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RESUMEN:

La busqueda de nuevas terapias relacionadas a las enfermedades cardiovasculares
ha cobrado gran relevancia dadas las alarmantes cifras respecto al porcentaje en el
padecimiento de estas afecciones a nivel mundial. El fibroblasto cardiaco (FC) cumple un rol
fundamental en esta materia, mas aun cuando la literatura indica al perfil senescente y
fibrotico en esta célula como responsable del deterioro en el funcionamiento del corazon.
Existe evidencia que hay una estrecha relacion entre la presencia de una poblacion de
miofibroblastos cardiaco (MFC) senescentes con infartos al miocardio, insuficiencia cardiaca,
entre otros. La senescencia se define como el arresto irreversible del ciclo celular junto con

un caracteristico perfil secretor asociado a senescencia, mas conocido como SASP.

El TGF-B1 es una conocida citoquina proinflamatoria, profibrética y prosenescente
que los FC secretan de manera autocrina produciendo un cambio en su fenotipo,
orquestando la transformacion de un FC a MFC, que se caracteriza por el aumento en la
expresion de a-SMA y el posterior ensamblaje de este formando fibras de estrés. Se ha
descrito en la literatura la persistencia del fenotipo senescente presentando una marcada

resistencia a la apoptosis

Nuevas terapias farmacoldgica cuyo blanco son las células senescentes han emergido
en los Ultimos anos, y estos son los llamados farmacos “senoterapéuticos”. Estos farmacos
se clasifican segun su efecto, en donde los senoliticos inducen selectivamente la apoptosis
de las células senescentes, mientras que los senomorficos o senostaticos modulan

componentes del SASP sin inducir apoptosis.
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En el presente trabajo se propuso estudiar el efecto de los farmacos navitoclax y
Resolvina D1 (RvD1). De lo expuesto anteriormente es que en esta tesis se propuso la
siguiente hipotesis: Resolvina y Navitoclax disminuyen la senescencia de FC de rata
inducidos por TGF-B1. Los objetivos fueron: a) establecer un modelo de senescencia de los
MFC inducida por TGF-B1, y en paralelo la diferenciacion de FC a MFC. b) el segundo
objetivo fue evaluar el efecto se los farmacos senoterapéuticos en los MFC senescentes de

rata.

Para cumplir con el propésito de este trabajo se midié la actividad p-galactosidasa
asociada a senescencia (SA-B-gal), en FC tratados con TGF-B1, los cuales posteriormente
fueron tratados con navitoclax y RvD1. Las metodologias usadas fueron Western Blot,
ensayos de actividad SA-B-gal, citoquimica con cristal violeta e inmunocitoquimica para a-

SMA.

Los principales resultados fueron que el tratamiento de FC de ratas neonatas con
TGF-B1 indujo la diferenciacién de FC a MFC de forma paralela a la senescencia de los MFC.
Este resultado no fue estadisticamente significativo en FC de ratas adultas cultivadas en
DMEM-F12, DMEM-F12 + SFB1% y DMEM-F12 + SFB1% + SB-431542. En los MFC
senescentes de ratas neonatas se observd un aumento en p21 y una disminucién en la
fosforilacion de Rb. El tratamiento con navitoclax y RvD1, disminuy¢ la actividad SA-B-gal,
los niveles de p21 y no revirtio la disminucién en la fosforilacion de Rb. Del mismo modo,
TGF-B1 aumenté los niveles de Bcl-XL y disminuyo los niveles de Bax, y no disminuyd los
niveles de procaspasa 3, indicando que los MFC senescentes son resistentes a la apoptosis.
Navitoclax y RvD1 revirtieron los efectos de TGF-B1. En conclusiéon, TGF-f1 induce
senescencia de los MFC de ratas neonatas los cuales presentan resistencia a la apoptosis.

Navitoclax y RvD1 mostraron efectos senoliticos.
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Resolvin D1 and navitoclax decrease the number of TGF-B1-induced senescent

cardiac myofibroblasts.

ABSTRACT

The search for new therapies related to cardiovascular diseases has gained great
relevance given the alarming figures regarding the percentage in suffering from these
conditions worldwide. The cardiac fibroblast (CF) plays a fundamental role in this matter,
even more so when the literature indicates the senescent and fibrotic profile in a cell as
responsible for the deterioration in the functioning of the heart. There is evidence that
there is a close relationship between the presence of a population of senescent cardiac
myofibroblasts (CMF) with myocardial infarctions, heart failure, among others. Senescence
is defined as the irreversible arrest of the cell cycle together with a characteristic secretory

profile associated with senescence, better known as SASP.

14



TGF-B1 is a known proinflammatory, profibrotic, and prosenescent cytokine that CFs secrete
in an autocrine manner, producing a change in their phenotype, orchestrating the
transformation of a CF to a cardiac myofibroblast that is characterized by increased
expression of a-SMA, and the subsequent assembly of this forming stress fibers. The
persistence of the senescent profile has been described in the literature, presenting a

marked resistance to apoptosis.

A new pharmacological therapy targeting senescent cells has emerged in recent years, and
these are the so-called "senotherapeutic" drugs. According to the literature, either by
selectively inducing apoptosis in senescent cells (senolytic) or by modulating components
of the SASP without inducing apoptosis (senostatic or senomorphic). In the present work, it
was proposed to study the effect of the drugs navitoclax and Resolvin D1 (RvD1). From the
above, the following hypothesis was proposed in this thesis: Resolvin and Navitoclax
decrease the senescence of rat cardiac fibroblasts induced by TGF-B1. The objectives were:
a) to establish a model of CMF senescence induced by TGF-B1, in parallel with the
differentiation of CF to CMF. b) the second objective was to evaluate the effect of the

senotherapeutic drugs in the senescent CMF of rats.

