39].

No obstante, IPC y RIC son tratamientos aplicados durante el periodo de isquemia, es decir,
antes de que los pacientes con STEMI sean expuestos a procedimientos para llevar a cabo la reperfusion
coronaria y, por lo tanto, tienen la gran desventaja de que, al ser administradas primero, retardan la
reperfusion por ACPP. Por otro lado, el IPost y el post-condicionamiento farmacoldgico son tratamientos
que se pueden aplicar en conjunto con la ACPP, protegiendo al miocardio del dafio por reperfusion
durante los primeros minutos (que es donde ocurre la mayor cantidad de muerte celular) [38]. Los
mecanismos de accion de algunos de los agentes farmacolégicos utilizados para prevenir el dafio por
reperfusion miocardica en pacientes con STEMI expuestos a ACPP se relacionan con la capacidad de
modular la via RISK y/o preservar la funcion mitocondrial [7]. Entre estos, llaman la atencion las
investigaciones realizadas en modelos in vivo de infarto cardiaco donde el pre-tratamiento con LPS
(lipopolisacarido de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas), un conocido ligando externo

especifico del TLR4 (receptor de tipo Toll 4), 24 horas antes de realizar la isquemia/reperfusion, redujo
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el tamafo de infarto, y marcadores de apoptosis, inflamacidn y estrés oxidativo, a traves de la activacion
de la via PI3K (fosfatidilinositol-3-quinasa)-Akt (una quinasa de serina/treonina conocida también como
proteina quinasa B o PKB) y de la inhibicion de NF-«B (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas) mediada por aumento de HSP70 (proteina de choque térmico 70) [40,
41].

Por ultimo, es importante sefialar que las revisiones realizadas a las publicaciones de diversos
ensayos clinicos en pacientes con STEMI expuestos a ACPP, donde se probaron diversas estrategias de
cardioproteccion para prevenir el dafio por reperfusion, muestran resultados tanto positivos como
negativos. Ademas, se requieren ensayos clinicos Fase Il con un mayor nimero de pacientes (que
consideren sus caracteristicas, comorbilidades, etc.) y end-points clinicos importantes que aseguren la
robustez de los resultados obtenidos y permitan una clara demostracion de algin beneficio clinico [7, 10,
42].

1.6.1. RISKy otras vias de pro-sobrevida importantes

La via RISK fue descrita por primera vez por el grupo de Yellon DM en 2002 mientras intentaban
dilucidar los mecanismos relacionados al efecto cardioprotector inducido por urocortina (neuropéptido
gue activa los receptores de la hormona liberadora de corticotropina 0 CRH) [43], y consiste en la
activacién temprana (fosforilacion) y en forma aguda de 2 cascadas paralelas con proteinas quinasas de
pro-sobrevida al inicio de la reperfusion para conferir cardioproteccion: i) PI3K/Akt, y ii) MEK1
(MAPK/ERK quinasa, una proteina quinasa quinasa activada por mitdgenos 0 MAPKK)-ERK1/2
(subunidades p44 y p42 de ERK) [44]. El punto de convergencia rio abajo propuesto para las vias
PI3K/Akt y MEK1/ERK1/2 es GSK-3B (glucdgeno sintasa quinasa 3f), el cual es fosforilado e
inactivado, resultando en una modulacion del balance de los miembros pro-apoptéticas y anti-
apoptoticos de la familia Bcl-2 en favor de los elementos anti-apoptéticos para asi inhibir la apertura del
MPTP al conferir mayor resistencia a la mitocondria al dafio por estrés oxidativo [45]. La via RISK es
considerada una cascada de sefializacion universal, o via comun, compartida por la mayoria de las
terapias cardioprotectoras ya sea a través de condicionamiento isquémico o con agentes farmacol6gicos
[44].

Se han sugerido otras cascadas de sefializacion que mediarian el efecto protector inducido por el
condicionamiento isquémico o ciertos agentes farmacol6gicos de manera independiente a la via RISK.
La via SAFE estd conformada por la activacion del receptor subtipo 2 de TNF-a, incluyendo a la

citoquina TNF-a como ligando, que activa rio abajo al factor de transcripcién STAT3 (transductor de
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sefial y activador de la transcripcién 3), el cual regula positivamente la transcripcion a largo plazo de
proteinas cardioprotectoras y mejora la respiracion mitocondrial a corto plazo, atenuando la apoptosis
[39]. Por otro lado, el sistema NO/PKG consiste en la activacion de receptores acoplados a proteina G
gue, mediante PI3K/AKt, activan a la NOS endotelial para que produzca NO el cual induce la formacion
de GMPc (guanosin monofosfato ciclico). Este Gltimo activa a PKG cuyo blanco aparentemente es el
canal de potasio dependiente de ATP mitocondrial, favoreciendo la formacion de ROS, y la proteina

intercambiadora de protén-sodio que retarda la normalizacion de la acidosis [39].

1.7.Uso de antioxidantes para prevenir el dafio por isquemia/reperfusion cardiaca

Dada la importancia del estrés oxidativo en la fisiopatologia del dafio por reperfusion cardiaco,
se han estudiado y utilizado diversos agentes farmacoldgicos con actividad antioxidante en pacientes con
STEMI expuestos a ACPP, pero los resultados de distintos ensayos clinicos de menor escala han sido
variados y, en consecuencia, no se ha podido concluir la eficacia clinica de la terapia antioxidante como
cardioprotectora [12, 46]. Se han propuesto diversas razones para explicar la falta de eficacia clinica en
el uso de los de los antioxidantes para prevenir el dafio por reperfusion miocardica las cuales se
relacionan con una dosificacién suboptima, cantidad de antioxidantes insuficientes para inhibir los altos
niveles de estrés oxidativo y los diversos mecanismos de generacion ROS, deficiencias en el disefio del
estudio o en la metodologia empleada, entre otros [46]. Ademas, esta ampliamente descrito que las ROS
a bajos niveles participan de la sefializacion intracelular normal, en la induccion de vias de proteccién
mitocondrial (factor inducible por hipoxia 1 alfa o HIF-1a,; factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide
2 0 Nrf2), y en los mecanismos de cardioproteccion del condicionamiento isquémico, mientras que altos
niveles de ROS se consideran como deletéreos y que pueden conducir a muerte celular, por lo que son

situaciones a considerar en la utilizacion y eficacia de la suplementacion con antioxidantes [47].

1.7.1. Uso de &cido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina, solos o asociados, para prevenir

el dafio por isquemia/reperfusion miocardica

Entre los antioxidantes utilizados para prevenir el dafio por isquemia/reperfusion miocardica se
encuentran el acido ascérbico (ASC), la deferoxamina (DFO) y la N-acetilcisteina (NAC). Los 3 agentes
farmacoldgicos han demostrado prevenir el dafio por reperfusion en diferentes modelos experimentales
de estudio, y su amplia experiencia clinica como tratamiento para ciertas patologias, asi como el gran

conocimiento acerca de sus perfiles de seguridad y eficacia, han facilitado que se utilicen en ensayos
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clinicos para evaluarlos como posibles terapias cardioprotectoras en pacientes con STEMI bajo
indicacion de ACPP.

El ASC es un atrapador de radicales libres (ej. anién superdxido, radical hidroxilo), el cual ha
demostrado proteger a cardiomiocitos expuestos a condiciones de isquemia/reperfusion simulada (I/Rs),
y reducir el dafio por isquemia/reperfusion en modelos animales ex vivo de corazon aislado reperfundido
e in vivo de infarto cardiaco [48, 49, 50, 51]. Respecto a ensayos clinicos, la administracion de ASC
como infusion intravenosa también ha mostrado resultados favorables reduciendo el dafio por
reperfusion miocardico y los marcadores de estrés oxidativo, y mejorando la microcirculacion en
pacientes de eleccion para ACPP [52, 53, 54]. Ademas, la revision realizada por Spoelstra-de Man AME
y colabs. [55] sefiala que, en base a la gran cantidad de evidencia que hay en la literatura, la
administracion en forma temprana de altas dosis de vitamina C intravenosa cuando ocurre un arresto
cardiaco es una intervencion terapéutica prometedora para disminuir el dafio por isquemia/reperfusién

sistémica provocado por sobreproduccion de estrés oxidativo.

La DFO es un quelante de hierro utilizado como tratamiento para niveles altos de hierro en la
sangre debido a condiciones patolégicas como la Talasemia [56]. Los antecedentes de la DFO como
posible farmaco cardioprotector se remontan a experimentos de los afios 90 en modelos de Langendorff
de isquemia/reperfusion en corazén aislado donde se demostré que mejor6 la capacidad funcional
ventricular y redujo la produccion de ROS [57, 58, 59]. Ademaés, en un modelo de corazédn aislado
reperfundido de rata sometido a cardioplegia fria (isquemia) y reperfusion, fue capaz de reducir la
apoptosis, y mejorar el gasto cardiaco [60]. En modelos in vivo, la administracion de DFO en perros
previa a la oclusion coronaria, pero no al momento de la reperfusion, redujo significativamente la
extension de la necrosis miocardica comparado al grupo control [61, 62], mientras que la retroinfusién
coronaria venosa de DFO previo a la reperfusion redujo significativamente el tamafio del infarto [63].
En cuanto a ensayos clinicos, en un estudio realizado en pacientes con indicacién de cirugia de
revascularizacion coronaria, la infusion de DFO redujo pardmetros de produccion de ROS y protegio el

miocardio contra el dafio por reperfusion [64].

La NAC es un farmaco que posee grupos sulfhidrilos y que, al ser desacetilado, genera al
aminoacido L-cisteina que es un precursor de glutation reducido (GSH), una molécula antioxidante
enddgena. NAC ha demostrado caracteristicas como cardioprotector al prevenir el dafio por reperfusion
en cardiomiocitos expuestos a I/Rs, en modelos ex vivo de corazén aislado reperfundido y en modelos in
vivo de infarto cardiaco [65, 66]. Ademas, NAC se ha utilizado en asociacion con otros agentes
farmacoldgicos obteniendo resultados muy favorables en cuanto a reduccién del dafio por

isquemia/reperfusion miocardica tanto en cardiomiocitos como en modelos animales [67, 68, 69]. No
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obstante, su utilizacién en ensayos clinicos para reducir el dafio por reperfusion en pacientes con
indicacion de ACPP han sido dispares. El estudio realizado por Nozari Y y colabs. [70] demostré que
pacientes con STEMI bajo indicacion de ACPP que recibieron administracién de NAC en forma de bolus
maés infusiones intravenosas durante la reperfusion tuvieron menores niveles de marcadores de dafio
cardiaco y mejoraron los parametros de circulacién coronaria. Sin embargo, en el estudio llevado a cabo
por Thiele H y colabs. [71] se sefiala que la administracion de altas dosis de NAC en forma intravenosa
redujo el estrés oxidativo, pero no tuvo un efecto clinico adicional comparado al placebo con respecto a
la nefropatia inducida por contraste y al dafio por reperfusion miocardica en pacientes con indicacion de
ACPP, con dosis moderadas de medio de contraste, e hidratacion optima.

A pesar de los antecedentes sefialados, aln no ha sido posible una traslacion apropiada de los
resultados obtenidos en modelos in vitro e in vivo hacia la intervencion clinica debido a las diversas
razones antes mencionadas. Existen grupos de investigacién que proponen el uso combinado de
estrategias de cardioproteccion para contrarrestar de manera mas efectiva los diferentes mecanismos de
muerte celular y los efectos deletéreos del dafio por isquemia/reperfusion miocéardica [38], y en este
sentido existen pocos antecedentes de estudios in vivo que hayan utilizado combinaciones de ASC, DFO
y NAC que mostrasen resultados alentadores. Un estudio realizado por Phaelante A y colabs. [72] en
modelo experimental de infarto cardiaco con ratas Winstar demostré6 que la administracién de la
asociacion entre NAC y DFO mejor6 la funcion cardiaca ventricular y redujo marcadores de estrés
oxidativo luego de 28 dias. El grupo de Karahaliou A y colabs. demostr6 que la asociacion entre ASC y
DFO protegio contra arritmias provocadas por isquemia/reperfusion miocardica o por elevacion de la
presion arterial en ovejas [73], mientras que el grupo de Chatziathanasiou GN y colabs. [74] no logro
probar cardioproteccion con la asociacion entre ASC y DFO en cerdos. Un estudio realizado por Gao F
y colabs. [75] demostré que la asociacion entre ASC y glutation monoetil ester fue mas efectiva que cada
uno por separado en proteger un corazén aislado reperfundido de rata. Nikas DN y colabs. [76] realizaron
un estudio donde se administraron conjuntamente ASC, DFO y NAC, cada uno en una dosis especifica,

y no redujeron los efectos deletéreos del dafio por reperfusion.

Es importante destacar que el uso de asociaciones entre ASC, DFO y NAC para prevenir el dafio
por reperfusion miocérdica ha sido muy poco estudiado, y es un concepto que presenta mas de una
ventaja ya que, por un lado, el ASC puede interaccionar farmacolégicamente de manera favorable con
DFOy NAC lo que permite un mayor reforzamiento antioxidante a nivel celular frente al estrés oxidativo
generado por distintas fuentes durante la reperfusién miocardica [77]: a) el dehidroascorbato oxidado
puede ser reducido a ascorbato (la forma ionizada de ASC) por GSH intracelular, incrementando la
biodisponibilidad de ascorbato para interaccionar contra las ROS (ej. anidén superoxido, radical

hidroxilo) [78]; b) La disminucion en los niveles de GSH intracelulares son suplementados por NAC; ¢)
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DFO ejerceria su efecto gquelante sobre el exceso de hierro labil libre catalitico (el cual incrementa
durante la isquemia y la reperfusion cardiaca debido a la lisis celular), disminuyendo la produccion de
radical hidroxilo a través de la reaccién de Fenton, y previniendo la interaccion pro-oxidante ASC-hierro
[79]. Por otro lado, la utilizacién de mas de un agente antioxidante permitiria disminuir la dosis de
administracion individual de cada uno de ellos para asi disminuir los riesgos de posibles efectos adversos

no deseados.

1.7.2. Dafio por isquemia/reperfusion simulada en la capacidad funcional de los fibroblastos
cardiacos y posible efecto citoprotector de la asociacion acido ascérbico, deferoxamina y

N-acetilcisteina

Como se menciond anteriormente, el fibroblasto cardiaco cumple un papel de suma importancia
en los procesos de inflamacion y cicatrizacion posterior a un infarto cardiaco, pero hay antecedentes que
sefialarian que la isquemia y la reperfusion tendrian efectos nocivos sobre la viabilidad y la capacidad
funcional de este tipo celular, lo que podria afectar negativamente los procesos de reparacion posteriores

al dafio por reperfusion miocéardica.

Los estudios de Vivar R y colabs. [31, 32] muestran que el dafio por I/Rs en fibroblastos
cardiacos puede ser prevenido al utilizar IGF-1 (Factor de crecimiento insulinico tipo 1) y TGF-B1
(Factor de crecimiento transformante beta 1) ya que activarian mecanismos antiapoptoticos y la via de
sobrevida RISK. No obstante, no se ha explorado el uso clinico de IGF-1 y TGF-1 como posibles
farmacos cardioprotectores debido a que no se han estudiado lo suficiente sus caracteristicas
farmacoldgicas, sus perfiles de eficacia y seguridad, asi como su estabilidad en la administracion,

dosificacion, costos, entre otras desventajas.

Respecto a esto ultimo, ASC, DFO y NAC cuentan con muchos més estudios y proyecciones en
el uso clinico debido a sus numerosos estudios para prevenir el dafio por reperfusion miocardico, en
forma separada o asociados en forma dual. No obstante, la asociacion triple de estos agentes
antioxidantes no ha sido explorada y representa una novedosa estrategia farmacoldgica en
cardioproteccion debido a las ventajas que suponen las interacciones farmacologicas favorables entre
ellos para reforzar las defensas antioxidantes frente al estrés oxidativo y a la utilizacion de bajas

cantidades de cada antioxidante que podrian llevar a menores efectos adversos [77].