To fulfill the purpose of this work, senescence-associated beta galactosidase activity (SA-B-
gal) was measured in fibroblasts treated with TGF-B1, which are subsequently treated with
navitoclax and RvD1. The methodology used was Western Blot, SA-B-gal assays,

cytochemistry with crystal violet, and immunocytochemistry for a-SMA.
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The main results were that the treatment of CF of neonatal rats with TGF-B1 induced the
differentiation of CF to CMF in parallel with the senescence of the CMF. This result was not
statistically significant in adult rats cultured in DMEM-F12, DMEM-F12 + SFB1% and DMEM-
F12 + SFB1% + SB-431542. An increase in p21 and a decrease in pRb were observed in
senescent CMFs from neonatal rats. Treatment with navitoclax and RvD1 decreased SA-[3-
gal activity, p21 levels, and did not reverse the decrease in pRb. Similarly, TGF-1 increased
Bcl-XL levels and decreased Bax levels, and did not decrease procaspase levels, indicating
that senescent CMFs are resistant to apoptosis. Navitoclax and RvD1 reversed the effects of
TGF-B1. In conclusion, TGF-B1 induces senescence of neonatal rat CMFs which present

resistance to apoptosis. Navitoclax and RvD1 showed senolytic effects.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El incremento en la cantidad de poblacion de adultos mayores alrededor del mundo
es un hecho. En promedio, la esperanza de vida de una persona es mayor a 60 afios en
todos los paises del mundo, incluyendo paises en vias de desarrollo y subdesarrollados. En
base a datos proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se espera que
entre el 2015 y 2050 el porcentaje de individuos mayores a 60 afos se duplique, pasando
desde un 12% a un 22% [1]. Se ha evidenciado que el aumento de la edad de un individuo
va acompafnado de un aumento en enfermedades no transmisibles como lo son: diabetes
mellitus tipo Il (DMII), cancer, osteoartritis, enfermedades cardiovasculares (ECV), etc. [2]. A
nivel mundial se estima que hay 17,9 millones de muertes cada ano producto de ECV,
transformandose en la primera causa de muertes a nivel mundial. Algunas de las ECV mas
comunes son: hipertension arterial (HTA), insuficiencia cardiaca, arritmias, valvulopatias,

infarto del miocardio [3].

A nivel nacional las muertes a causa de ECV para el 2019 representaron el 26,6% del
total de muertes para ese aifo, quedando en segundo lugar después del cancer. En base a
lo expuesto anteriormente es que la busqueda de nuevas terapias que ayuden a disminuir

estas preocupantes cifras es de vital importancia [4].

17



1.2  Corazon, Fibroblastos y miofibroblastos cardiacos

El corazon es el principal érgano del sistema cardiovascular y esta compuesto de
varios tipos celulares entre ellos cardiomiocitos, células endoteliales, células musculares lisas
vasculares, fibroblastos cardiacos (FC) entre otras. Los FC son un tipo de célula que posee
fundamentalmente un rol estructural en la composicién de la matriz extracelular (MEC) del
tejido cardiaco, y permiten un adecuado sostén y comunicacion entre los distintos tipos
celulares principales del tejido como los cardiomiocitos y células endoteliales. Ademas, los
FC participan en distintos procesos bioquimicos y eléctricos fundamentales para mantener
una correcta homeostasis en el tejido cardiaco [5]. Las distintas funciones del FC se
describen en la Figura 1. El FC se caracteriza por poseer una morfologia muy irregular en
forma de huso, y por ser la principal célula secretora de proteinas de la MEC, esencialmente
colagenos, proteoglicanos y glicoproteinas [6]. A su vez los FC median procesos
inflamatorios ya que son capaces de secretar citoquinas y quimioquinas que conllevan
finalmente a un remodelado cardiaco que es consecuencia de importantes afecciones
cardiacas como lo son la hipertension o infarto [7]. Este remodelado cardiaco esta
orquestado por un cambio en el fenotipo del FC en el que este se diferencia a miofibroblasto
cardiaco (MFQ). El FC ve aumentada su diferenciacién a MFC en condiciones de caracter
estresor, como lo es una sobrecarga de presién o de volumen como en la hipertensién
arterial. De igual forma, la diferenciacién a MFC también se produce posterior a un infarto
al miocardio, en donde esta célula es requerida para una eficiente reparacion del tejido
dafado [8]. La transicion desde un FC a un MFC se caracteriza por un aumento en la
expresion y posterior ensamblaje de alfa-actina del musculo liso (a-SMA), dando lugar a las

caracteristicas fibras de estrés propias de los MFC, las que en condiciones fisiologicas
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poseen una capacidad altamente contractil capaz de unir y compactar el tejido sano, este

proceso sustenta la cicatrizacion [9].

| Electrical signals ] &
+ lon channels
. * Gap junctions l
Blood vessel formation
ECM synthesis and
degradation
Secretion of growth factors
and cytokines
[ Mechanical signals ] | Extracellular matrix Cell-cell communication
s <:> * Composition Electrical conduction
+ Stretch + Synthesis
* Pressure * Degradation

Figura 1. Funcion del fibroblasto cardiaco en el tejido cardiaco. El fibroblasto cardiaco posee distintas
funciones, como lo son: Sefalizacion quimica, mecanica, eléctrica y ser ademas el principal mediador de la
composicion de la matriz extracelular. Modificado de Dostal. D. et a. Comprehensive Phisiology. (2015). Dynamic
interactions in the heart and fibroblast function.

1.3  Miofibroblastos cardiacos y factor de crecimiento transformante 8

El Factor de crecimiento transformante- (TGF-B, por su sigla en inglés) corresponde
a una citoquina con caracteristicas fibrogénicas que participa en un sinnimero de procesos
fisioldgicos, como lo son: deposicion de matriz extracelular, proliferacion celular,
crecimiento, inflamacién y de manera muy importante en la diferenciacion del FC al MFC
[8]. Con respecto a los MFC, en un interesante trabajo de Petrov et a/, (2008) se describieron
3 tipos de miofibroblastos: a) miofibroblastos auto inducidos, caracterizados porque el
propio FC secreta TGF-B, el cual al actuar en forma autocrina induce la autodiferenciacion
de FC a MFC. Esta condicion se presenta en condiciones de cultivo celular, debido entre

otras cosas a que el estrés mecanico propio del cultivo celular induce la secrecién de TGF-
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B. Estos MFC se caracterizan porque aun presentan caracteristicas proliferativas. b) MFC
inducidos por la adicion exdégena de TGF-B, los cuales también se conocen como FC
“"activados”, con la caracteristica de que estos MFC pierden la capacidad proliferativa a
mayor tiempo de cultivo. ¢) MFC terminalmente diferenciados, los que se caracterizan
porque son FC en cultivo tratados por 7 dias con TGF-B, luego son despegados y vueltos a
pegar a la placa de cultivo. Estos MFC presentan dafio al ADN y no proliferan [9].

Con respecto a TGF-B, Se pueden encontrar 3 isoformas de TGF-B (TGF-f 1,2y 3),
siendo la isoforma 1 la mas abundante [8]. El TGF-B1 posee dos receptores, el TGFR1 y
TGFR2 de naturaleza serina/treonina kinasa. Como se puede apreciar en la Figura 2, la
activacion de los receptores desencadena la correspondiente cascada de sefializacién por
medio de dos vias, estas son: la via canonica y no candnica. Ambas vias comparten la misma
forma de activacion, el TGF-B1 se une inicialmente al TGFR2 el cual recluta o se une al TGFR1
adyacente para posteriormente activar la cascada rio abajo. La via candnica es SMAD
dependiente, es decir, una vez que TGFR2 recluta a TGFR1 este ultimo fosforila a SMAD2 y
SMAD3 presentes en el citosol, activandolas para consecuentemente formar un complejo
con SMAD4, este complejo activado transloca hacia el ndcleo uniéndose a promotores que
inducen la transcripcion de proteinas fibrogénicas, entre ellas el aumento de a-SMA y un
aumento en la sintesis de colageno [10]. Respecto a la via no candnica en nuestro
laboratorio se ha demostrado que TGF-B1 activa tanto la via candnica como la no candnica,
activando la via SMAD2/SMADS3, asi como también la via ERK1/2 y AKT. De esta forma
previene la apoptosis del FC inducida por isquemia / reperfusion simulada [13]. A este
respecto, se sabe que posterior al reclutamiento y activacién del TGFR1 desencadena la
activacion de la via ERK1/2 generando un aumento de las proteinas ya mencionadas

anteriormente [11].
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Figura 2. Cascada de sefalizacion via canénica de TGF-f1 dependiente de proteinas SMAD. TGF-[31 activa
el receptor para TGF-B TGFR2 el que recluta al TGFR1. Luego se desencadena la via de sefalizacion SMAD
dependiente activando la transcripcion de proteinas pro fibroticas. Tomado y modificado de Xiao-Ming Meng.
et al Nature reviews. (2016). TGF-B: the master regulator of fibrosis.

1.4 Senescencia celular.

La senescencia celular es un proceso que consiste en el detencién del ciclo celular de
forma permanente [12]. Una caracteristica principal es que la célula que entra en
senescencia sigue metabdlicamente activa. Este estado metabdlico activo permite una
constante secrecion de citoquinas y quimioquinas denominado: fenotipo secretor asociado
a senescencia (SASP, por su sigla en inglés) que pueden ejercer efectos autocrinos y
paracrinos [13]. La senescencia ocurre tanto en procesos fisiologicos como patoldgicos. Se
ha descrito que la senescencia es fundamental en el desarrollo embrionario, reparacién

tisular, envejecimiento fisiolégico y también como el mecanismo de defensa que tiene el
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organismo para evitar la aparicion de células carcinogénicas. No asi en la senescencia
inducida, la cual es gatillada por enfermedades de base, remodelado cardiaco, agentes
estresores o enfermedades relacionadas con la edad o farmacos [13, 14]. Se ha descrito que
la senescencia celular se produce cuando hay un dafio al ADN. Se promueve la detencion
del ciclo celular, pero a su vez se busca reparar el dafio en la cadena del ADN, y si esto
ultimo no ocurre, se gatilla la detencion del ciclo para impedir la formacion de células que

contengan el mismo dafo. Este mecanismo es el que falla en la formacién de tumores [15].

1.4.1 Marcadores celulares y moleculares de senescencia.

Actualmente se ha descrito que para caracterizar la senescencia celular se requiere
de mas de un marcador. Se disponen de técnicas para determinar el aumento o disminucion
de determinadas proteinas que participan en la sefializacion intracelular de la detencion del
ciclo celular; entre ellas la sobre expresién de p53, p21, p16 y la reducida fosforilacién de la
proteina del retino blastoma (pRb). También se realizan ensayos que se valen del estado
metabodlico de una célula senescente, ya que en este tipo de células se aprecia una alta
actividad B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal) [16], la cual es posible
determinar mediante el ensayo B-gal. Este Gltimo marcador es el “Gold Standard” para
caracterizar células senescentes [14-16]. En la Figura 3 se pueden apreciar los marcadores

clasicos de senescencia.
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Figura 3. Biomarcadores de senescencia y caracteristicas principales de célula senescente. Algunas de las
principales caracteristicas de la célula senescente es el aumento de la actividad SA-B-galactosidasa, cambios en
la morfologia y sobre expresion de proteinas que participan en la detencién del ciclo celular como lo son: p53 'y
p21.Tomado de Natalie Kudlova. et a/. International Journals of Molecular Sciences. (2022). Cellular Senescence:
Molecular Targets, Biomarkers, and Senolytic Drugs.