A partir de lo anterior, surge la necesidad de estudiar el posible efecto citoprotector de la
asociacion de ASC, DFO y NAC (A/D/N) utilizando la menor concentracion posible de cada agente

antioxidante que en su conjunto generen el mayor efecto farmacoldgico benéfico. La propuesta es buscar
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un sinergismo entre los distintos antioxidantes para prevenir el dafio por I/Rs en fibroblastos cardiacos,
tanto en la viabilidad como en la capacidad funcional relacionada a reparacion tisular. Ademas, seria
interesante describir el efecto de A/D/N sobre el estrés oxidativo, los mecanismos moleculares de muerte

celular (apoptosis, necrosis) mas descritos, y las posibles vias de sefializacién que podrian participar.

A partir de lo anterior expuesto, se plantea la siguiente hipotesis de trabajo:

2. HIPOTESIS

“La asociacion de acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina previene la muerte celular y
mejora la funcién celular asociada a la reparacion tisular en fibroblastos cardiacos en cultivo expuestos

a condiciones simuladas de isquemia/reperfusion”.

3. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que en un modelo in vitro de isquemia/reperfusion en fibroblastos cardiacos, la
asociacion de acido ascérbico, deferoxamina y N-acetilcisteina previene la pérdida de viabilidad
asociada a una activacion de las vias de sobrevida ERK1/2 y Akt, una inhibicion de mecanismos pro-
apoptéticos y una reduccion en la produccion intracelular de especies reactivas del oxigeno, lo que
consecuentemente mejora la migracion, la diferenciacion y la sintesis de pro-colageno tipo | inducidas

por estimulo.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.Determinar una asociacion farmacoldgica Optima de é&cido ascérbico, deferoxamina y N-
acetilcisteina a partir de su efecto citoprotector dependiente de la concentracion sobre la viabilidad

de los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.

4.2. Determinar si la asociacion de acido ascérbico, deferoxamina y N-acetilcisteina reduce la muerte
celular por necrosis y por apoptosis inducida por la isquemia/reperfusion simulada en fibroblastos
cardiacos.

4.3. Determinar si en los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada la asociacién
de é&cido ascdrbico, deferoxamina y N-acetilcisteina reduce la produccion intracelular de especies
reactivas del oxigeno, activa las vias de sobrevida ERK1/2 y Akt, inactiva las vias pro-apoptoticas
p38 y JNK, reduce las fragmentaciones de las pro-caspasas 9 y 3, y aumenta la razén Bcl-xI/Bax.

4.4, Determinar si en los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada la asociacién
de éacido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina aumenta la migracion inducida por suero,
aumenta la diferenciacion inducida por TGF-B1, y aumenta la sintesis de pro-colageno tipo I inducida

por angiotensina Il.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos y materiales

DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle's medium F12; No 12500062), resazurina (reactivo
alamarBlue™; No DAL1100), y colagenasa tipo 11 en polvo (No 17101015) fueron obtenidos de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Suero fetal bovino (FBS; No 04-001-1A),
solucion de tripsina &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.5%), EDTA 0.2% (10X) (No 03-051-
5B), solucién de penicilina-estreptomicina-anfotericina B (No 03-033-1B), y solucién de azul de tripan
(0.5%) (No 03-102-1B) fueron obtenidos de Biological Industries (Cromwell, Connecticut, Estados
Unidos). EI TGF-beta 1 recombinante humana (TGF-f1; No 240-B) fue obtenido de R&D Systems, Inc
(Minneapolis, Estados Unidos). El Pascorbin (botella para infusidn de vitamina C o acido ascérbico) fue
obtenido de Pascoe Naturmedizin (Giessen, Alemania). Medio M199 (No M2520), pancreatina de
pancreas porcina (No P3292), ARNasa A (No 10109142001), yoduro de propidio (No P4170), reactivo
de Bradford (No B6916), tampon RIPA para extraccion y lisis celular (No 89900), coctel de inhibidores
de proteasas Halt™ (100X, No 78438), coctel de inhibidores de fosfatasas Halt™ (No 78427), reactivo
de deteccion para Western blot ECL™ (No GERPN2209), deferoxamina mesilato (No D9533), N-acetil-
L-cisteina (No A7250), 2',7'-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA; No D6883), 5-bromo-2'-
deoxiuridina (BrdU; No B5002), angiotensina Il humana (No A9525), y cristal violeta (No C0775)
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Todos los productos de
sales inorganicas y de metanol (No 106035) fueron obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania). El
estandar de proteinas pre-tefiido con peso molecular amplio (10-245 kDa) (No ab116028) fue obtenido
de Abcam (Cambridge, Massachusetts, Estados Unidos). El cilindro de nitrégeno gas (N.) fue obtenido
de Linde Group (Santiago, Chile). Los anticuerpos primarios para fosfo-p44/p42 (p-ERK1/2, No 9101),
p44/p42 (ERK1/2, No 9102), fosfo-Akt (p-Akt, No 9271), Akt (No. 9272), fosfo-p38 (p-p38, No 9211),
p38 (No 9212), fosfo-JNK (p-JNK, No 9251), INK (JNK, No 9252), pro-caspasa 3 (No 9662), pro-
caspasa 9 (No 9508), Bax (No 2772), Bcl-xI (No 2764), a-SMA (No 19245), colageno tipo 1 alfa 1
(COL1AZ1; No 84336), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH; No 5174), y los anticuerpos
secundarios para anti-conejo 1gG (No 7074) y anti-raton 1gG (No 7076) conjugado con peroxidasa de
rdbano (HRP) fueron obtenidos de Cell Signaling Technology (Danvers, Massachusetts, Estados
Unidos). Todos los materiales pléasticos fueron obtenidos de Corning Incorporated (Corning, New York,
Estados Unidos).
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5.2. Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiacos de ratas neonatos

Los fibroblastos cardiacos fueron aislados de los ventriculos de ratas neonatas Sprague-Dawley
(1-3 dias de vida) segin como est4 descrito previamente [31]. En una zona estéril, las ratas fueron
decapitadas y se les extrajeron los corazones en forma rapida. Después de remover las auriculas, los
ventriculos fueron picados y colocados en una solucion de digestion con colagenasa (0,05% p/v) y
pancreatina (0,05% p/v). Posteriormente, el producto de la digestion fue pre-plaqueado en placas
plasticas de 100 mm, utilizando medio DMEM-F12/M199 (4:1) conteniendo FBS (10%) y penicilina-
estreptomicina-anfotericina B, y estas se mantuvieron en una incubadora con O; (95%) y CO; (5%) a 37
°C. Los fibroblastos cardiacos se adhieren al plastico a diferencia de los cardiomiocitos, permitiendo su
separacion. Luego de 3 horas, los fibroblastos fueron lavados 3 veces con tampdn fosfato salino estéril
(PBS), se repuso el medio de cultivo y se dejaron proliferar hasta confluencia en una incubadora por 3-
5 dias. Se utiliz6 DMEM-F12 contenido FBS (3%) y penicilina-estreptomicina-anfotericina B como
medio de mantencion. Los pasajes celulares se realizaron con tripsina EDTA (0.5%), EDTA 0.2% (1X)
seguido de inhibicion de su actividad proteasa con DMEM-F12 conteniendo FBS (10%), hasta un
méaximo de 2 pasajes. Los fibroblastos cardiacos fueron recolectados y sembrados sobre placas plasticas
(dependiendo del tipo de experimento) en medio DMEM-F12 sin FBS por 24 horas antes de los

experimentos.

5.3. Aislamiento y cultivo de cardiomiocitos de ratas neonatos

Los cardiomiocitos fueron aislados de los ventriculos de ratas neonatas Sprague-Dawley (1-3
dias de vida) segun como estd descrito previamente [80]. Después de la digestion enzimatica del
miocardio con colagenasa (0,02% p/v) y pancreatina (0,06 % p/v), las células fueron pre-plaqueadas para
descartar las células no-miocitos y la fraccion enriquecida con miocitos fue plaqueada sobre placas de
35 mm pre-cubiertas con gelatina, en medio DMEM/M199 (4:1) con FBS (10%) y 100 mM de BrdU por

24 horas antes de los experimentos.

5.4.Protocolo de isquemia/reperfusion simulada y tratamiento antioxidante

El protocolo empleado se modificd de Vivar R. y colabs [31]. Luego de 24 horas de privacion
de suero, los fibroblastos cardiacos fueron lavados 2 veces con PBS antes de la I/Rs. El medio de cultivo
fue reemplazado por un medio isquémico (pH = 6,2) el cual contenia: HEPES (25 mM, &acido (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico), NaCl (115 mM), KCI (12 mM), MgClx*6H,O (1,2 mM),

CaCl>*2H20 (2 mM) vy é&cido lactico (20 mM). A continuacion, estas células fueron expuestas a una
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condicion de hipoxia al colocarlas dentro de una cdmara sellada (STEMCELL Technologies Inc,
Vancouver, Canada) con ambiente de < 1% O,y 99% N a 37 °C por 6 horas. Al término de este tiempo,
se llevo a cabo la reperfusion simulada cambiando el medio isquémico por DMEM-F12 y colocando a
los fibroblastos cardiacos en una incubadora con O, (95%) y CO; (5%) a 37 °C por 16 horas. Al inicio
de la reperfusion simulada, las células fueron tratadas con ASC, DFO o NAC en forma separada a 10000,
1000, 100, 10 and 1 uM cada uno para estudios preliminares de viabilidad. Posteriormente, los
antioxidantes fueron administrados en diferentes combinaciones a 10 o 1 uM cada uno. Por ultimo, la
asociacion A/D/N fue agregada utilizando 10 uM de cada antioxidante, y el tiempo de duracién de la
reperfusion simulada fue variable segun el experimento. Las células control fueron incubadas bajo
condiciones de normoxia en medio DMEM-F12 y mantenidas en una incubadora con O (95%) y CO,
(5%) a 37 °C por el tiempo exacto de duracion de la isquemia simulada y los experimentos de I/Rs
(Figura 3).

NORMOXIA 6 h NORMOXIA (Tiempo variable)

c — Y — T N N OEANALISS

ASC, NAC
y/o DFO

ISQUEMIA 6 h REPERFUSION (Tiempo variable)

:> METODqLOGiA
I/Rs :> @ :> @ DE ANALISIS

=
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Figura 3. Esquema representativo del protocolo de isquemia/reperfusion simulada empleado en los fibroblastos
cardiacos. En primer lugar, las células se incubaron en medio isquémico con ambiente de nitrégeno carente de oxigeno dentro
de una camara sellada por 6 horas, para luego llevar a cabo la reperfusién simulada con un cambio de medio por DMEM-F12
en ambiente oxigenado. Los controles se realizaron manteniendo a las células en DMEM-F12 y ambiente oxigenado en paralelo
a los experimentos. Los antioxidantes se aplicaron al inicio de la reperfusion. C = control; I/Rs = isquemia/reperfusion simulada;

ASC = 4cido ascorbico; DFO = deferoxamina; NAC = N-acetilcisteina.
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5.5. Determinacién de la viabilidad celular por conteo celular

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 35 mm a una densidad de 156
células/mm? para medir viabilidad utilizando tincién con azul de tripan (0,5%). Después de 16 horas de
reperfusion simulada, las células fueron lavadas 2 veces con PBS y tratadas con tripsina EDTA (0.5%),
EDTA 0.2% (1X) para soltarlas, seguidas de una administracion de FBS (10%) para inducir la
inactivacion de esta proteasa. Después de recolectar las células, se mezcld una alicuota de 20 pl de
muestra mas 20 ul de azul de tripan (0,5%), y luego se transfirieron 8 ul de este homogenizado a una
camara de Neubauer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen, Alemania) para contar
células vivas (no tefiidas) usando microscopio Optico (Figura 4). La viabilidad celular fue cuantificada
como un porcentaje (%) del nimero de células después de 6 horas de normoxia. Se contd un minimo de
1000 células/ml en cada muestra.

Tripsina 1x 20 pl muestra
+ +
Suero 100% 20 ul azul de tripan /7’ o *‘/7

L

®e = o= | — | =>é/“1/47

(A) (B) (C)

Figura 4. Esquema representativo del protocolo de conteo celular con azul de tripan. Se extrajeron 20 pl de la muestra con
células recolectadas del tubo (A) y se mezclaron con 20 pl de azul de tripan en el tubo (B). De este Gltimo, se extrajo una alicuota

que se coloco en la cdmara de Neubauer (C) y se procedio al conteo celular en microscopio éptico.
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5.6. Determinacién de la viabilidad celular por ensayo de reduccion de rezasurina

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 24 pocillos de fondo transparente a
una densidad de 263 células/mm?. Después de 16 horas de reperfusion simulada, el medio de cultivo fue
reemplazado por DMEM-F12, seguido por incubacion con resazurina (10%) por 4 horas en oscuridad.
Las células vivas con metabolismo activo pueden reducir la resazurina no fluorescente a resorufina
fluorescente. La fluorescencia fue medida a 585 nm (A excitacion) y 570 nm (A emision) en un lector de
microplacas multimodo BioTek™ Synergy™ 2 (BioTek Instruments, Inc, Winooski, Vermont, Estados
Unidos) (Figura 5).

DMEM-F12
+ 4 h de incubacién
resazurina 10% resazurina es reducida
(azul) a resorufina (morado)
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Figura 5. Esquema representativo del protocolo para determinacion de la viabilidad celular por ensayo de reduccion de
rezasurina. Al término de la reperfusion simulada, se realizé la incubacion en oscuridad de las células con resazurina (10%)

por 4 horas, tras lo cual se leyo6 la intensidad de fluorescencia del producto resorufina en un fluorimetro.