1.4.2 Actividad B-galactosidasa asociada a senescencia

Como se menciond con anterioridad, el ensayo B-gal es primordial para determinar
si una célula es senescente. Este ensayo permite dar cuenta del aumento de la actividad de
la enzima lisosomal B-galactosidasa. Esta enzima cataliza la hidrodlisis de B-galactésidos en
monosacaridos. Se ha descrito que las células senescentes poseen una mayor masa
lisosomal por lo que la actividad enzimatica de la B-galactosidasa estara aumentada. Al
adicionar un sustrato exdgeno como el X-gal (reactivo principal del ensayo B-gal) la enzima
lo hidroliza transformando el compuesto X-gal en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxindol-1. Posteriormente este dimeriza y precipita formando un caracteristico

sedimento de color azul —verdoso. La mayoria de los tipos celulares expresan esta enzima
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que es activa a pH 4,0. La diferencia con una célula senescente radica que la masa lisosomal
al estar aumentada y sumado a cambios estructurales de la enzima es capaz de activa a pH

6, condicién que solo se genera en células senescentes [16].

1.4.3 Fenotipo secretor asociado a senescencia

El SASP corresponde a diversos factores solubles proinflamatorios como citoquinas,
quimioquinas, factores de crecimiento, vesiculas extracelulares, etc. En un tejido que es
incapaz de eliminar la poblacién de células senescentes, los factores proinflamatorios se ven
aumentados, paralelamente con aumento de poblacién de células senescentes, esto debido
a que el SASP posee la cualidad ejercer efectos autocrinos y paracrinos. Esto desencadena
finalmente la senescencia inducida por senescencia, llevando al tejido a un estado mas
susceptible al dafo o funcionar parcialmente gatillado por la acumulacion de células

senescentes producto de la respuesta inflamatoria del SASP [17].

1.5 Miofibroblasto senescente

Ya hemos mencionado que el cambio de fenotipo del FC a MFC va acompafiado
de aumento en la expresion de a-SMA y de su ensamblaje para dar lugar a las caracteristicas
fibras de estrés de los MFC y su correspondiente aumento en la sintesis y secrecion de
proteinas de la MEC, formando asi, tejido fibrotico. Ademas, se ha demostrado que en esta
poblacién de MFC hay presencia de células senescentes, las cuales posteriormente seran
determinantes en el desarrollo de fibrosis cardiaca y remodelado cardiaco junto a las células
con un marcado perfil profibrético [18]. Ante la exposicién a agentes estresores, ya sea
endogenos o exdgenos, se estimula al FC a un cambio en su fenotipo, se vuelve una célula

mucho mas secretora con un aumento en el depésito de la MEC. En base a esto ultimo se
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ha descrito que la senescencia aparece como mecanismo para limitar el depésito de MEC,
debido esencialmente a que una célula senescente secreta una menor cantidad de proteinas
de la MEC y con ello impide la formacién de tejido fibrotico de forma exacerbada. Sin
embargo, la poblacién de células senescentes continda metabdlicamente activas con su
caracteristico perfil secretor asociado a senescencia, el cual, es proinflamatorio actuando
como agente estresor enddgeno en las células vecinas en las cuales induce la secrecion de

proteinas de la MEC y citoquinas [19].

1.6 Senoliticos y senostaticos

Los farmacos senoliticos y senostaticos (0 senomorficos) denominados también
senoterapéuticos, corresponden a moléculas que tienen como blanco farmacolégico las
células senescentes de forma selectiva. Se pueden encontrar dos tipos de senoterapéuticos
de los cuales tendran un efecto distinto sobre células senescentes. Los senoliticos inducen
apoptosis de forma selectiva mientras que los senostaticos no inducen apoptosis, si no que
atentan el SASP mediante la modificacién ya sea en el perfil o en la magnitud de sus
componentes [20]. Como se abordd con anterioridad, las células senescentes estan
estrechamente ligadas a la inflamacién crénica que finalmente desencadena fibrosis y
remodelado de tejido, afectando la funcionalidad del 6rgano en cuestiéon. Es por esto por
lo que la eliminacion o atenuacién del perfil senescente de determinadas células revertirian
o atenuarian la progresion de enfermedades relacionadas a la fibrosis o remodelado
cardiaco. En algunos estudios se ha visto que la eliminacién de cardiomiocitos senescentes
mejor6 la funcion diastélica luego de IM, debido a que la eliminacién de las células

senescentes permite selectivamente la presencia de células sanas [21-22]. Estos datos
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proporcionan evidencia de que las células senescentes son los principales contribuyentes a
la disfuncion y aumento de la mortalidad después del IM. La capacidad terapéutica de los
farmacos senostaticos no es del todo clara. Hay evidencia de farmacos que se les atribuyen
propiedades senostaticas como lo es la metformina, la cual a la vez de poseer efectos
antidiabéticos también posee un efecto cardioprotector mediante un efecto que disminuye
la fibrosis y el remodelado de tejido, aunque se desconoce en profundidad como logra estos

efectos. [23]

1.6.1 Resolvinas y Navitoclax como farmacos senomorficos

Las Resolvinas (Rv) pertenecen al grupo de los 4 lipidos especializados proresolutivos,
entre ellos, junto con las Resolvinas se encuentran: Lipoxinas, Protectinas y Maresinas. Estos
lipidos especializados activan receptores capaces de activar la resolucidn de la inflamacién
mediante la disminucion de los leucotrienos, prostaglandinas, citoquinas proinflamatorias y
ademas modular la expresion de componentes de la MEC tal y como lo es el colageno [24-
25]. El precursor de las Rv es el acido graso esencial omega 3, el cual da origen a dos clases
de Ry, las Rv-serie E y Rv-serie D. Las Rv de la serie E provienen del acido eicosapentaenoico
(EPA), mientras que las Rv de la serie D provienen del acido docosahexaenoico (DHA) y que
a su vez poseen distintas estereoquimicas dando lugar a subtipos de Rv tales como: RvD1,
RvD2, RvD3 y RvD5 [26]. Las RvD1 actian mediante la interaccidn con el receptor para LXA4,
el ALX/FPR2 [27] y el receptor huérfano GPR32 en humanos. Tanto el GPR32 y el ALX/FPR2
estan acoplados a proteinas G [28]. Anteriormente en el laboratorio se han estudiado los
efectos de la RvD1 y RvE1 en FC, en donde se pudo observar que ambas series de Rv posee

propiedades antiinflamatorias [29-30]. También se logré observar que la RvE1 es capaz de
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atenuar la senescencia inducida por doxorrubicina en FC. Ademas, se ha observado que la
RVE1 es capaz de atenuar la senescencia del FC inducida por doxorrubicina. Se ha visto que
el efecto proresolutivo de la RvD1 viene dado ante la prevencion de la sintesis de
mediadores proinflamatorios como: TNF-a, IL-6 y MCP-1 tal y como se puede ver en el

esquema de la Figura 4 [31-32].
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Figura 4. Efecto de la RvD1: Respuesta resolutiva de la inflamacién. Resolvina D1 activa el receptor ALX/RPR2
inhibiendo la liberacion de calcio disminuyendo la expresion de proteinas proinflamatorias y moléculas de
adhesién. Tomado de Aimee Salas-Hernandez. et a/ Biomedicine & Pharmacotherapy (2021) Resolvin D1
reduces expression and secretion of cytokines and monocyte adhesion triggered by Angiotensin Il, in rat cardiac
fibroblasts.

El Navitoclax corresponde a un farmaco experimental (ABT-263) perteneciente a
la familia de los inhibidores de las proteinas anti apoptéticas, como lo son: Bcl-2, Bcl-XL y
Bcl-W. La proteina proapoptotica Bax, se acopla a la membrana de la mitocondria
aumentando la permeabilidad permitiendo el paso de citocromo C. Posteriormente el
citocromo C activa a la proteina ejecutora de la apoptosis, la caspasa 3. El Navitoclax puede
unirse de forma selectiva a las proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2, esto gatillara la

apoptosis dado el desbalance de la via antiapoptotica [33]. En la Figura 5 se muestra un
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esquema con la actividad pro apoptotica del Navitoclax. En estudios previos se ha podido
observar que el Navitoclax es capaz de inhibir la fibrosis y la hipertrofia cardiaca en

pacientes que padecen insuficiencia cardiaca inducida por Ang-Il [34].
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Figura 5. Mecanismo de accion del Navitoclax . Navitoclax inhibe las proteinas de la familia Bcl-2 dando lugar

a la apoptosis mediante la actividad de Bax y la posterior activacién de Caspasas. Tomado de Mohamad Anuar
et al. Frontiers in Pharmacology. (2020). Clinical Review: Navitoclax as a Pro-Apoptotic and Anti-Fibrotic Agent.

Finalmente, y debido a lo anteriormente expuesto, estos es: a) que los MFC son
las principales células asociadas al remodelado fibrético del corazén y; b) que el TGF-B1
induce la diferenciacion de FC a MFC; c) la presencia de fibroblastos senescentes y el
impacto que ellas tienen en el desarrollo de fibrosis cardiaca; y d) la bdsqueda de nuevos
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farmacos y blancos farmacol6gicos como una estrategia farmacoldgica para tratar las ECV,
en la cual los farmacos senoterapéuticos podrian jugar un rol central; es que se propone en
esta memoria de titulo evaluar si TGF-B1 induce la senescencia de los MFC y el efecto que

sobre ellas tendrian la RvD1 y navitoclax.

Estos antecedentes nos permiten postular a la siguiente hipotesis:
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2.- HIPOTESIS

Resolvina D1 y navitoclax disminuyen el numero de miofibroblastos

cardiacos senescentes inducidos por TGF-p1.

3.- OBJETIVO GENERAL
Demostrar que el tratamiento farmacoldgico con RvD1 y navitoclax disminuyen el
nimero de miofibroblastos cardiacos senescentes inducidos por TGF-B1, evaluando

actividad SA-B-galactosidasa, perfil de proteinas de senescencia y apoptosis.

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Demostrar que TGF-B1 induce senescencia de miofibroblastos cardiacos

2. Demostrar que Resolvina D1 y Navitoclax disminuyen el nimero de células senescentes
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Reactivos

Suero fetal bovino (SFB), tripsina/EDTA, medio de cultivo DMEM/F12 y compuestos
organicos e inorganicos fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Germany). Estandar de
peso molecular fueron adquiridos en MaestroGen (Hsinchu City, Taiwan). Reactivos para
quimioluminiscencia mejorada (ECL) fueron comprados a BioRad (Hércules, California, USA).
Material de plastico estéril fue obtenido en Corning Inc. (New York, NY). Bradford Reagent
fue adquirido en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO. Reactivo RvD1 (CAS 872993-05-0) fue
comprado a Cayman Chemical Company (MI, EE. UU.). Colagenasa tipo Il (CAS 9001-12-1) y
Trypan Blue (CAS 15250-061) fueron comprados a Life Technologies Corporation (CA, EE.
UU.). Anticuerpo primario a-SMA fue adquirido en Cell Signaling Technology Inc. (MA, EE.
UU.). Reactivo TGF-B1 y Anticuerpo secundario Goat Anti-rabbit IgG-HRP fueron adquiridos

en R&D Systems, Inc. (MN, EE. UU.).