5.7. Determinacion de la produccion de ROS intracelular

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 24 pocillos de fondo transparente a
una densidad de 421 células/mm?. DCFH-DA es una sonda permeable no fluorescente a la membrana
celular, la cual es desesterificada intracelularmente y es oxidada a 2",7”-diclorofluoresceina fluorescente.
Al término de las 6 horas de la isquemia, las células fueron incubadas con DCFH-DA (20 uM) disuelto
en medio isquémico fresco por 45 minutos a 37 °C. Répidamente, las células fueron lavadas 2 veces con
PBS, y se agreg6 DMEM-F12, con o sin la adicion de los antioxidantes. La intensidad de fluorescencia
fue medida a 485 nm (A excitacion) y 535 nm (A emision) en un lector de microplacas multimodo
BioTek™ Synergy™ 2 (BioTek Instruments, Inc, Winooski, Vermont, Estados Unidos).
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5.8. Determinacidn de necrosis por citometria de flujo

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 60 mm a una densidad de 106
células/mm?. Después de 16 horas de reperfusion simulada, las células muertas fueron recolectadas desde
el medio, centrifugadas a 252x g por 5 minutos y mantenidas a 4 °C. Las células vivas en las placas
fueron soltadas utilizando tripsina EDTA (0.5%), EDTA 0.2% (1X), y esta se inactivo utilizando FBS
(10%). Las células vivas fueron mezcladas con las células muertas y se les agregaron yoduro de propidio
(Img/ml). Finalmente, las células muertas por necrosis fueron detectadas por citometria de flujo en un
equipo BD FACSCantoA (Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, New Jersey, Estados Unidos).
Esta técnica se basa en que al agregar yoduro de propidio (impermeable a la membrana celular de las
células vivas) al medio, este se intercala en los acidos nucleicos de las células necréticas debido a que
pierden la integridad y continuidad de sus membranas, y se aprecia la aparicién de una poblacion celular
con un aumento evidente de la fluorescencia a alta intensidad (Figura 6). Se analizaron en total 5000

células/muestra.
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Figura 6. Esquema representativo de la metodologia empleada para la determinacion de necrosis. Al término de la
reperfusion simulada, se evalug la integridad de la membrana celular de los fibroblastos cardiacos utilizando yoduro de propidio
(PI) y se midi6 la fluorescencia por citometria de flujo (a menor integridad de membrana, mayor fluorescencia y con ello mayor

necrosis). C = control; I/Rs = isquemia/reperfusion simulada.
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5.9. Determinacién de apoptosis por citometria de flujo

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 60 mm a una densidad de 106
células/mm?. Después de 16 horas de reperfusion simulada, las células vivas y muertas fueron
recolectadas segun el protocolo de la seccion 5.8. A continuacion, para permeabilizar las membranas
celulares se agregé metanol frio a la mezcla de células vivas y muertas por 24 horas a -20 °C. Luego se
agregd ARNasa (0,1 mg/ml) a las muestras por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se agreg6
yoduro de propidio (1 mg/ml) a las células y la apoptosis se determin6 por citometria de flujo usando un
equipo BD FACSCantoA (Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, New Jersey, Estados Unidos).
Esta técnica es una adaptacion de la utilizada para la cuantificacion de las poblaciones G1, Sy G2 del
ciclo celular, y se basa en que en el yoduro de propidio se incorpora a la cromatina de células vivas y de
células apoptéticas, pero estas tienen intensidades de fluorescencia diferentes ya que las células
apoptoticas condensan su cromatina y/o poseen ADN fragmentado lo que provoca que incorporen menor
cantidad de yoduro de propidio, por lo que aparece una sefial de intensidad de baja (poblacion sub-G1)
por debajo de la prominente sefial G1 de células vivas con ADN integro (Figura 7). Se analizaron en

total 5000 células/muestra.
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Figura 7. Esquema representativo de la metodologia empleada para la determinacién de apoptosis. Al término de la
reperfusion simulada, los fibroblastos cardiacos fueron incubados en metanol para permeabilizar sus membranas celulares. Tras
ello, se evalud el estado de condensacion de la cromatina mediante la incorporacion de yoduro de propidio (P1) y se midi6 la
fluorescencia por citometria de flujo (a mayor condensacion, menor fluorescencia y con ello mayor apoptosis). C = control; I/Rs

= isquemia/reperfusion simulada.
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5.10. Western blot

5.10.1. Preparacion de extractos de proteinas totales

Para el analisis de los niveles de proteinas, los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas
de 60 mm con una densidad de 106 células/mm?, y se utilizaron diferentes tiempos de reperfusion
simulada segun el tipo de proteina:

a) 10 minutos de reperfusion simulada: proteinas fosforiladas (p-ERK1/2, p-Akt, p-p38, p-JNK).

b) 16 horas de reperfusién simulada: proteinas relacionadas con apoptosis (pro-caspasa 3, pro-
caspasa 9, Bax, Bcl-xl).

c) 48 horas de reperfusion simulada: proteinas relacionadas con diferenciacion y actividad pro-
fibrotica (a-SMA, COL1A1).

Al final de la reperfusion simulada, las células fueron lavadas 3 veces con PBS frio, seguido de
la adicidn de tampdn de lisis celular RIPA con inhibidores de fosfatasas y proteasas. Las muestras fueron
centrifugadas a 252x g por 10 minutos a 4 °C, y se recolectaron los sobrenadantes. Se utilizaron 5 ul de
cada muestra para determinar la concentracion de proteinas totales utilizando el reactivo de Bradford, y
la absorbancia fue medida a 595 nm en un espectrofotdémetro UV-visible Epoch (BioTek Instruments,
Inc, Winooski, Vermont, Estados Unidos). Se agregé tampon de carga 4X (glicerol 32%, B-
mercaptoetanol 20%, SDS 9,2%, Tris base 250 mM pH 6,8, y azul de bromofenol 0,02%) al resto de la
muestra y esta fue denaturada calentando a 100 °C durante 5 minutos. Finalmente, las muestras fueron

almacenadas a -20 °C.

5.10.2. Electroforesis de geles de poliacrilamida

La separacion y resolucion de las proteinas de acuerdo a su masa se realizd6 mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida preparados a partir de una solucion al 30% de
acrilamida:bisacrilamida (A/BA). Los geles se cargaron con 25 pg de extracto proteico. Los geles
concentradores fueron de 5% de A/BA 'y los geles separadores fueron de 20% o 10% de A/BA segun el
peso molecular de la proteina de interés. La electroforesis se realiz6 a voltaje constante de 70 V en
tampon de electroforesis durante 30 minutos y luego de 100 V durante 1,5 horas aproximadamente, o de

70 V durante 2 horas segun el tipo de proteina en particular.
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5.10.3. 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 durante 60 0 90 minutos segun la proteina de interés,
a una corriente constante de 0,35 A en tampon de transferencia.

5.10.4. Inmunodeteccién de proteinas

Una vez transferidas las proteinas a las membranas, estas fueron bloqueadas con leche
descremada al (5% p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente y, posteriormente, se incubaron con los
anticuerpos primarios toda la noche a 4 °C y agitacion suave. Las diluciones de los anticuerpos se

presentan a continuacion:

Anticuerpo Dilucion
p-ERK1/2 y ERK1/2 1:1000
p-Akt y Akt 1:1000
p-p38y p38 1:1000
p-JNK y JNK 1:1000
Pro-caspasa 3 1:1000
Pro-caspasa 9 1:1000
Bax 1:1000
Bcel-xl 1:1000
a-SMA 1:1000
COL1A1 1:1000
GAPDH 1:2000
Secundario anti-raton 1:5000
Secundario anti-conejo 1:5000

Posteriormente, las membranas se lavaron durante 15 minutos en TBS (1X)/Tween-20 al 0,1%
y se procedieron a incubar con el segundo anticuerpo anti-lIgG de conejo o ratdn conjugado con HRP, en
tampon de bloqueo TBS (1X)/Tween-20 al 0,1%, durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Para detectar

las proteinas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron con el reactivo ECL durante 5 minutos
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en oscuridad y a temperatura ambiente, y se revelaron en el escaner para Western blot
quimioluminiscente C-DiGit (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos). Las imégenes
fueron analizados y cuantificadas en el programa Image Studio™ (LI-COR Biosciences, Lincoln,
Nebraska, Estados Unidos).

5.11. Evaluacién de la migracion celular por ensayo de cierre de la herida

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 35 mm a una densidad de 156
célulass/mm? y en medio DMEM-F12 conteniendo FBS (10%) y penicilina-estreptomicina-anfotericina
B para que proliferasen por 24 horas hasta alcanzar la confluencia. Posteriormente, las células fueron
lavadas 2 veces con PBS e incubadas con DMEM-F12 por 24 horas. Pasado este tiempo, se realizé la
isquemia simulada por 6 horas, seguido de una herida hecha con una punta de 200 pl sobre la monocapa
de fibroblastos cardiacos al comienzo de la reperfusion simulada. Se utiliz6 BrdU (100 pM) como un
inhibidor de la proliferacion, permitiendo a los fibroblastos cardiacos migrar sin proliferar en presencia
de FBS (10%). Luego de 24 horas, las células fueron tefiidas con una solucién de cristal violeta (0,3%
p/v) por 20 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar y secar las placas, se tomaron imagenes
de 4 campos por placa usando un microscopio optico. El area de la herida por imagen fue analizada con
el programa ImageJ (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos), y el promedio de los 4
campos de las areas de las heridas fue usado para el analisis de los datos. Todos los valores de area de la
herida promedio fueron normalizados con respecto al valor del area de la herida promedio de los grupos
control con células incubadas en DMEM-F12.

5.12. Protocolo para inducir diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 60 mm con una densidad de 106
células/mm?. Se utilizaron 2 métodos para inducir la diferenciacion de estas células a miofibroblastos: i)
Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 48 horas de normoxia (grupo control) o reperfusion
simulada (en presencia/ausencia de antioxidantes) para inducir diferenciacion esponténea por estrés y
estimulacion por factores (ej. TGF-B1) secretados desde las células al medio de cultivo; ii) Al inicio de
la reperfusion simulada, las células se estimularon con TGF-B1 (10 ng/ml) y fueron expuestos a 48 horas
de normoxia (grupo control) o reperfusion simulada (en presencia/ausencia de antioxidantes). Al término
de las 48 horas, se evaluaron los niveles de proteina de a-SMA de acuerdo con la metodologia sefialada

en la seccion 5.10.
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5.13. Sintesis de pro-colageno tipo |

Los fibroblastos cardiacos fueron sembrados en placas de 60 mm con una densidad de 106
células/mm?. Al inicio de la reperfusion, las células fueron estimuladas con angiotensina 11 (100 nM) y
con &cido ascorbico (100 nM) como cofactor para la sintesis de pro-colageno tipo I, y fueron expuestas
a 48 horas de normoxia (grupo control) o reperfusion simulada (en presencia/ausencia de antioxidantes).
Al término de las 48 horas, se evaluaron los niveles de proteina de COL1Al de acuerdo con la
metodologia sefialada en la seccidon 5.10.

5.14. Representacion de datos y andlisis estadistico

Todos los datos son presentados como promedio + error estdndar de la media (S.E.M.), de a los
menos 3 experimentos independientes, y fueron analizados usando el programa GraphPad Prism version
5.01 (GraphPad, San Diego, California, Estados Unidos). Dependiendo del tipo de experimento, se
muestran figuras o histogramas representativos. Las diferencias entre 2 grupos experimentales fueron
evaluadas por prueba t-Student pareados. Las diferencias entre 3 0 méas grupos experimentales fueron
evaluadas por un andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de por prueba de Tukey o por prueba
de Kruskall-Wallis seguido de prueba de Dunn. Las diferencias entre 2 grupos experimentales en cada
tiempo fueron evaluadas por un ANOVA de dos vias seguido por prueba de Bonferroni. La significancia

estadistica fue aceptada como p < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1.OBJETIVO ESPECIFICO 1.

Determinar una asociacion farmacolégica Optima de acido ascérbico, deferoxamina y N-
acetilcisteina a partir de su efecto citoprotector dependiente de la concentracion sobre la viabilidad de
los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.

6.1.1. Efectos de la isquemia/reperfusion simulada en la viabilidad de los fibroblastos

cardiacos.

Para poder estudiar los efectos citoprotectores de los antioxidantes, lo primero que se hizo fue
validar el modelo in vitro al exponer a los fibroblastos cardiacos a 6 horas de isquemia simulada, seguido
de 16 horas de reperfusién simulada, y se evalud la viabilidad celular mediante azul de tripan. Los
resultados muestran que después de la I/Rs, la viabilidad de los fibroblastos cardiacos disminuy6
significativamente con respecto al grupo control (p < 0,001) (Figura 8A), lo cual fue corroborado por el
ensayo de reduccién de resazurina (p < 0,01) (Figura 8B). Ademas, en la Figura 8A se aprecia que la
isquemia simulada (I) por si sola no tuvo efectos notorios sobre la viabilidad celular (no significativo

respecto del nimero de células tras 6 horas de normoxia).

A) B)

100+ 15000+

&&8&
$$$

*kk

~
i

10000+

1]
?

5000+

Viabilidad celular (%)
b
[l

Intensidad de Fluorescencia
(Unidades arbitrarias)

cé i c22 IIRs c22

Figura 8. La viabilidad de los fibroblastos cardiacos disminuy6 significativamente después de la isquemia/reperfusion
simulada. Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion
simulada (I/Rs). (A) La viabilidad celular fue cuantificada como porcentaje (%) del nimero de células tras 6 horas de normoxia
(C6, 100%) por conteo celular con exclusion por azul de tripan (n = 3). (B) La viabilidad celular fue cuantificada como la
intensidad de fluorescencia por ensayo de reduccién de resazurina (n = 3). Los resultados estan expresados como promedio +
S.E.M. &&& p < 0,001 vs C6; $$$ p < 0,001 vs I; *** p < 0,001, ** p < 0,01 vs C22 (Control nimero de células tras 22 horas
normoxia). Se utilizd como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey en (A), mientras que en

(B) se us6 prueba t-student pareado.
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De manera complementaria, se realizaron estudios exploratorios de diferentes condiciones de
normoxia, isqguemia simulada e isquemia/reperfusién simulada, de acuerdo con lo descrito en la literatura
cientifica, sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos, los cuales se encuentran en la seccién
ANEXO 1. En primer lugar, tanto en la isquemia simulada como en la reperfusion simulada, no hubo
diferencias en cuanto al efecto de una condicidén de normoxia con medio control (constituido casi de la
misma manera que el medio isquémico, pero ademas contiene glucosa y una baja cantidad de potasio,
no contiene acido lactico y se encuentra a pH 7.4), o con DMEM-F12 sobre la viabilidad celular (Figuras
Suplementarias 1Ay B). En segundo lugar, se aprecia que el ambiente de N2 100%, tanto en la isquemia
simulada como en la reperfusion simulada, no tuvo mayores efectos nocivos sobre la viabilidad celular
en condiciones con DMEM-F12 o medio control, pero que al combinarlo con medio isquémico hay una
tendencia a una menor viabilidad celular (Figuras Suplementarias 1A y B). Por ultimo, no hubo mayores
diferencias en la viabilidad celular, tanto en la isquemia simulada como en la reperfusion simulada, al
adicionar 2-Deoxi-D-glucosa (inhibe el metabolismo celular de la glucosa) al medio isquémico (Figura
Suplementaria 2A 'y B).

6.1.2. Efecto dependiente de la concentracion del &cido ascérbico, la deferoxaminay la
N-acetilcisteina sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos bajo

isquemia/reperfusion simulada.

Lo siguientes estudios se enfocaron en caracterizar los efectos del ASC, DFO o NAC sobre la
viabilidad en fibroblastos cardiacos bajo I/Rs, ya que no han sido reportados en la literatura. Se utilizd
un rango de concentraciones similares (1 uM, 10 uM, 100 uM, 1000 uM y 10000 puM) para los 3
antioxidantes, los cuales se administraron al inicio de la reperfusion, y la viabilidad celular se evalué

mediante conteo celular con azul de tripan.

En el caso de ASC, la Figura 9A muestra que la administracion de la mayor concentracion de
10000 uM fue muy citotdxica bajo condiciones de normoxia durante 16 horas (tiempo que dura la
reperfusion simulada), reduciendo la viabilidad celular a cerca del 1% (p < 0,001 respecto de los grupos
control). Por otro lado, al exponer a los fibroblastos cardiacos a I/Rs, el ASC no tuvo efectos sobre la
viabilidad a 1, 10 y 1000 uM, pero a 100 uM se obtuvo la mayor viabilidad (aunque no estadisticamente
significativo con respecto al grupo no tratado) (Figura 9B). Por altimo, la viabilidad disminuyd
significativamente al administrar 10000 uM de ASC con respecto al grupo no tratado (p < 0,001) (Figura
9B).
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Figura 9. Efectos del acido ascorbico, a diferentes concentraciones, sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos en
normoxia y expuestos a isquemia/reperfusion simulada. (A) Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a una concentracion
de 10000 puM de &cido ascorbico (ASC) en condiciones de normoxia durante 16 horas (n = 3). (B) Los fibroblastos cardiacos
fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs), y tratados con 1, 10, 100,
1000 y 10000 uM de ASC durante la reperfusion simulada (n = 3). La viabilidad celular fue cuantificada como porcentaje (%)
respecto del nimero de células tras 6 horas de normoxia (C6) por conteo celular con exclusion por azul de tripan. Los resultados
estan expresados como promedio + S.E.M. $$$ p < 0,001 vs C6; %%% p < 0,001 vs C16 (Control nimero de células tras 16
horas de normoxia); *** p < 0,001, ** p < 0,01 vs C22 (Control nimero de células tras 22 horas de normoxia); ### p < 0,001

vs I/Rs. Se utiliz6 como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

En cuanto a DFO, este no demostré efectos citotdxicos al administrar 10000 uM a los
fibroblastos cardiacos bajo condiciones de normoxia durante 16 horas (Figura 10A). Ademas, al exponer
alas células a I/Rs, DFO aumento6 significativamente la viabilidad a 100, 1000 y 10000 uM con respecto
al grupo no tratado (Figura 10B). Sin embargo, DFO no tuvo efectos sobre la viabilidad a 1 y 10 uM
(Figura 10B).