5.2.- Modelo animal

5.2.1 Ratas neonatas

Ratas Sprague-Dawley neonatas (2 a 3 dias de edad) provenientes del bioterio de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, en cumplimiento de
todas las normas éticas referidas a la utilizacion de animales. Todos los estudios fueron

desarrollados cumpliendo la Guia de la NIH para el Cuidado y Uso de Animales de
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Laboratorio, actualizada en el 2011 (http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for- the-Care-

and-Use- of-Laboratory-Animals).
5.2.2 Ratas adultas

Ratas Sprague-Dawley adultas de 6-8 semanas de edad fueron obtenidas en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los
animales se mantuvieron en jaulas (con ciclos de luz/oscuridad de 12 h) y libre acceso a
alimento y agua. Todos los estudios fueron desarrollados cumpliendo la Guia de la NIH para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, actualizada en el 2011 [48], y los protocolos

experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad.

5.3.- Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiacos de rata neonata y adulta

Para las ratas neonatas se utilizd el protocolo ya establecido en el laboratorio.
Brevemente, las ratas se decapitaron e inmediatamente se les removié el corazén bajo
condiciones de asepsia, se retiraron las auriculas y los ventriculos siendo cortados en
pequefos trozos para facilitar las sucesivas digestiones posteriores con pancreatina y
colagenasa . El producto de las digestiones se sometid a un preplaqueo por 2 horas a 37°C,
en medio de cultivo 5% FBS en frascos para cultivo celular. Por adhesion diferencial al
plastico se separaron los FC de cardiomiocitos. Transcurridas 2 horas, se cambié el medio
por DMEM-F12 enriquecido con 10% FBS, dejando proliferar a los FC hasta confluencia en

condiciones convencionales de cultivo (5% de CO; y 37°C).

Para las ratas adultas, los fibroblastos cardiacos de rata adulta fueron aislados de

ratas macho Sprague-Dawley usando digestién enzimatica. Las ratas fueron anestesiadas
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con una inyeccién de ketamina/xilazina (160/16 mg/kg peso por via intraperitoneal) y los
corazones extraidos en un ambiente aséptico. Se removieron las auriculas y los ventriculos
fueron cortados en trozos pequefios (1-2 mm) para luego ser sometidos a incubacién con
colagenasa tipo Il. El producto de la digestiéon fue separado mediante centrifugacion a 1000
RPM por 10 min. El pellet fue resuspendido en 10 ml de DMEM/F12 suplementado con 10%
de FBS y antibiéticos (estreptomicina 100 pug/ml, penicilina 100 Ul/ml, anfotericina B 0,25

pg/ml) y cultivados en una atmosfera con 5%CO; y 37°C hasta confluencia (6-7 dias).

5.4.- Pasaje celular

Para la realizacion de los experimentos usando fibroblastos de rata neonata y adulta,
los FC se mantuvieron en medio DMEM-F12/FBS 10% hasta confluencia en pasaje 0.
Posteriormente, se lavaron las placas con PBS 1X y las células se soltaron con tripsina/EDTA
0,05% en PBS 1X estéril, las cuales fueron contadas por el método de exclusién de Azul de
Tripan. Luego, se sembraron 400.000 células/placa en placas de cultivo de 60 mm para la
determinacién de proteinas y 20.000 células/placa para ensayo SA-B-gal. Transcurridas 24
horas desde el pasaje, los fibroblastos fueron lavados con PBS 1X estéril y se reemplazo el
suero 10% por: a) DMEM-F12; b) suero fetal bovino (FBS) 1% con medio DMEM-F12. Ambas

condiciones se mantuvieron por 24 horas mas para ensayos posteriores.
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5.5.- Western Blot

Las muestras fueron recolectadas de las placas de cultivo de 60 mm, previamente
lavadas con PBS 1X no estéril frio (1 mL x 2). Luego, se adicionaron 50 uL de Buffer de Lisis
y se procedid a la obtencion del lisado celular raspando suavemente la placa. La muestra
fue recolectada en tubos de 1,5 mL. Luego se centrifugé a 15000 rpm por 10 minutos. Se
descarté el pellet y 1 pL del remanente fueron utilizados para cuantificar la concentracion
de proteina de la muestra empleando el Método de Bradford. Posteriormente, se
adicionaron 16 pL de Buffer de Carga 4X y se calenté durante 5 minutos a 100° C para

denaturar las proteinas.

La separacion de las proteinas por su masa se realizé mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida preparados a partir de una solucion de acrilamida/bis-acrilamida. La
concentracion del gel concentrador (stacking) fue 5%, mientras que la del gel separador
(running) fue de 8-15%, dependiendo de la proteina de interés. Se adicionaron volimenes
equivalentes a 20 g de proteina por carril. La electroforesis se realizé a 70 V por 30 minutos

para concentrar la muestra, y luego a 100 V para la separacion, en tampon de electroforesis.

Luego de realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 uM de poro durante 16 horas a una
corriente constante de 0,35 A en tampdn de transferencia. Una vez transferidas las proteinas
a las membranas, estas se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con BSA al 5%
(p/v) y posteriormente, se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (a-SMA
1:5000, p21 1:10000, Bcl-2 1:1000, pRb 1:2000, BAX 1:1000, procaspasa 3 1:1000, B-tubulina

1:1000) durante toda la noche a 4°C.
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Posterior a la incubacidn, las membranas se lavaron por 5 minutos 3 veces en TBS
1X/ Tween-20 al 0,1% e incubadas durante 90 minutos a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-rabbit (dilucién 1:5000) en TBS 1X/Tween-20 al 0,1%. Para la
inmunodeteccion, las membranas previamente lavadas fueron incubadas por 1 minuto con
el reactivo quimioluminiscente ECL y la quimioluminiscencia fue detectada por el equipo
C-DiGit (LI-COR Biosciences, Nebraska), mediante el software computacional Image Studio
(LI-COR Biosciences, Nebraska). Los niveles de proteina fueron cuantificados mediante la
herramienta de cuantificacion del software Image Studio y normalizados respecto a los
controles de carga GAPDH y B-tubulina, siendo los resultados expresados como veces sobre

el control y ratio (BAX/Bcl- XL)

5.6.- Determinacion de SA-B-gal

El kit utilizado en este trabajo para la detecciéon de las células senescentes fue el
denominado “Senescence Cells Histochemical Staining Kit' (Cell Signaling, USA). Mediante
este kit se detectaron las células senescentes a partir de la hidrélisis por la B-galactosidasa
del sustrato cromogénico X-gal. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una
densidad de 20.000 células por pocillo suplementado con DMEM-F12 suplementado con
10% SFB. Una vez llegaron las células a un 70 % de confluencia se realizaron los tratamientos
de interés. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se llevd a cabo el protocolo de tincién
con el kit de senescencia conforme el protocolo del kit. Para ello, se aspiré el medio y se
lavaron 2 veces las células con PBS 1X antes de su fijacion con la solucién de fijado 1X
aportada por el kit, compuesta por formaldehido al 20 %; glutaraldehido al 2 %; 70,4 mM

Na:HPO4 14,7 mM de KH2PO4 1,37 M de NaCl y 26,8 mM de KCl, diluida 1:10 en H>0 Milli-
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Q®. Tras 12 min a temperatura ambiente, se eliminaron los restos de fijacién con 3 lavados
con PBS 1X, y se anadio por pocillo T mL de la solucion de tincion compuesta por una mezcla
de 5 mM de ferricianida de potasio (Ks[Fe(CN)¢]); 5 mM de ferrocianida de potasio
(K4[Fe(CN)e]*3H20); 1 mg/mL de X-gal y una solucién de composicién desconocida aportada
por el kit denominada " staining solution”. Para asegurar la tinciéon de las células senescentes,
se ajusto el pH de la solucién entre 5,9 y 6,1, permitiendo la visualizacion de la actividad B-
galactosidasa Unicamente de las células senescentes. Para comprobar el correcto
funcionamiento del kit, uno de los pocillos se incubé a pH 4,0 detectando la actividad de
esta enzima en todas las células (senescentes y no senescentes). Las células se incubaron en
oscuridad durante 16 horas a 37 °C en una estufa sin CO; para evitar variaciones en el pH
de la solucidn por acidificacion del medio. Transcurrido este tiempo se comprobd en el
microscopio Optico a 10X el desarrollo de coloracién azul en los pocillos. Finalmente, se
retird la solucién de tincion y se lavaron 3 veces las células con PBS 1X para eliminar los
restos presentes. Para la conservacion de las tinciones se afiadidé 1 mL de glicerol al 70 %
v/v en cada pocillo y se almacenaron las placas entre 2 y 8 °C para su posterior
cuantificacion. Para la cuantificacion del porcentaje de células B-galactosidasa positivas se
utilizé6 un microscopio invertido Eclipse TE300 (Nikon; Tokyo, Japon) en el objetivo 10X. Se

obtuvieron 50 imagenes a cada condicién con el microscopio para su posterior analisis.
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5.7.- Inmunocitoquimica

Los FC aislados de rata neonata son sembrados en placa de 35mm con cubreobjeto, en una
cantidad de 30.000 a 40.000 celulas. Pasado 24 horas, se reemplaza por medio de cultivo
fresco, esto es, DMEM-F12/SFB 10%. Transcurridas otras 24 horas se reemplaza medio de
cultivo (DMEM-F12/SFB 10% por DMEM-F12/SFB 1%. Luego de 24 horas las células son
estimuladas. Transcurrido el tiempo de experimentacion las células fueron lavadas con PBS
1X frio y fijadas con paraformaldehido al 4% por 20 minutos a 4°C. Una vez hecho lo anterior
los FC se trataron con glicina 100 mM por 10 minutos. Posteriormente se permeabilizaron
con triton X-100 al 0,1% por 10 minutos. Lego se bloquearon con BSA al 3% por 20 minutos.
Se incubaron con anticuerpo para a-SMA “overnight” (1:500; ab7817; Abcam) en camara
himeda. Transcurrido el tiempo requerido se lavaron con PBS 1X frio tres veces.
Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 nm por dos
horas (1:500; #4410S; Cell Signalling). Luego de realizar 3 lavados con PBS 1X frio se tomaron
6 imagenes por placa con el objetivo 10x y se muestra una imagen representativa de la

técnica  evidenciando  ensamblaje  de  o-SMA en fibras de  estrés.

5.8.- Cristal Violeta

Las células fueron sembradas en placas de 35 mm y se tifieron con cristal violeta 0.5% en
metanol 20%. Se sembraron entre 30.000 y 40.000 FC aislados de rata neonata. Brevemente,
se retiro el medio a las placas y se lavo 3 veces con PBS 1X, se afiadié 1 mL de solucién de
cristal violeta por placa en agitacion suave por 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo,

se lavd cada placa 3 veces con PBS 1X y se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez
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hecho esto, se tomaron 5 imagenes por placa con el objetivo 10x y se muestra una imagen

representativa de la técnica evidenciando la morfologia de la célula.