Por parte de NAC, la viabilidad de los fibroblastos cardiacos disminuyé significativamente al
ser expuestos a 10000 pM, con respecto a los grupos control (p < 0,001) (Figura 11A). Al exponer a las
células a I/Rs, los resultados muestran que la viabilidad aumentd significativamente con la
administracion de 100 y 1000 uM de NAC respecto de las células no tratadas (Figura 11B). En cambio,
pese a que la viabilidad celular fue mayor con 10000 uM de NAC, este aumento no fue estadisticamente
significativo con respecto a las células no tratadas (Figura 11B). Finalmente, la administracion de 1y 10
UM de NAC no tuvo efectos sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs (Figura
11B).
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Figura 10. Efectos de la deferoxamina, a diferentes concentraciones, sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos en
normoxia y expuestos a isquemia/reperfusion simulada. (A) Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a una concentracion
de 10000 uM de deferoxamina (DFO) en condiciones de normoxia durante 16 horas (n = 3). (B) Los fibroblastos cardiacos
fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs), y tratados con 1, 10, 100,
1000 y 10000 uM de DFO durante la reperfusion simulada (n = 3). La viabilidad celular fue cuantificada como porcentaje (%)
respecto del nimero de células tras 6 horas de hormoxia (C6) por conteo celular con exclusidn por azul de tripan. Los resultados
estan expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001 vs C22 (Control nimero de células tras 22 horas de normoxia); ###

p < 0,001, # p < 0,05 vs I/Rs. Se utiliz6 como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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Figura 11. Efectos de la N-acetilcisteina, a diferentes concentraciones, sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos
en normoxia y expuestos a isquemia/reperfusion simulada. (A) Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a una
concentracion de 10000 uM de N-acetilcisteina (NAC) en condiciones de normoxia durante 16 horas (n = 3). (B) Los
fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs), y
tratados con 1, 10, 100, 1000 y 10000 uM de NAC durante la reperfusion simulada (n = 3). La viabilidad celular fue cuantificada

como porcentaje (%) respecto del nimero de células tras 6 horas de normoxia (C6) por conteo celular con exclusion por azul
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de tripan. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. $$$ p < 0,001 vs C6; %%% p < 0,001 vs C16 (Control
ntmero de células tras 16 horas de normoxia); *** p < 0,001, ** p < 0,01 vs C22 (Control nimero de células tras 22 horas de
normoxia); ### p < 0,001, ## p < 0,01 vs I/Rs. Se utilizé como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba
de Tukey.

6.1.3. Efectos de asociaciones entre acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina, a
bajas concentraciones, sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos bajo

isquemia/reperfusion simulada.

Como el objetivo de estos estudios es poder establecer una asociacién farmacoldgica 6ptima
entre ASC, NAC y DFO que permita la mayor sobrevida de los fibroblastos cardiacos posterior a la I/Rs,
se realizaron experimentos donde se administraron combinaciones de los 3 antioxidantes a
concentraciones que no protegieron individualmente, para evaluar un posible efecto sinérgico de
citoproteccion. Para lograr esto, los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a las condiciones
establecidas de I/Rs y se trataron simultdneamente con combinaciones de los 3 antioxidantes al inicio de
la reperfusion a 1 y 10 uM, y se evalud la viabilidad celular usando azul de tripan. Los resultados
muestran que los tratamientos con las asociaciones ASC/DFO, ASC/NAC y ASC/DFO/NAC (A/D/N),
pero no DFO/NAC, incrementaron la viabilidad celular después de la I/Rs a 10 uM cada uno, en
comparacion al grupo no tratado (Figura 12). En cambio, al administrar estas mismas combinaciones, a

1 uM cada antioxidante, solo la asociacion ASC/DFO aumentd la viabilidad celular (Figura 13).
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Figura 12. Las asociaciones entre acido ascérbico,
deferoxamina y N-acetilcisteina, a 10 pM cada uno,
aumentaron la viabilidad en fibroblastos cardiacos
expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los
fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de
isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion
simulada (I/Rs). Las asociaciones entre acido ascérbico
(ASC), deferoxamina (DFO) y N-acetilcisteina (NAC),
usando 10 uM de cada uno, fueron agregados al inicio de
la reperfusién simulada (n = 5). La viabilidad celular fue
cuantificada como porcentaje (%) respecto del nimero de
células tras 6 horas de normoxia (100%) por conteo celular
con exclusion por azul de tripan. Los resultados estan
expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001 vs
Control nimero de células tras 22 horas de normoxia; ## p
< 0,01, # p < 0,05 vs I/Rs. Simbolo “+” representa
presencia de la condicion y simbolo “-” representa
ausencia de condicion. Se utiliz6 como prueba estadistica
un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

Figura 13. Efectos de las asociaciones entre acido
ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina, a 1 pM
cada uno, sobre la viabilidad en fibroblastos cardiacos
expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los
fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de
isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion
simulada (I/Rs). Las asociaciones entre acido ascérbico
(ASC), deferoxamina (DFO) y N-acetilcisteina (NAC),
usando 1 uM de cada uno, fueron agregados al inicio de la
reperfusion simulada (n = 3). La viabilidad celular fue
cuantificada como porcentaje (%) respecto del nimero de
células tras 6 horas de normoxia (100%) por conteo celular
con exclusion por azul de tripan. Los resultados estan
expresados como promedio = S.E.M. *** p < 0,001, * p <
0,05 vs Control nimero de células tras 22 horas de
normoxia; ## p < 0,01 vs I/Rs. Simbolo “+” representa

@

presencia de la condicion y simbolo representa
ausencia de condicion. Se utiliz6 como prueba estadistica

un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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En base a estos hallazgos, se decidid estudiar el efecto citoprotector de la asociacion A/D/N a
10 uM debido a su potencial de proveer una mayor proteccion frente al estrés oxidativo en I/Rs por 3
mecanismos antioxidantes diferentes, a diferencia de las asociaciones dobles, ademas de que no ha sido

explorada en la literatura cientifica y representa una estrategia farmacoldgica novedosa.

Por ultimo, se realizaron estudios para evaluar si la asociacion A/D/N podia generar el mismo
efecto citoprotector que con 10 puM de cada antioxidante al disminuir las concentraciones de ASC y/o
NAC a 1 pM. La figura 14 muestra que las distintas asociaciones lograron una mayor viabilidad en los
fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs, pero que este aumento no fue estadisticamente significativo
debido a la alta variacion en las repeticiones. Por lo tanto, en los siguientes experimentos se utilizara
AJ/DI/N a 10 uM cada antioxidante.

100- Figura 14. Efectos de las diferentes concentraciones de
9 - T la asociacion entre acido ascorbico, deferoxamina 'y N-
= 751 L I .
3 acetilcisteina sobre la viabilidad en fibroblastos
5 50 cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.
é 2 Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de
= 25
g isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion
0= T T T T simulada (I/Rs). Las asociaciones entre acido ascorbico
Normoxia (22h) + _ _ _ _ _ (ASC), deferoxamina (DFO) y N-acetilcisteina (NAC)
URs N N N N N fueron agregados al inicio de la reperfusion simulada (n =
3). Se utilizaron las concentraciones de 10y 1 uM de ASC,
AsCopM) - - o+ -+ - I
10y 1 uM de NAC y 10 uM de DFO. La viabilidad celular
DFO (10pM) - -+ £ + fue cuantificada como porcentaje (%) respecto del niimero
NAC (10 pM) - + + - - de células tras 6 horas de normoxia (C6) por conteo celular
ASC (1pM) ) ) n ) N con exclusion por azul de tripan. Los resultados estan
expresados como promedio = S.E.M. Simbolo “+”
NAC(1pM) . . - -+ 4+

representa presencia de la condicion y simbolo “-”
representa ausencia de condicion. Se utiliz6 como prueba

estadistica Kruskall-Wallis seguido de prueba de Dunn.
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6.2. OBJETIVO ESPECIFICO 2.

Determinar si la asociacion de acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina reduce la muerte
celular por necrosis y por apoptosis inducida por la isquemia/reperfusién simulada en fibroblastos
cardiacos.

La literatura cientifica sefiala que la necrosis y la apoptosis son tipos de muerte celular
ampliamente descritos en la isquemia/reperfusion miocardica, y que también estan presentes en la I/Rs
en fibroblastos cardiacos. Como la asociacion A/D/N, a 10 uM cada antioxidante, fue capaz de aumentar
la viabilidad de los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs, lo siguiente fue evaluar el efecto sobre la
necrosis y la apoptosis inducida por I/Rs en este tipo celular, las cuales fueron determinadas usando

analisis por citometria de flujo con tincién con yoduro de propidio.

De acuerdo con los resultados, tanto la necrosis como la apoptosis aumentaron
significativamente en los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs (Figuras 15 y 16 respectivamente), lo
cual fue concordante con la disminucion en la viabilidad celular (evaluada en forma paralela a estos
experimentos por conteo celular con azul de tripan) (Figura 17). Al tratar a los fibroblastos cardiacos
expuestos a I/Rs con la asociacion A/D/N, se aprecia que no hubo efecto sobre la necrosis (Figura 15),
mientras que si redujo significativamente la apoptosis en comparacién al grupo no tratado (p < 0,05)
(Figura 16). Ademas, en forma paralela, la asociacién A/D/N aument6 significativamente la viabilidad
celular (p < 0,05) (Figura 17).
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Figura 15. La asociacion de &cido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina no disminuyd la necrosis inducida por la
isquemia/reperfusion simulada en fibroblastos cardiacos. Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia
simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las células fueron tratadas con la asociacion de &cido ascorbico,
deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N), usando 10 uM de antioxidante al inicio de la reperfusion simulada. El porcentaje (%)
de células necréticas (necrosis) fue cuantificado por citometria de flujo usando yoduro de propidio (panel inferior), con
histogramas representativos de cada grupo experimental (paneles superiores) (n = 4). Se utiliz6 perdxido de hidrégeno (H202)
50 uM como control positivo. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. * p < 0,05 vs C (Control de células

tras 22 horas de normoxia). Se utiliz6 como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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Figura 16. La asociacion de acido ascdrbico, deferoxamina y N-acetilcisteina reduce la apoptosis inducida por la
isquemia/reperfusion simulada en fibroblastos cardiacos. Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia
simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las células fueron tratadas con la asociacion de acido ascorbico,
deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N), usando 10 uM de antioxidante al inicio de la reperfusion simulada. El porcentaje (%)
de poblacion sub-G1 (apoptosis) fue cuantificado por citometria de flujo usando yoduro de propidio (panel inferior), con
histogramas representativos de cada grupo experimental (paneles superiores) (n = 5). Se utiliz6 peroxido de hidrégeno (H202)
50 UM como control positivo. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001, * p < 0,05 vs C (Control
de células tras 22 horas de normoxia); # p < 0,05 vs I/Rs. Se utiliz6 como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de
una prueba de Tukey.
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Figura 17. La asociacién acido ascérbico, deferoxamina y N-
acetilcisteina aumentd la viabilidad de los fibroblastos
cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los
fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia
simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las
células fueron tratadas con la asociacion de &cido ascorbico,
deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N), usando 10 uM de cada
uno al inicio de la reperfusion simulada (n = 5). La viabilidad
celular fue cuantificada como porcentaje (%) respecto del nimero
de células tras 6 horas de normoxia (100%) por conteo celular con
exclusion por azul de tripan. Los resultados estan expresados como
promedio + S.E.M. ** p < 0,01 vs C (Control namero de células
tras 22 horas de normoxia); # p < 0,05 vs I/Rs. Se utiliz6 como
prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de
Tukey.
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6.3.OBJETIVO ESPECIFICO 3.

Determinar si en los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada la
asociacion de acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina reduce la produccion intracelular de
especies reactivas del oxigeno, activa las vias de sobrevida ERK1/2 y Akt, inactiva las vias pro-
apoptéticas p38 y JNK, reduce las fragmentaciones de las pro-caspasas 9 y 3, y aumenta la razén Bcl-
x1/Bax.

6.3.1. Efecto de la asociacion &cido ascdrbico, deferoxamina y N-acetilcisteina sobre la
produccién de ROS intracelulares inducidas por isquemia/reperfusiéon simulada en
fibroblastos cardiacos.

Los resultados anteriores muestran que la asociacion A/D/N, a 10 uM cada uno, aument6 la
viabilidad celular y redujo la apoptosis en fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs. El siguiente paso fue
dilucidar los mecanismos moleculares y las vias de sefializacion que participan en dichos efectos. Se
realizd un estudio para corroborar la generacion de estrés oxidativo en los fibroblastos cardiacos
expuestos a I/Rs y la capacidad antioxidante de la asociacion A/D/N empleando la sonda 2',7'-
diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA).

En primer lugar, se realizaron ensayos exploratorios para evaluar tanto la efectividad como la
sensibilidad de la sonda DCFH-DA en medio de cultivo DMEM-F12 y al incubar los fibroblastos
cardiacos con ella, frente a concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno (ANEXO 2, Figuras
Suplementarias 3A 'y B). A continuacidn, se comprobd, mediante un ensayo piloto, el efecto antioxidante
de la asociacion A/D/N al tratar fibroblastos cardiacos incubados con la sonda DCFH-DA y que ademas
fueron estimulados con peréxido de hidrogeno, los cuales mostraron menores intensidades de
fluorescencia en el tiempo en comparacion al grupo no tratado (ANEXO 2, Figura Suplementaria 4).
Una vez realizados los ensayos preliminares de calibracion de la metodologia, se procedio a evaluar la
generacion de ROS intracelular inducida por I/Rs en los fibroblastos cardiacos y el efecto antioxidante
de la asociacion A/D/N. La Figura 18 muestra que la combinacion de estos antioxidantes redujo
significativamente la produccién de ROS intracelular después de la I/Rs comparado a las células no
tratadas. La Figura Suplementaria 5 del ANEXO 2 muestra la intensidad de fluorescencia de los

fibroblastos cardiacos incubados con la sonda DCFH-DA en condiciones de normoxia.
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Figura 18. La asociacion de &cido ascorbico/deferoxamina/N-acetilcisteina redujo la produccion intracelular de ROS en
fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de
isquemia simulada seguida de 30 minutos de reperfusion simulada (I/Rs). Al final de la isquemia, las células fueron incubadas
con 2,7 -diclorofluorescina diacetato y tratadas con A/D/N usando 10 uM de cada antioxidante al inicio de la reperfusion
simulada. La generacion de ROS intracelular fue medida como la intensidad de fluorescencia en el tiempo durante los primeros
30 minutos de la reperfusion simulada (n = 3). Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001, ** p <

0,01, * p< 0,05 vs I/Rs. Se utiliz6 como prueba estadistica un ANOVA de dos vias seguido de una prueba de Bonferroni.

6.3.2. Efecto de la asociacion acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina sobre las
vias de sobrevida ERK1/2 y Akt, y las vias pro-apoptoticas p38 y JNK inducidas

por la isquemia/reperfusion simulada en fibroblastos cardiacos.

Los siguientes experimentos se centraron en evaluar mediante western blot si hay activacion
temprana de las vias de sobrevida ERK1/2 y Akt, y también si hay inactivacion temprana de las vias pro-
apoptéticas p38 y JNK, en respuesta a la administracion de la asociacion A/D/N en los fibroblastos
cardiacos expuestos a I/Rs. Los resultados muestran que la I/Rs aumentd la fosforilacion de ERK1/2 y
Akt después de 10 minutos de reperfusion simulada en las células en comparacion a las condiciones de
normoxia, y que el tratamiento con la asociacion A/D/N potencié de manera estadisticamente
significativa este efecto (Figuras 19A y B). Por otro lado, la I/Rs también aument6 la fosforilacién de
p38 y JNK después de 10 minutos de reperfusion simulada pero el tratamiento con la asociacion A/D/N

redujo significativamente este efecto (Figuras 20A y B).
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Figura 19. La asociacion de &cido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina aumento la activacion de las vias de

sobrevida ERK1/2 y Akt en fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los fibroblastos cardiacos

fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 10 minutos de reperfusion simulada (I/Rs). Las células fueron

tratadas con la asociacion acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N) usando 10 pM de cada antioxidante al

inicio de la reperfusion simulada. (A) y (B) muestran Western blots representativos (panel superior) y el andlisis densitométrico
(panel inferior) de p-ERK1/2 y ERK1/2 (n = 3), p-Akt y Akt (n = 3), respectivamente. Se utiliz6 GAPDH como control de

carga. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001, ** p < 0,01 vs C (Control de células después

de 6 horas de normoxia); ### p < 0,001, # p < 0,05 vs I/Rs. Se utilizd como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido

de una prueba de Tukey.
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Figura 20. La asociacion de &cido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina disminuy6 la activacion de las proteinas
pro-apoptdticas p38 y JNK en fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los fibroblastos
cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 10 minutos de reperfusion simulada (I/Rs). Las células
fueron tratadas con la asociacion acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N) usando 10 uM de cada antioxidante
al inicio de la reperfusion simulada. (A) y (B) muestran Western blots representativos (panel superior) y el andlisis
densitométrico (panel inferior) de p-p38 y p38 (n = 4), p-JNK y JNK (n = 3), respectivamente. Se utilizo6 GAPDH como control
de carga. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001, ** p < 0,01 vs C (Control de células después

de 6 horas de normoxia); # p < 0,05 vs I/Rs. Se utiliz6 como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba

de Tukey.
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6.3.3. Efecto de la asociacion acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina sobre las
fragmentaciones de las pro-caspasas 9 y 3 y la relacién Bcl-xl/Bax en fibroblastos

cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.

Para confirmar el efecto antiapoptotico de la asociacion A/D/N en los fibroblastos cardiacos
expuestos a I/Rs, se determinaron los niveles de proteinas de las pro-caspasas 9 y 3, asi como también la
relacion Bcl-xl/Bax, mediante western blot tras 16 horas de reperfusion simulada. Los resultados
muestran que la I/Rs indujo una reduccién en los niveles de pro-caspasa 9 y de pro-caspasa 3 en
comparacion a las células control (ambos p < 0,001). Estos resultados sugieren una induccion de la
apoptosis, pero este efecto fue prevenido con la administracion de la asociacion A/D/N (Figuras 21A'y
B). Ademas, los fibroblastos expuestos a I/Rs mostraron una tendencia a una menor relacién de Bcl-
x1/Bax respecto de las células control (no significativa), la cual aumenté de manera estadisticamente
significativa en presencia de la asociacion A/D/N en comparacién al grupo no tratado (p < 0,05) (Figura
22).

A) B)
Pro-caspasa 9 ’ S e W 51 kDa Pro-caspasa 3 | —— = — ‘ 35kDa
GAPDH |Wi WD S | 37KDa GAPDH [ o s wmm | 371Da
it
L 12 —
5. . 12 "
E o= T —
OF os i <2
E- 9% o0s -
cm© w o
g2 g9
o 04 g2
o 2% 0.4
13 o
o iy
0.0 . T [
c - ADIN 0.0 y T
- [ AIDIN

IRs
IRs

Figura 21. La asociacion de acido ascérbico, deferoxamina y N-acetilcisteina previno la disminucion de los niveles de
proteina de las pro-caspasas 9 y 3 en fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los fibroblastos
cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las células
fueron tratadas con la asociacion acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N) usando 10 M de cada antioxidante
al inicio de la reperfusion simulada. (A) y (B) muestran Western blots representativos (panel superior) y el andlisis
densitométrico (panel inferior) de pro-caspasa 9 (n = 4) y pro-caspasa 3 (n = 5), respectivamente. Se utilizo6 GAPDH como
control de carga. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001 vs C (Control de células después de
22 horas de normoxia); ### < 0,001, # p < 0,05 vs I/Rs. Se utiliz6 como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de
una prueba de Tukey.
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6.3.4 Estudios sobre citoproteccion con la asociacion &cido ascorbico, deferoxaminay N-

acetilcisteina en cardiomiocitos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.

De manera complementaria, se realizaron estudios preliminares en cardiomiocitos para evaluar
si los resultados obtenidos en fibroblastos cardiacos con la asociacion A/D/N eran reproducibles en otro
tipo de células cardiacas. En este sentido, es importante sefialar que los cardiomiocitos son los principales
tipos celulares en el corazon y que, ademas, no tienen capacidad proliferativa por lo que fue importante
evaluar si este tratamiento farmacoldgico, en condiciones similares a las de los fibroblastos cardiacos,
podia prevenir la muerte por I/Rs. Los primeros estudios se enfocaron en evaluar la viabilidad celular
mediante conteo celular con azul de tripan. La Figura 23 muestra que la viabilidad de los cardiomiocitos
disminuy6 significativamente después de la I/Rs en comparacién al grupo control (p < 0,01), pero esto
fue prevenido al administrar la asociacion A/D/N, a 10 uM de cada antioxidante, con respecto al grupo
no tratado (p < 0,05). Luego, se realizaron estudios preliminares para evaluar parametros apoptoticos
inducidos por la I/Rs en los cardiomiocitos, en presencia o ausencia de la asociacion A/D/N, a través de
la determinacién de los niveles de proteinas de las pro-caspasas 9 y 3, asi como los niveles de Bcl-xl,
utilizando Western blot. La Figura 24 muestra que, luego de la I/Rs, los niveles de la pro-caspasa 9 y de
la pro-caspasa 3 en los cardiomiocitos disminuyeron significativamente en comparacion al grupo control
(p < 0,001). No obstante, estos efectos fueron prevenidos por la administracion de la asociacion A/D/N.
Por altimo, la Figura 25 muestra que los niveles de Bcl-xI tuvieron una tendencia a la disminucién en
los cardiomiocitos expuestos a I/Rs, pero cuando se agregdé la asociacion A/D/N los niveles de Bel-xl

aumentaron significativamente con respecto al grupo no tratado.

# Figura 23. La asociacion &cido ascorbico, deferoxamina y N-
1004

acetilcisteina aumentd la viabilidad de los cardiomiocitos expuestos a

57 isquemia/reperfusion simulada. Los cardiomiocitos fueron expuestos a 6

*k

50 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada

. (I/Rs). Las células fueron tratadas con la asociacion de acido ascdrbico,

Viabilidad celular (%)

deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N), usando 10 UM de cada uno al

c - ADIN inicio de la reperfusion simulada (n = 3). La viabilidad celular fue
VRS cuantificada como porcentaje (%) respecto del nimero de células tras 6
horas de normoxia por conteo celular con exclusion por azul de tripan. Los
resultados estan expresados como promedio + S.E.M. ** p < 0,01 vs C
(Control nimero de células tras 22 horas de normoxia); # p < 0,05 vs I/Rs.
Se utilizé como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una

prueba de Tukey.
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Figura 24. La asociacion de acido ascérbico, deferoxamina y N-acetilcisteina previno la disminucion de los niveles de
proteina de las pro-caspasas 9 y 3 en cardiomiocitos expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los cardiomiocitos
fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las células fueron tratadas
con la asociacion é&cido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N) usando 10 pM de cada antioxidante al inicio de la
reperfusion simulada. (A) y (B) muestran Western blots representativos (panel superior) y el analisis densitométrico (panel
inferior) de pro-caspasa 9 (n = 4) y pro-caspasa 3 (n = 4), respectivamente. Se utiliz6 GAPDH como control de carga. Los
resultados estan expresados como promedio + S.E.M. *** p < 0,001 vs C (Control de células después de 22 horas de normoxia);

### < 0,001, ## p < 0,01 vs I/Rs. Se utilizd como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

Figura 25. La asociacion de acido ascorbico, deferoxamina 'y N-

= i acetilcisteina aumentd la relacion Bcl-xI/Bax en cardiomiocitos

é ‘% : T expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los cardiomiocitos

s fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16

:Z g% % horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las células fueron tratadas

® 5_4), H ’_T_‘ i con la asociacidn acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina
0

P : ADIN (A/D/N) usando 10 uM de cada antioxidante al inicio de la
T Rs reperfusion simulada. Se muestran los Western blot representativo
(panel superior) y el andlisis densitométrico (panel inferior) de Bcl-
xI (n = 4). Se utilizo GAPDH como control de carga. Los resultados
estan expresados como promedio + S.E.M. #p < 0,05 vs I/Rs. C =
Control nimero de células tras 22 horas normoxia. Se utilizé como

prueba estadistica Kruskall-Wallis seguido de prueba de Dunn.
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6.4.OBJETIVO ESPECIFICO 4.

Determinar si en los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada la
asociacion de acido ascarbico, deferoxamina y N-acetilcisteina aumenta la migracion inducida por suero,
aumenta la diferenciacion inducida por TGF-B1, y aumenta la sintesis de pro-coladgeno tipo | inducida
por angiotensina Il.

6.4.1. Efecto de la asociacion &cido ascdrbico, deferoxamina y N-acetilcisteina sobre la
migracion inducida por suero en fibroblastos cardiacos expuestos a

isquemia/reperfusion simulada.

Después de haber estudiado los efectos de la asociacién A/D/N sobre la viabilidad de los
fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs, las vias de sefializacion y los mecanismos moleculares que
participan del efecto citoprotector de esta combinacidn de antioxidantes, el Gltimo objetivo fue dilucidar
si la asociacién A/D/N puede proteger la funcionalidad de los fibroblastos cardiacos relacionada con la

pérdida de diferenciacién, migracién y sintesis de colageno después de la I/Rs.

En primer lugar, para evaluar la migracion celular se llevo a cabo el ensayo por método de la
herida, utilizando FBS (10%) para inducir la migracién de los fibroblastos cardiacos al area de la herida
durante la reperfusion simulada, y se agreg6é BrdU para inhibir la proliferacion inducida por FBS en las
células. La Figura 26 muestra que, en condiciones de normoxia, los fibroblastos cardiacos migraron en
presencia de FBS (10%), con o sin BrdU, reduciendo el area de la herida sobre un 50% en comparacion
con las células control (p < 0,001). Sin embargo, las células no migraron en presencia de la asociacion
A/D/N por si sola. Luego, se evalu6 si los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs pueden migrar en
presencia de FBS (10%) + BrdU. Después de 24 horas de reperfusion simulada, los fibroblastos cardiacos
no migraron en presencia de FBS (10%) + BrdU. Ademas, la asociacion A/D/N, por si misma, no
modificd la migracion de los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs. No obstante, cuando estas células
fueron expuestas a I/Rs y tratadas con A/D/N en presencia de FBS (10%) + BrdU, la migracion aumentd
significativamente en comparacion a las células control en normoxia sin FBS (10%) (p < 0,01), y en

comparacion a las células bajo I/Rs y en presencia de FBS (10%) + BrdU (p < 0,01) (Figura 26).
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Figura 26. La asociacion de acido ascdrbico, deferoxamina
y N-acetilcisteina aumenta la migracién inducida por suero
en fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion
simulada. Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6
horas de isquemia simulada seguida de 24 horas de reperfusion
simulada (I/Rs). Las células fueron tratadas con la asociacion
acido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina (A/D/N)
usando 10 pM de cada antioxidante al inicio de la reperfusion
simulada. Se hizo una herida sobre una monocapa de células
previo a la reperfusion simulada con DMEM-F12, FBS (10%)
o0 FBS (10%) + BrdU (100 pM). Se muestran las imagenes
representativas de cada grupo experimental (panel superior) y
la cuantificacion del area (panel inferior izquierdo) (n = 3). Los
resultados estan expresados como promedio = S.E.M. *** p <
0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 vs Normoxia (30 h) + DMEM-
F12; $$ p < 0,01, $ p < 0,05 vs Normoxia (30 h) + FBS (10%)
+ BrdU; ## p < 0,01 vs I/Rs + FBS (10%) + BrdU. FBS = suero
fetal bovino; BrdU = 5-bromo-2'-deoxiuridina. Simbolo “+”

@

representa presencia de la condicion y simbolo representa
ausencia de condicion. Se utilizd como prueba estadistica un

ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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6.4.2.

La diferenciacion de fibroblastos cardiacos a miofibroblastos se indujo mediante incubacién en
presencia o ausencia de TGF-f1 (10 ng/ml) durante la reperfusion simulada, y se evaluaron los niveles
de proteina de a-SMA, un marcador especifico de diferenciacion, mediante Western blot después de 48
horas. La Figura 27 muestra que el contenido de proteina de a-SMA aumentd después de 48 horas con o
sin la administracion de TGF-B1 en comparacion a las condiciones control (p < 0,001), pero estos efectos
fueron inhibidos después de la I/Rs. Ademas, la administracion de A/D/N por si solo no indujo un
aumento en los niveles de proteina de a-SMA en fibroblastos cardiacos después de I/Rs, pero la co-

administracion de los antioxidantes con TGF-B1 recupero el efecto de diferenciacion de esta citoquina,

Efecto de la asociacion acido ascérbico, deferoxamina y N-acetilcisteina sobre la

diferenciacion inducida por TGF-B1 en fibroblastos cardiacos expuestos a

isquemia/reperfusion simulada.

en comparacion a las condiciones control (p < 0,001) (Figura 27).
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Figura 27. Los niveles de proteina de a-SMA
aumentaron en los fibroblastos cardiacos luego de
ser expuestos a isquemia/reperfusion simulada,
estimulo de TGF-g1 y tratamiento con la
asociacion de acido ascorbico, deferoxaminay N-
acetilcisteina. Los fibroblastos cardiacos fueron
expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de
48 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Al inicio de
la reperfusion simulada, las células fueron tratadas
con la asociacion acido ascérbico, deferoxamina y
N-acetilcisteina (A/D/N) usando 10 yM de cada
antioxidante, y estimuladas con o sin TGF-1 (10
ng/ml). Se muestran el Western blot representativo
(panel superior) y el analisis densitométrico (panel
inferior izquierdo) de o-SMA y GAPDH como
control de carga (n = 5). Los resultados estan
expresados como promedio + S.E.M. 888 p < 0,001
vs Normoxia (0 h); % p < 0,05 vs Normoxia (56 h);
&& p < 0,01 vs Normoxia (56 h) + TGF-B1. TGF-B1
= Factor de crecimiento transformante beta 1; a-
SMA = actina del musculo liso alfa. Simbolo “+”
representa presencia de la condicion y simbolo “-”
representa ausencia de condicién. Se utilizd como
prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de

una prueba de Tukey.



6.4.3. Efecto de la asociacidn &cido ascorbico, deferoxamina y N-acetilcisteina sobre la
sintesis de pro-colageno tipo | inducida por angiotensina Il en fibroblastos

cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.

La sintesis de pro-coldgeno tipo | en los fibroblastos cardiacos se indujo mediante la
estimulacion con angiotensina Il (100 nM) maés &cido ascorbico (100 nM) durante la reperfusion
simulada, y se evaluaron los niveles de proteina de COL1A1 mediante Western blot después de 48 horas.
Los resultados muestran que la estimulacion con angiotensina Il aumenté los niveles de COL1AL con
respecto a las células en condiciones control (p < 0,05), pero este efecto fue inhibido de manera
significativa después de la I/Rs (p < 0,001) (Figura 28). El tratamiento con A/D/N por si solo no tuvo
efecto alguno sobre los niveles de COL1AL en los fibroblastos después de la I/Rs, pero al administrar la
asociacion de antioxidantes en conjunto con angiotensina Il se recuper6 la produccion de COL1Al
inducida por este péptido en comparacion a las condiciones de normoxia (p < 0,05) y a las células bajo

I/Rs tratadas con angiotensina Il (p < 0,01) (Figura 28).

2okpa  Figura 28. La asociacion de acido ascorbico,

COLIAL ’ - — A —

GAPDH ‘_ — ‘ 371D deferoxamina y N-acetilcisteina aument6 la sintesis de

pro-colageno tipo | inducida por angiotensina Il en

¢¢ fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion
L —— |
20 % % simulada. Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6
E._E 15 horas de isquemia simulada seguida de 48 horas de
o *
Sl LI reperfusion simulada (I/Rs). Al inicio de la reperfusion
ze . ) o
25 os ﬂ simulada, las células fueron tratadas con la asociacion &cido
o
. ascorbico, deferoxaminay N-acetilcisteina (A/D/N) usando
Normoxia (56h) + & - - . . 10 uM de cada antioxidante, y estimuladas con o sin
IRs - - + + + o+ angiotensina Il (100 nM). Se agregd acido ascorbico (100
Angiotensina 11 (100nM) -+ -+ - 4 nM) a todos los grupos experimentales como un co-factor
A/D/N (10 pM) - - - - + 4+

en la sintesis de pro-colageno tipo I. Se muestran el
Western blot representativo (panel superior) y el andlisis
densitométrico (panel inferior izquierdo) de COL1Al y
GAPDH como control de carga (n = 4). Los resultados
estan expresados como promedio + S.E.M. 111 p < 0,001,
1 p <0,01, ¥ p<0,05 vs Normoxia (56 h) + angiotensina
Il; % p < 0,05 vs Normoxia (56 h); ¢¢ p < 0,01 vs I/Rs +
angiotensina Il. COL1A1 = colageno tipo 1 alfa 1. Simbolo
“+” representa presencia de la condicion y simbolo “-”

representa ausencia de condicion. Se utilizd6 como prueba
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estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba
de Tukey.

7. DISCUSION

Los principales resultados de este trabajo y que responden la hipétesis planteada para esta Tesis
se muestran en la Figura 29. Entre estos, la viabilidad de los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs
aumento al ser tratados con ASC, DFO o NAC por separado a concentraciones > 100 uM, pero cuando
se administraron las asociaciones ASC/DFO, ASC/NAC y A/D/N a una concentraciéon de 10 uM cada
antioxidante (concentracion a la cual no mostraron efecto alguno sobre la viabilidad), se obtuvo un efecto
citoprotector sinérgico frente al dafio por I/Rs. Ademas, la asociacion A/D/N, a 10 uM cada antioxidante,
redujo tanto la produccion de ROS intracelular como la apoptosis inducida por la I/Rs, lo cual fue
corroborado por una prevencién de las fragmentaciones de las pro-caspasas 9 y 3, y un aumento de la
relacién Bcl-xI/Bax. Por otra parte, los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs y tratados con la
asociacion A/D/N mostraron mayor activacion de las vias de sobrevida ERK1/2 y Akt, y una menor
activacion de las vias pro-apoptéticas p38 y JNK. Por Gltimo, el tratamiento con la asociacion A/D/N
previno la pérdida de funcionalidad de los fibroblastos cardiacos asociada a la cicatrizacion, provocada
por la I/Rs, al restaurar la migracion inducida por suero, la diferenciacion mediada por TGF-B1, y la

sintesis de pro-colageno tipo | inducida por angiotensina I1.

De manera complementaria, los resultados de los estudios realizados en cardiomiocitos
indicaron que las células tratadas con la asociacion A/D/N, a 10 uM cada antioxidante, tuvieron una
mayor sobrevida y menores fragmentaciones de las pro-caspasas 9 y 3, mientras que hubo una tendencia

a mayores niveles de proteina de Bcl-xl.

La citoproteccion de los fibroblastos cardiacos frente a los efectos deletéreos de la reperfusion y
del estrés oxidativo es muy importante ya que estos podrian afectar negativamente al éptimo desarrollo
de la reparacidn tisular después de un dafio en el miocardio [25]. Actualmente, hay maltiples estrategias,
evaluadas en modelos animales, que protegen al miocardio del dafio por I/R, pero trasladar estas terapias
al ambito clinico ha sido un enorme desafio [38, 81]. Ademas, se cree que la combinacién de terapias
con efectos sinérgicos, asi como también la proteccién de todas las células cardiacas y no solo de los
cardiomiocitos, son esenciales para alcanzar la cardioproteccion. De acuerdo con esto, el uso de la
asociacion farmacolégica entre ASC, DFO y NAC ha sido sugerida como una novedosa estrategia

cardioprotectora contra el dafio por reperfusion [77].
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En esta Tesis se evidenciaron efectos benéficos de esta asociacion de antioxidantes sobre la

actividad pro-fibrética de los fibroblastos cardiacos que no habian sido descritos con anterioridad.
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Figura 29. Esquema representativo de los principales resultados de la Tesis Doctoral. La asociacion de cido ascorbico,
deferoxamina y n-acetilcisteina previno los efectos deletéreos de la isquemia/reperfusion simulada en los fibroblastos cardiacos
en cultivo, aumentando la viabilidad, reduciendo la apoptosis incluyendo sus vias de sefializacién (JNK, p38), activando vias
de sobrevida (ERK1/2, Akt) y reduciendo la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS). Esto se relacion6 con una

recuperacion en la capacidad de migracion, diferenciacion y sintesis de pro-colageno tipo I.

7.1.Efectos de los antioxidantes, solos o asociados, sobre la pérdida de viabilidad celular

inducida por la isquemia/reperfusion simulada en los fibroblastos cardiacos.

De acuerdo con los primeros resultados, el modelo de I/Rs induce pérdida de viabilidad en los
fibroblastos cardiacos lo cual fue corroborado por 2 metodologias distintas, acorde con lo que se sefiala
en la literatura [31, 32]. Los antioxidantes ASC, DFO y NAC, por separado, aumentaron la viabilidad de
los fibroblastos cardiacos expuestos a la I/Rs de una manera dependiente de la concentracion, siendo
efectiva en un rango de concentraciones > 100 uM. Sin embargo, la concentracion de 10000 uM (o 10
mM) de ASC fue citotoxica, posiblemente debido a que el ASC tiene propiedades pro-oxidantes que
promueven la generacion de peroxido de hidrogeno a partir de radical ascorbilo y hierro libre en el fluido
extracelular [82]. Este efecto citotoxico del ASC a altas concentraciones se ha estudiado como potencial
antitumoral en modelos in vivo e in vitro de células cancerigenas murinas [83], y un estudio realizado
por Ma Y y colabs. [84] demostr6 que, en células de cancer de ovario, altas concentraciones de ASC (de

orden milimolar) indujeron dafio en el ADN, disminuyeron los niveles de ATP, activaron la via ATM
71



(ataxia telangiectasia mutada) / AMPK (proteina quinasa activada por adenosina monofosfato) e
inhibieron la via mTOR (blanco mamifero de rapamicina). Cabe destacar que las concentraciones de
ASC, DFO y NAC que aumentaron la viabilidad de los fibroblastos cardiacos son similares o se
encuentran dentro de los mismos 6rdenes de magnitud a los reportados por otros estudios realizados para
evaluar proteccion con estos agentes ya sea en modelo in vivo de infarto cardiaco, corazon aislado de
animal o cardiomiocitos en cultivo expuestos a I/Rs [48, 50, 57, 65, 85]. Por otro lado, con respecto a las
concentraciones mayores de ASC (10 mM) utilizadas en estos ensayos, se han reportado resultados
contradictorios a los nuestros. A este respecto, en un ensayo clinico donde se alcanzaron concentraciones
plasmaticas de 10 mM de ascorbato mediante infusion intravenosa se obtuvieron efectos benéficos sobre
la funcion ventricular de los pacientes con 1AM, sin efectos citotoxicos como los sefialados con
anterioridad [54]. Bajo estas circunstancias, en un ser humano o modelo in vivo ocurren procesos
fisioldgicos complejos de distribucion, metabolismo y excrecion de ASC (en el caso de una infusion
intravenosa) que no son posibles en un cultivo celular, lo que explicaria que las altas concentraciones no
fuesen tdxicas sino mas bien necesarias para que el farmaco tuviese la biodisponibilidad 6ptima en la

sangre y en el sitio de accion.

Otros resultados interesantes son que los antioxidantes ASC, DFO y NAC, por separado, no
protegieron a concentraciones de 1y 10 uM contra la I/Rs. Sin embargo, cuando ellos fueron asociados
(sea en una combinacién doble o triple), a una concentracion de 10 uM cada uno, mostraron una posible
citoproteccion sinérgica ya que el efecto combinado fue mayor al esperado de sus potencias individuales
[86]. Estudios previos han establecido que ASC, DFO y NAC, por si solos o combinaciones duales entre
ellos, tuvieron efectos cardioprotectores [48-51, 57-63, 65, 66, 72, 73, 75]. No obstante, hasta el
momento no se habia descrito un estudio que demostrara proteccion con la administracién de A/D/N en
fibroblastos cardiacos después de la I/Rs, y se requeriran futuras investigaciones que evalten efectos
dosis-respuesta de la asociacion A/D/N en modelo in vivo de infarto al miocardio que clarifique el
potencial cardioprotector de esta combinacion de antioxidantes para reducir el tamafio de infarto y
mejorar la cicatrizacién. Interesantemente, un estudio reportado por Nikas y colabs. [76] mostré que la
administracion intravenosa de ASC, DFO y NAC, 15 min antes y 5 min después de la reperfusion, con
una Unica dosis de cada uno, no fue capaz de reducir el tamafio del infarto ni los efectos deletéreos sobre
los parametros de funcién ventricular o marcadores de estrés oxidativo en un modelo in vivo de dafio por
reperfusion miocardica en cerdos. A pesar de que los autores usan un modelo de I/R cardiaco confiable
probado en animales de gran tamafio, ellos solo probaron una Unica dosis de cada antioxidante (3-3,5 g
de ASC; 1,8-2,1 g de DFO y 3-3,5 g de NAC) los cuales son cantidades que no se pueden comparar a
las concentraciones utilizadas en los estudios de esta Tesis porque no se midieron las concentraciones

plasmaéticas alcanzadas por cada antioxidante y, por otra parte, faltd realizar estudios dosis-respuesta
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preliminares que dieran cuenta de un efecto cardioprotector que sustentaran sus elecciones en el modelo
utilizado. Lo anterior da cuenta de que el escalamiento de los ensayos in vitro a los ensayos in vivo
requiere de un gran esfuerzo y es complejo de llevar a cabo. Sin embargo, nuestros resultados auguran

que la asociacién triple sin lugar a duda puede dar una solucién al dafio producido por I/R.

Con respecto a los efectos citoprotectores sinérgicos de las asociaciones entre ASC/DFO,
ASC/NAC y A/DIN, pero no DFO/NAC, usando cada antioxidante a una concentracion de 10 pM, sobre
la viabilidad de los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs podria estar intrinsicamente relacionado a una
interaccion farmacoldgica favorable entre ASC con NAC y DFO, en el contexto de dafio por reperfusion
miocardico mediado por estrés oxidativo [12, 77]. Como se sefial6 en los antecedentes, el
dehidroascorbato oxidado puede ser reducido a ascorbato por GSH intracelular para aumentar la
biodisponibilidad de ASC; a su vez, las defensas antioxidantes intracelulares se refuerzan con la
suplementacion de NAC y GSH, y la quelacion del exceso de hierro labil (producto de la lisis celular en
la I/Rs) por parte de DFO contribuye a disminuir la generacion de ROS a través de la reaccién de Fenton,
lo cual también mejoraria la biodisponibilidad de ASC [78, 79]. Ademas, la triple asociacidn presenta
ventajas como la de proveer una mayor respuesta antioxidante contra el incremento de las ROS
intracelulares durante la reperfusién simulada por tener 3 mecanismos diferentes de accion antioxidante.
Finalmente, el uso de bajas concentraciones de cada antioxidante (iguales a 10 uM), en comparacion a
las utilizadas en la administracion independiente para alcanzar un efecto farmacolégico en los
fibroblastos cardiacos, podria disminuir la probabilidad de aparicion de efectos toxicos dependientes de

la concentracion.

7.2.Efectos de la asociacion acido ascérbico, N-acetilcisteina y deferoxamina sobre los tipos de
muerte celular inducidos por la isquemia/reperfusion simulada en los fibroblastos

cardiacos.

De acuerdo con los datos obtenidos por citometria de flujo, se demostré que la pérdida de
viabilidad de los fibroblastos cardiacos bajo I/Rs est& asociada tanto a necrosis como a apoptosis, siendo
esta Ultima quien contribuye en mayor porcentaje en la muerte celular, lo cual es corroborado por estudios
en modelos in vivo de infarto cardiaco que sefialan que la apoptosis es mayoritaria en la muerte celular
inducida por la reperfusion miocérdica [8]. Ademés, en el modelo de I/Rs se observé que hay
participacion de la via intrinseca de la apoptosis ya que hay una disminucién en los niveles de proteina

de la pro-caspasa 9, lo cual se puede interpretar como mayor fragmentacion y activacién, conduciendo a
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la activacién de la caspasa 3 ejecutora (se observo disminucién en los niveles de proteina de la pro-
caspasa 3). Si bien en esta tesis no se evalud la participacion de la via extrinseca de la apoptosis, Vivar
Ry colabs. [31] demostraron que en fibroblastos cardiacos bajo I/Rs esto si ocurrid, pero no se evalud si
contribuyd en mayor, menor o igual medida que la via intrinseca a la muerte celular por apoptosis. Por
otro lado, se evaluo la relacion Bcl-xI/Bax, que es un reflejo de los niveles de proteinas de la familia Bcl-
2 anti-apoptoticas y pro-apoptoticas, y cuya participacion es importante para la formacion de poros en
las membranas de la mitocondria, lo que facilita la salida de citocromo c hacia el citosol y con ello la
activacion de la via intrinseca de la apoptosis [9]. Nuestros resultados mostraron una tendencia a la
disminucién de esta relacion, asi como también en otros estudios realizados en cardiomiocitos bajo I/Rs
y modelo in vivo de I/R cardiaca, lo que finalmente corrobora que efectivamente ocurre un aumento en
los niveles de proteinas de pro-apoptéticas y una disminucién de anti-apoptdticas de la familia Bcl-2 [48,
87].

El empleo de la asociacion A/D/N al inicio de la reperfusion simulada redujo la apoptosis, 1o
cual fue concordante con una menor activacion de las caspasas 9 y 3, asi como un incremento de la
relacién Bcl-xI/Bax (dado principalmente por un aumento en los niveles de proteina de Bcl-xl). Estos
resultados son consistentes con los efectos anti-apoptéticos reportados previamente para ASC, DFO y
NAC [48, 50, 60, 65]. Sin embargo, aun falta por dilucidar la forma en como participan las vias de
sefializacién estudiadas en esta Tesis (via RISK). Ademas, la asociacion A/D/N inhibi6 la produccién de
ROS intracelulares inducidas por la I/Rs en los fibroblastos cardiacos, siendo el estrés oxidativo un factor
muy importante en la generacién de la apoptosis a través de la modulacion de proteinas de la familia

Bcl-2, activacion de caspasas, etc, de acuerdo con lo sefialado en la literatura [17, 88].

Los resultados obtenidos relacionados con los efectos de la asociacion A/D/N sobre la apoptosis
inducida por I/Rs en los fibroblastos cardiacos contribuyen a una mejor caracterizacion del papel del
estrés oxidativo como un potencial blanco farmacoldgico a intervenir. Por otro lado, no se observé un
efecto protector de la asociacién A/D/N sobre la necrosis inducida por la I/Rs, lo que podria sugerir
inicialmente que hay otros factores distintos al estrés oxidativo (ej. disminucion del metabolismo
energeético), que podrian contribuir en forma més importante a este tipo de muerte celular durante la
reperfusion simulada. Ahora bien, estd descrito que la via RISK protege contra la muerte celular por
apoptosis y necrosis, y en nuestro modelo in vitro esta via de sobrevida es activada por la asociacion
A/D/N en los fibroblastos cardiacos, por lo que se requeriran de futuros estudios que permitan dilucidar
los mecanismos moleculares asociados a esta proteccion diferencial sobre ambos tipos de muerte celular.
Ademas, se utilizéd un nimero limitado de ensayos de muerte celular en estos experimentos, por lo que
se requeriran estudios futuros que evallen con mayor precision el tipo de muerte celular prevenida por

la asociacion A/D/N.
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7.3. Efectos de la asociacién &cido ascorbico, N-acetilcisteina y deferoxamina sobre las vias
ERK1/2, Akt, p38 y JNK en los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion

simulada.

Las vias de sefializacion intracelular tienen una participacién importante en el destino de la célula
cuando estan en condiciones de I/R. En esta tesis se observo que la I/Rs indujo activacion temprana de
las vias ERK1/2 y Akt (componentes claves de la via RISK) en los fibroblastos cardiacos, corroborando
los datos obtenidos por Vivar Ry colabs. [31, 32] lo que se puede interpretar como una respuesta celular
de sobrevida frente al estrés de las condiciones de isquemia y reperfusion simulada. Ademas, en el
articulo de revision de Zhang J. y colabs. [89] se encuentran mas antecedentes de como las ROS inducen
la activacion de las vias de ERK1/2 y PI3K-Akt ya sea en forma directa o indirecta. En cambio, en otro
tipo de células cardiacas como los cardiomiocitos puede darse el caso de que la I/Rs no active estas vias
[90]. La administracion de la asociacion A/D/N aumentd la activacion de las vias ERK1/2 y Akt en los
fibroblastos expuestos a I/Rs, indicando que hay participacion de la via RISK en el efecto citoprotector
de los antioxidantes lo cual es esencial para proteger a las células cardiacas expuestas a la I/Rs de una
muerte celular inducida por la reperfusion [44, 91]. De acuerdo con datos no mostrados en esta Tesis,
AJ/DI/N no indujo la activacién de las vias ERK1/2 y Akt en los fibroblastos bajo condiciones control, y
a la fecha, hay pocos estudios que relacionen la activacion de la via RISK (sea ERK1/2 y/o Akt) a ASC
y NAC [48, 50, 67], por lo que nuestros hallazgos suponen un nexo entre estas vias de sefializacion de
sobrevida bien estudiadas y los efectos de citoproteccion de la asociacién A/D/N. Si bien la presentacion
de estos resultados de la tesis son mas bien descriptivos y requieren de estudios adicionales con
experimentos de causa-efecto para confirmar si la inhibicion de la via RISK resulta en la pérdida de la
proteccion conferida por A/D/N a los fibroblastos cardiacos, existen estudios que han corroborado que
la inhibicién de la via RISK revierte el efecto cardioprotector del agente farmacol6gico empleado [80,
90].

Por otro lado, los resultados también muestran que, en los fibroblastos cardiacos, la I/Rs activo
en forma temprana las vias p38 y JNK las cuales son mediadores importantes de la apoptosis en el
contexto de la I/R cardiaca [20, 92], y que el tratamiento con A/D/N redujo la activacion de estas vias
pro-apoptoéticas. Es importante sefialar que en la literatura se describe que p38 y JNK se encuentran rio
debajo de ASK1, una MAPKKK sensible a estrés oxidativo, y cuya participacion es importante en la
muerte celular inducida por la I/R miocérdica [16, 93]. De esta forma, se puede suponer que el efecto
antioxidante de la asociacion podria estar actuando a nivel de ASK1 inhibiendo su activacién mediante
ROS y consecuentemente disminuyendo la activacion de p38 y JNK, reflejando también un efecto anti-

apoptotico que no habia sido descrito con anterioridad en fibroblastos cardiacos bajo I/Rs. Sin embargo,
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se requerira investigacién adicional que corrobore esto Gltimo y que evalle los mecanismos moleculares

por los cuales la asociacion de antioxidantes inactivo a p38 y INK.

7.4. Efectos citoprotectores de la asociacion acido ascérbico, N-acetilcisteina y deferoxamina
sobre la pérdida de viabilidad de los cardiomiocitos expuestos a isquemia/reperfusion

simulada.

Con el objetivo de comprobar que la asociacion A/D/N puede ejercer efectos citoprotectores en
otro tipo de células cardiacas, se llevaron a cabo estudios comparativos en cardiomiocitos expuestos a
I/Rs, un modelo de estudio in vitro que se ha utilizado ampliamente para evaluar a ciertos agentes
farmacoldgicos como posibles cardioprotectores [94, 95]. De acuerdo con los resultados, la asociacion
A/D/N, a una concentracién de 10 uM de cada antioxidante, fue capaz de aumentar la viabilidad celular,
reducir la activacion de la caspasa 9 y la caspasa 3, y se observé una tendencia a mayores niveles de
proteina de Bcl-xl, correspondiéndose con los resultados obtenidos en fibroblastos cardiacos y dando
cuenta que el estrés oxidativo es un blanco farmacoldgico importante en este tipo celular en particular
expuesto a I/Rs. Como se menciond en un principio, se han descrito efectos beneficiosos de ASCy NAC
en cardiomiocitos expuestos a I/Rs pero no se habian descrito para la asociacion combinada A/D/N. No
obstante, seran necesarios mas experimentos que caractericen de mejor manera su efecto cardioprotector,
ya sea evaluando in vitro las vias de sefializacion y los mecanismos moleculares involucrados, y

confirmando en modelos animales los hallazgos encontrados en la presente Tesis.

7.5. Efectos citoprotectores de la asociacion acido ascorbico, N-acetilcisteina y deferoxamina
sobre la pérdida de migracion inducida por suero, diferenciacion inducida por TGF-g1 y
sintesis de pro-colageno tipo | inducida por angiotensina Il en los fibroblastos cardiacos

expuestos a isquemia/reperfusion simulada.

La migracion de los fibroblastos cardiacos es un paso clave en el proceso de cicatrizacion ya que
les permite a las células que se encuentran cercanas a la zona de infarto poder trasladarse al area necrética
para repoblar en respuesta a quimioquinas (Fractalquina/CX3CL1), factores de crecimiento (TGF-f y
factor de crecimiento del fibroblasto) y citoquinas (interleuquina-1B, TNF-a and cardiotrofina-1)
secretadas por otros tipos celulares. Adicionalmente, los fibroblastos cardiacos secretan proteinas de la
ECM, citoquinas y quimioquinas (como MCP-1 o Proteina quimiotéactica de monocitos 1) para inducir
migracion de las células del sistema inmune y asegurar una rapida reparacion tisular, puesto que la

respuesta inflamatoria es necesaria para iniciar el proceso de cicatrizacion [27, 96]. EI FBS posee un alto
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contenido de factores que promueven el crecimiento celular, y se ha utilizado para inducir migracion in
vitro en fibroblastos cardiacos y otros tipos celulares [97, 98]. Ahora bien, nuestros resultados mostraron
que el dafio celular causado por la I/Rs produjo una disminucion en la capacidad migratoria inducida por
suero en los fibroblastos cardiacos. Se han reportado resultados similares en fibroblastos cardiacos de
ratas adultas, donde la estimulacion con 10y 100 uM de perdxido de hidrogeno provoco una disminucion
en la capacidad de migracion celular inducida por gradiente de fibronectina en comparacién a células
control no tratadas [99], indicando el efecto deletéreo del estrés oxidativo sobre la migracion de estas
células, lo que sugiere que la asociacion A/D/N ejerce un mecanismo molecular de proteccién
antioxidante sobre el dafio en los mecanismos que gobiernan el proceso de migracion. Interesantemente,
también existen antecedentes que proponen a las ROS, en particular al per6xido de hidrégeno, como un
activador de receptores de superficie celular que dirigen los cambios necesarios para que ocurra el
movimiento celular (polarizacién y extension de lamelipodias celulares que proveen tracciéon para

migracion), asi como un quimioatractante primario producido durante una injuria [100].

Una de las principales caracteristicas de los fibroblastos cardiacos es su habilidad para
diferenciarse en miofibroblastos cardiacos, los cuales son caracterizados por un fenotipo pro-fibrético
[101]. Estos cambios celulares son inducidos por muchos estimulos, como TGF-B1, interleuquina-10,
trombospondina-10, angiotensina Il, estimulacion de cardiomiocitos y células vasculares del sitio de
dafio, entre otras [25]. Los miofibroblastos son la principal fuente de secrecion de proteinas de la ECM,
asi como también metaloproteinasas de la matriz, en el remodelamiento fibrético cardiaco [25]. En esta
Tesis se indujo la diferenciacion espontanea del fibroblasto a miofibroblasto, el cual se produce debido
a efectos autocrinos del TGF-B1 secretado por el fibroblasto cardiaco en cultivo, asi como también con
estimulacion exdgena con TGF-B1. Ambos métodos indujeron un incremento en los niveles de a-SMA
en los fibroblastos cardiacos después de 48 horas de reperfusion simulada. A pesar de que la estimulacion
con TGF-B1 no fue significativamente mayor en comparacion con la diferenciacion espontanea, estos
experimentos y los de otros grupos de investigacion han demostrado que el incremento en los niveles de
a-SMA en los fibroblastos cardiacos inducidos por TGF-f1 es dependiente del tiempo [98, 102]. Ahora
bien, el efecto inhibitorio de la I/Rs sobre el incremento en los niveles de a-SMA inducidos por TGF-§1
o por diferenciacion espontanea en los fibroblastos cardiacos no habia sido descrito previamente. De
manera similar, otros grupos de investigacion observaron que la hipoxia previno la transformacion de
cardiomiocitos H9c2 y queratocitos corneales en miofibroblastos inducida por TGF-B1, y esto estuvo
asociado a cambios en las vias de sefializacion de esta citoquina [103, 104]. Se requieren estudios
adicionales para dilucidar los efectos de la asociacion A/D/N sobre las vias de sefializacion implicadas
en los efectos de diferenciacion de fibroblastos cardiacos a miofibroblastos cardiacos inducidos por TGF-
B1 después de la I/Rs.
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Los fibroblastos cardiacos y miofibroblastos secretan y degradan varios tipos de colageno para
mantener la homeostasis de la ECM. Entre estos, el colageno tipo | forma fibras gruesas y rigidas, y se
encuentra ampliamente expresado en tejido cardiaco de mamiferos [25]. Por otro lado, esta ampliamente
descrito que la angiotensina Il es un péptido que puede inducir a fibrosis cardiaca por estimular la
produccién y secrecion de colageno [105, 106, 107, 108]. De acuerdo con los resultados obtenidos, la
I/Rs previno el incremento de la sintesis de pro-colageno tipo | gatillado por angiotensina Il y no indujo
la produccidn de pro-colageno tipo | por si misma en los fibroblastos cardiacos. El estudio realizado por
Siwik y colabs. [109] demostré que el estrés oxidativo disminuy0 la sintesis de colageno fibrilar en los
fibroblastos cardiacos. Otros grupos de investigacion han reportado que 72 h de hipoxia indujeron un
aumento en los niveles de ARNm y de proteina de pro-colageno tipo | o en fibroblastos cardiacos
humanos [110], mientras que 6 h de hipoxia también incrementaron los niveles de colageno tipo | en los
fibroblastos cardiacos de ratas adultas [111]. Adicionalmente, otro estudio encontr6 que 1 h de hipoxia
seguida por 12 h de reoxigenacion aumentd la secrecion de colageno soluble desde los fibroblastos
cardiacos de ratas neonatas [112]. Estas diferencias pueden ser atribuidas a diversos factores como la
duracidn de la hipoxia/reoxigenacion, la edad y las especies desde las cuales provienen estas células. El
efecto protector de la asociacion A/D/N mitigo los efectos deletéreos de las ROS y otros mecanismos de
dafio inducidos por la I/Rs sobre el incremento de pro-colageno tipo | inducido por angiotensina Il en

los fibroblastos cardiacos, pero otras vias de sefializacion deberan ser exploradas en estudios futuros.

Finalmente, las observaciones de que la asociacion A/D/N previno la muerte celular, redujo el
estrés oxidativo y previno la pérdida de funciones asociadas con la reparacion tisular inducidas por la
I/Rs en fibroblastos cardiacos ciertamente sustenta los efectos cardioprotectores sefialados anteriormente
en los antecedentes para ASC, DFO y NAC, separados o0 asociados, sobre la funcion ventricular en
modelos animales de I/R miocérdica. Estos hallazgos necesitan ser confirmados mediante ensayos in
vitro en fibroblastos cardiacos humanos, asi como también modelos ex vivo e in vivo de infarto cardiaco
para evaluar si la prevencion de la muerte de los fibroblastos cardiacos por A/D/N, a corto o largo plazo,
tendra efectos beneficiosos sobre la reduccion del tamafio de infarto, la calidad de la cicatrizacion, la
reduccion de la fibrosis cardiaca y una mejora en la funcion ventricular, permitiendo la generacion de

evidencia mas robusta que refuerce el potencial traslacional de los resultados obtenidos en esta Tesis.
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8. LIMITACIONES

Una de las limitaciones de este estudio es que no se midieron otros pardmetros o marcadores
relacionados ya sea con la apoptosis inducida por I/Rs o con el efecto citoprotector de la asociacion
A/D/N como por ejemplo los niveles de glutation (reducido, oxidado) intracelulares en los fibroblastos
cardiacos, los niveles de proteina de Nrf2, o los productos de lipoperoxidacion como MDA, los que
podrian haber aportado una mayor cantidad de informacion a esta Tesis.

También, es importante sefialar que el estudio se centrd en los efectos de la reperfusién en los
fibroblastos cardiacos, y no en la isquemia, ya que clinicamente es mas relevante la intervencién

farmacoldgica en esta etapa.

Por Gltimo, el modelo in vitro utilizado fue apropiado para estudiar especificamente los efectos
de la I/Rs en la viabilidad y funcionalidad de los fibroblastos cardiacos, asi como el efecto citoprotector
de la asociacién A/D/N, pero no es posible extrapolar estos resultados a un modelo animal de infarto
cardiaco ya que poseen caracteristicas farmacocinéticas distintas, y se requerira realizar estudios dosis-
respuesta que permitan encontrar la dosis mas eficaz para cada antioxidante en este tipo de modelo

experimental.

8.1. Limitaciones en el andlisis estadistico

En esta tesis doctoral, en la mayoria de los experimentos se utilizaron pruebas estadisticas
paramétricas (ej. ANOVA de una via) sobre valores de “n” bajos para determinar diferencias
significativas entre grupos. No obstante, las pruebas paramétricas ciertamente se aplican sobre un
conjunto de datos que siguen una distribucion normal o Gaussiana, y no fue posible demostrar
normalidad con tan pocos datos. Ademas, se podrian haber aplicado pruebas no-paramétricas para
realizar el andlisis estadistico en cada pero el gran inconveniente es que este tipo de pruebas tienen bajo
poder estadistico (probabilidad de detectar un efecto significativo cuando realmente existe) comparado

a las pruebas paramétricas, sobre todo habiendo tan pocos datos [113].

Al momento de disefiar los experimentos y calcular el tamafio muestral para cada uno [114], el
“n” para demostrar significancia estadistica de cada experimento varia entre 3-5, lo cual sigue siendo
insuficiente para determinar si los datos tendran una distribucion normal. Ademaés, el aumentar el “n”
experimental para lograr obtener suficientes datos que permitan determinar una distribucién normal iria
en contra de las normas de bioética y del tamafio muestral previamente calculado, por lo que se tomo la
decision de realizar, en algunos experimentos, un andlisis estadistico con un n = 3 con una prueba

paramétrica (mayor poder estadistico que las pruebas no-paramétricas) para evaluar si esa cantidad era
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suficiente para determinar significancia estadistica (dada por una observacién previa de los datos que

indicaban una clara tendencia en los valores de cada grupo experimental).

9. CONCLUSIONES

En base a los principales hallazgos de esta Tesis, podemos concluir lo siguiente:

a)

b)

d)

f)

El acido ascorbico, la deferoxamina y la N-acetilcisteina, por separados y a determinadas
concentraciones, protegen a los fibroblastos cardiacos del dafio por isquemia/reperfusion
simulada.

Las asociaciones acido ascérbico/deferoxamina, acido ascorbico/N-acetilcisteina, y &cido
ascorbico/deferoxamina/N-acetilcisteina, a una determinada concentracion en la que cada
antioxidante no demostrd proteccion en forma individual, mostraron un efecto citoprotector
sinérgico frente al dafio por isquemia/reperfusion simulada.

La asociacion acido ascorbico/deferoxamina/N-acetilcisteina redujo la produccién de ROS
intracelular y disminuyé la muerte celular por apoptosis, pero no la necrosis, inducida por la
isquemia/reperfusion simulada en los fibroblastos cardiacos.

La asociacion &cido ascérbico/deferoxamina/N-acetilcisteina activd en forma temprana las
guinasas de pro-sobrevida ERK1/2 y Akt, mientras que también inhibid las quinasas pro-
apoptoticas p38 y JNK en los fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.
La asociacion acido ascérbico/deferoxamina/N-acetilcisteina previno la pérdida de funcién de
los fibroblastos cardiacos, asociada con la reparacion tisular, inducida por la
isquemia/reperfusion simulada por recuperar la migracion inducida por suero, la diferenciacién
a miofibroblastos cardiacos mediada por TGF-B1 y la sintesis de pro-colageno tipo | inducida
por angiotensina Il.

La asociacion acido ascorbico/deferoxamina/N-acetilcisteina, bajos las mismas condiciones que
en los fibroblastos cardiacos, protegi6 a los cardiomiocitos del dafio por isquemia/reperfusion

simulada relacionada a una menor apoptosis inducida por la reperfusion.
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10. ESTUDIOS PRELIMINARES DE CITOPROTECCION CON LPS EN FIBROBLASTOS
CARDIACOS EXPUESTOS A ISQUEMIA/REPERFUSION SIMULADA.

Antecedentes no publicados de nuestro laboratorio demuestran que en fibroblastos cardiacos
expuestos a I/Rs, el bloqueo de la sefializacion intracelular gatillada por activacion del TLR4 induce a
una menor activacion de las vias ERK1/2 y Akt y, consecuentemente, a una disminucion de la viabilidad
celular. En base a esto y de manera complementaria, se realizaron estudios preliminares en fibroblastos
cardiacos expuestos a las mismas condiciones de I/Rs y tratados con LPS, ultrapuro y utilizado sélo
como agonista especifico del TLR4, para comparar los efectos de citoproteccion de un agente
farmacoldgico no antioxidante y que puede activar vias de sobrevida, con los efectos de citoproteccion

de la asociacion A/D/N evaluados hasta el momento.

Primero se evaluo el efecto del tratamiento con LPS sobre la viabilidad celular mediante conteo celular
con azul de tripan. En la Figura 30 se muestra que el estimulo con LPS, tanto al inicio de la isquemia
simulada como de la reperfusion simulada, aumento la viabilidad de los fibroblastos cardiacos expuestos
a I/Rs en comparacion al grupo no tratado (p < 0,05). Luego, se evalud el efecto del tratamiento con LPS
sobre la necrosis y la apoptosis inducida por I/Rs, los cuales se determinaron mediante analisis por
citometria de flujo con tincién con yoduro de propidio. La Figura 31 muestra que los fibroblastos
cardiacos expuestos a I/Rs y tratados con LPS mostraron una tendencia a un menor valor de necrosis en
comparacion al grupo no tratado, pero no logré ser una diferencia estadisticamente significativa. No
obstante, el tratamiento con LPS si redujo de manera significativa la apoptosis en las células expuestas

a I/Rs en comparacion al grupo no tratado (p < 0,01) (Figura 32).

1007 Figura 30. EI LPS aumentd la viabilidad de los fibroblastos

= T T . cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada. Los

754

$$$ L fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia

01 simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las
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estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de

Tukey.
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Figura 31. El LPS no disminuy6 la necrosis inducida por la isquemia/reperfusion simulada en fibroblastos cardiacos.
Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs).
Las células fueron tratadas con LPS (1 pg/ml) al inicio de isquemia simulada y al inicio de la reperfusion simulada. El porcentaje
(%) de células necrdticas (necrosis) fue cuantificado por citometria de flujo usando yoduro de propidio (panel inferior), con
histogramas representativos de cada grupo experimental (paneles superiores) (n = 4). Se utilizé peroxido de hidrégeno (H202)
50 uM como control positivo. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. * p < 0,05 vs C (Control de células

tras 22 horas de normoxia). Se utilizé como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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Figura 32. El LPS redujo la apoptosis inducida por la isquemia/reperfusion simulada en fibroblastos cardiacos. Los
fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las
células fueron tratadas con LPS (1 pg/ml) al inicio de isquemia simulada y al inicio de la reperfusion simulada. El porcentaje
(%) de poblacién sub-G1 (apoptosis) fue cuantificado por citometria de flujo usando yoduro de propidio (panel inferior), con
histogramas representativos de cada grupo experimental (paneles superiores) (n = 5). Se utilizé peréxido de hidrégeno (H202)
50 uM como control positivo. Los resultados estan expresados como promedio + S.E.M. ** p < 0,01 vs C (Control de células
tras 22 horas de normoxia); $$ p < 0,01 vs C/LPS (Control nimero de células tras 22 horas de normoxia estimuladas con LPS);

##p < 0,01 vs I/Rs. Se utilizd como prueba estadistica un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
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En vista de que el tratamiento con LPS aumento la viabilidad y redujo principalmente la
apoptosis en los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs, se decidié profundizar en el efecto
antiapoptotico explorando la activacion de las caspasas 9 y 3 al evaluar los niveles de proteinas
respectivas mediante Western blot. La Figura 33 muestra que el tratamiento con LPS previno las
fragmentaciones de la pro-caspasa 9 y de la pro-caspasa 3 inducidas por la I/Rs de manera
estadisticamente significativa en comparacion al grupo no tratado (p < 0,05). A continuacién, se evalud
si estos efectos inducidos por el tratamiento con LPS sobre la fragmentacién de las pro-caspasas 9 y 3
eran mediados a través de TLR4 y por las vias ERK1/2 y Akt (ya que son vias de sobrevida y son
importantes en la sefializacion de este receptor). De acuerdo con los resultados, al utilizar los inhibidores
especificos de las vias ERK1/2 y Akt, el efecto del tratamiento con LPS sobre los niveles de las pro-
caspasas 9 y 3 en los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs fue revertido (Figura 33). Asi mismo, al
inhibir la sefializacion intracelular del TLRA4, el efecto del tratamiento con LPS sobre los niveles de la
pro-caspasa 9 en los fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs también fue revertido (Figura 34).
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Figura 33. EI LPS previno las fragmentaciones de las pros-caspasas 9 y 3 inducidas por la isquemia/reperfusion simulada
a través de las vias ERK1/2 y Akt en fibroblastos cardiacos. Los fibroblastos cardiacos fueron expuestos a 6 horas de
isquemia simulada seguida de 16 horas de reperfusion simulada (I/Rs). Las células fueron tratadas con LPS (1 pg/ml), PD98059
(25 uM) y LY294002 (10 uM) al inicio de isquemia simulada y al inicio de la reperfusion simulada. (A) y (B) muestran Western
blots representativos (panel superior) y el analisis densitométrico (panel inferior) de pro-caspasa 9 (n = 3) y pro-caspasa 3 (n =

84



3), respectivamente. Se utilizo6 GAPDH como control de carga. Los resultados estan expresados como promedio £ S.E.M. ***
p <0,001, ** p<0,01, * p <0,05 vs C (Control de células después de 22 horas de normoxia); # p < 0,05 vs I/Rs; $$ p < 0,01
vs I/Rs + LPS. PD98059 = Inhibidor especifico de MEK1/2; L'Y294002 = inhibidor especifico de PI3K. Simbolo “+” representa
presencia de la condicién y simbolo “-” representa ausencia de condicion. Se utilizé como prueba estadistica un ANOVA de
una via seguido de una prueba de Tukey.
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10.1.Comparacion entre los efectos del LPS y la asociacién acido ascorbico, N-acetilcisteina y

deferoxamina sobre fibroblastos cardiacos expuestos a isquemia/reperfusion simulada.

Los principales hallazgos de los resultados presentados anteriormente son que en fibroblastos
cardiacos expuestos a I/Rs y tratados con LPS aumentd la viabilidad y disminuy0 la apoptosis, lo cual se
relacioné a menores fragmentaciones de las pro-caspasas 9 y 3 a través de las vias ERK1/2 y Akt, y a
través de TLR4 en el caso particular de pro-caspasa 9.

El LPS es un agente bacteriano que se une en forma especifica al TLR4 desencadenando asi una
respuesta inmune inflamatoria. Ademas, a diferencia del acido ascorbico, la deferoxamina y la N-
acetilcisteina, el LPS no es un antioxidante y demostrd tener un efecto citoprotector frente al dafio por
I/Rs en fibroblastos cardiacos al igual que la asociacion A/D/N. Existen investigaciones donde evallan
la participacion del TLR4 en la muerte celular inducida por la reperfusion o en la cardioproteccion frente
al dafio por reperfusion, pero esto se ha mantenido controversial [40, 41, 115, 116]. Antecedentes de
nuestro laboratorio (no publicados) indican que, en los fibroblastos cardiacos, el TLR4 seria importante
en la sobrevida celular frente al dafio por I/Rs a través de las vias ERK1/2 y Akt que son parte de la
sefializacion intracelular rio abajo no candnica [116], siendo un potencial blanco farmacolégico de
estudio. Los resultados que aqui se presentan no se habian descrito con anterioridad para fibroblastos

cardiacos y estan acordes con los reportados en otros modelos experimentales [40, 41].

La activacion del TLR4 puede desencadenar vias inflamatorias en distintos tipos celulares, lo
gue haria casi imposible pensar en la activacion del TLR4 como una via factible de modular en los
procesos de I/R. Por lo tanto, el significado de estos estudios para la Tesis estd en que tanto el LPS como
la asociacién A/D/N protegieron a los fibroblastos cardiacos del dafio por I/Rs aumentando la viabilidad
y reduciendo la apoptosis (pero no la necrosis), y que en ambos efectos hubo participacion de la via
RISK. Por otro lado, el efecto citoprotector del LPS, de acuerdo con los experimentos realizados y con
lo descrito en la literatura, se deberia a una sefializacion a través de TLR4-Akt/ERK1/2 y sin un efecto
antioxidante mayoritario, mientras que en el caso de la asociacion A/D/N habria una participacion
importante de su capacidad antioxidante, dada por la combinacion de 3 mecanismos distintos, para
prevenir la activacion de vias de sefializacion y mecanismos moleculares apoptoéticos, y favorecer la
activacion de la via RISK no explorada previamente. Ahora bien, el TLR4 como blanco farmacoldgico
estd aun en estudio y se conocen pocos ligandos farmacoldgicos especificos con proyecciones
terapéuticas en el ambito clinico, mientras que la asociacion A/D/N cuenta con mayores ventajas al
respecto ya que existe una mayor cantidad de informacién acerca de los perfiles de seguridad y eficacia
de cada antioxidante, asi como numerosos estudios que sustentan su utilizacion como cardioprotectores

tanto en animales como en ensayos clinicos, y su uso combinado como una triple asociacién representa
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una novedosa estrategia terapéutica para prevenir el dafio por reperfusién miocérdico, con la posibilidad
de utilizar bajas concentraciones o dosis de cada antioxidante para lograr el mayor efecto beneficioso y

reducir los posibles efectos tdxicos.

Finalmente, el conjunto de resultados sobre citoproteccion obtenidos tanto con el tratamiento
con A/DI/N en fibroblastos cardiacos y cardiomiocitos expuestos a I/Rs, asi como con el tratamiento con
LPS en fibroblastos cardiacos expuestos a I/Rs, sugieren a la activacion de la via RISK y una accion
antioxidante potente como efectos importantes a estar presentes en una terapia cardioprotectora para

prevenir el dafio por reperfusion.
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12. ANEXOS

ANEXO 1
A) B)
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Figura Suplementaria 1. Estudios preliminares sobre los efectos de las diferentes condiciones de normoxia, isquemia
simulada e isquemia/reperfusion simulada sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos. (A) Los fibroblastos cardiacos
fueron expuestos a diferentes condiciones de isquemia simulada (nitrégeno 100% por 6 horas) y de normoxia (aire 95% / CO2
5% por 6 horas). La viabilidad celular fue cuantificada como porcentaje (%) respecto del nimero de células en DMEM-F12 +
ambiente de aire 95% / CO2 5% por conteo celular con exclusién por azul de tripan (n = 1). (B) Los fibroblastos cardiacos
fueron expuestos a diferentes condiciones de isquemia/reperfusion simulada (nitrégeno 100% por 6 horas + aire 95% / CO2 5%
por 16 horas) y de normoxia (aire 95% / CO2 5% por 22 horas). La viabilidad celular fue cuantificada como porcentaje (%)
respecto del nimero de células en DMEM-F12 (22 horas) + ambiente de aire 95% / CO2 5% (22 horas) por conteo celular con
exclusion por azul de tripan (n = 1). El Medio Control (pH = 7.4) contiene: HEPES (25 mM), D-glucosa (11 mM), NaCl (115
mM), KCI (4.7 mM), MgClz+6H20 (1.2 mM), CaCl2+2H20 (2 mM).
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Figura Suplementaria 2. Estudios preliminares sobre el efecto de la 2-deoxi-D-glucosa en las condiciones de isquemia
simulada e isquemia/reperfusion simulada sobre la viabilidad de los fibroblastos cardiacos. (A y B) Los fibroblastos
cardiacos fueron expuestos a 6 horas de isquemia simulada en presencia/ausencia de 2-Deoxi-D-glucosa (20 mM) en la isquemia
simulada, y a 6 horas de isquemia simulada seguidas de 16 horas de reperfusion simulada en presencia/ausencia de 2-Deoxi-D-
glucosa en la isquemia simulada. La viabilidad celular fue cuantificada como porcentaje (%) respecto del nimero de células
tras 6 horas de normoxia por conteo celular con exclusion por azul de tripan (n =1en Ay B).
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ANEXO 2
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Figura Suplementaria 3. Evaluacién
preliminar de la sensibilidad de la sonda 2°,7"-
diclorofluorescina diacetato en medio de
cultivo y en fibroblastos cardiacos incubados
con ella frente a estimulos de peroxido de
hidrdgeno a distintas concentraciones. (A) La
sonda 2", 7" -diclorofluorescina diacetato
(DCFH-DA) a 20 pM fue agregada al medio de
cultivo y luego de 45 minutos se agreg6 peroxido
de hidrégeno (H202) a 1, 10, 20 y 40 uM
separadamente. (B) Los fibroblastos cardiacos se
incubaron por 45 minutos con la sonda DCFH-
DA (20 pM) y luego fueron estimulados con
H202a1, 10, 20y 40 uM. La generacién de ROS
fue medida como la intensidad de fluorescencia
en el tiempo durante 60 minutos con lecturas
cada 5 minutos. Se considerd el promedio del

duplicado de cada condicion (n = 1).
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Figura Suplementaria 4. Evaluacion preliminar del efecto antioxidante de la asociacion de acido
ascorbico/deferoxamina/N-acetilcisteina, a 10 pM cada uno, en fibroblastos cardiacos estimulados con perdxido de
hidrégeno. Los fibroblastos cardiacos fueron incubados con 20 uM de 2°,7"-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA) por 45
minutos y luego fueron estimulados con 10 uM de perdxido de hidrégeno (H202). Inmediatamente después, las células fueron
tratadas con A/D/N usando 10 pM de cada antioxidante. La generacion de ROS intracelular fue medida como la intensidad de
fluorescencia en el tiempo durante 30 minutos con lecturas cada 1 minuto. Se consider6 el promedio del duplicado de cada

condicion (n =1).
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Figura Suplementaria 5. Intensidad de fluorescencia de los fibroblastos cardiacos incubados con 2°,7"-diclorofluorescina
diacetato en condiciones de normoxia. Luego de 6 horas en condiciones de normoxia, los fibroblastos cardiacos fueron
incubados con 20 uM de 2°,7"-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA) por 45 minutos y luego se procedi6 a evaluar la
generacion de ROS intracelular como la intensidad de fluorescencia en el tiempo durante 30 minutos. Se consideré el promedio

del duplicado de la condicion de normoxia (n = 3).
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