5.9.-Analisis estadistico

Los resultados se obtuvieron mediante el promedio + SD, de al menos tres experimentos
independientes (n > 3). Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA de una via y
luego mediante Test de Tukey, lo que permitié determinar la significancia estadistica de los
resultados, considerandose significativa la diferencia entre dos grupos cuando su valor de

p<0.05.

38



6.- RESULTADOS

6.1 TGF-B induce senescencia de miofibroblastos cardiacos de rata adulta

Para poder evaluar el efecto senolitico de navitoclax y senostatico de RvD1 en MFC
senescentes, primero se establecio el modelo celular de experimentacion. En la literatura se
ha visto que el TGF-B1 induce senescencia en fibroblastos de distintos tejidos [18,35]. A su
vez, previamente en el laboratorio se describio que el TGF-B1 induce la diferenciacién de FC
a MFC tras 72-96 h de tratamiento [36, 37, 38], por lo que, primero se midi6 la actividad SA-
B-gal en FC de rata adulta tratados con TGF-1 a dichos tiempos. En la Figura 6, los FC
fueron cultivados en DMEM-F12 y posteriormente tratados con TGF-f1 10 ng/mL durante
72y 96 h, luego se midié SA-B-gal; como control positivo se utilizé doxorrubicina 10 nM/mL.
Los resultados mostraron que a las 72 y 96 h no se observé una diferencia estadisticamente
significativa en la actividad SA-B-gal entre los FC sin estimulo (Control), FC tratados con
TGF-B1 10 ng/mLy con el control positivo doxorrubicina. Cabe resaltar que en la condicion
control, hubo un gran aumento de la actividad SA-B-gal basal, alcanzando un valor por

sobre el 20% a 96 h.
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Figura 6. Efecto del TGF-B1 sobre la actividad SA-B-gal en FC de rata adulta en medio de cultivo DMEM-
F12. Fibroblastos cardiacos de rata adulta tratados con TGF-B1 10 ng/mL durante 72 (A) y 96 (B) h. Estimulo de
doxorrubicina 10 nM como control positivo. Imagenes representativas de la tincion SA-B-gal (panel derecho) y
sus respectivas cuantificaciones (panel izquierdo). Flechas negras indican células senescentes. Niumero de

experimentos N=3. Expresado como porcentaje de células positivas a SA-B-galactosidasa.

Debido a que en la condicién control se encontré una elevada actividad SA-B-gal, la

que se deberia a un elevado estrés originado por la condicién de cultivo celular (baja

presencia de nutrientes y estrés mecanico por permanencia en placa), es que se propuso

cambiar la condicién del medio del cultivo. Para este objetivo se realizaron ensayos de

actividad SA-B-gal utilizando las mismas concentraciones anteriores respecto a los

estimulos de TGF-B1 y Doxorrubicina, pero esta vez en presencia de SFB 1%. La presencia

de suero 1% disminuiria la falta de nutrientes permitiendo un menor estrés basal, y con ello

disminuir la elevada actividad SA-B-gal en la condicién control.

40



En estos ensayos se incluyd una temporalidad mas amplia: 24 a 96 h. Con el propésito
de obtener una mayor informacion respecto a que tiempo se produce el mayor efecto del
TGF-B1. En la Figura 7, los resultados mostraron que a las 24 y 48 h no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el control y el TGF-f1. Mientras que a un
tiempo de 48 h hubo un notorio efecto del control positivo doxorrubicina respecto del
control, alcanzando un 24 % de actividad SA-B-gal positiva.
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Figura 7. Efecto del TGF-B1 sobre la actividad SA-B-gal en FC de rata adulta en medio de cultivo DMEM-
F12/SFB 1%. Fibroblastos cardiacos de rata adulta con 1% SFB y tratados con TGF-f1 10 ng/mL durante 24 (A)
y 48 (B) h. Estimulo de doxorrubicina 10 nM como control positivo. Imagenes representativas de la tincidon SA-
B-galactosidasa (panel derecho) y sus respectivas cuantificaciones (panel izquierdo). Flechas negras indican
células senescentes. NUmero de experimentos N=4. Expresado como porcentaje de células positivas a SA-B-

galactosidasa. *p<0,05 vs control 48 h.

Los resultados a tiempos mas tardios no fueron distintos. En la Figura 8, los

resultados mostraron un aumento de actividad SA-B-gal entre las 72 y 96 h en los FC control,
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siendo éste un valor por sobre el 20%. Similar a resultados anteriores, no se observaron
resultados estadisticamente significativos entre los FC controles, los FC tratados con TGF-
B1y los FC tratados con Doxorrubicina. Estos resultados darian cuenta de un FC estresado,
posiblemente por el estrés mecanico que implica largos tiempos de permanencia en placa
(si se incluye el proceso de obtencion del cultivo primario, tiempo de cultivo para

proliferacion y tiempos de estimulos son 15 dias).
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Figura 8. Efecto del TGF-B1 sobre la actividad SA-B-galactosida en FC de rata adulta en medio de cultivo
DMEM-F12/SFB 1%. Fibroblastos cardiacos de rata adulta con 1% SFB y tratados con TGF-B1 10 ng/mL durante
72 (A) y 96 (B) h. Estimulo de doxorrubicina 10 nM como control positivo. Imagenes representativas de la tincion
SA-B-galactosidasa (panel derecho) y sus respectivas cuantificaciones (panel izquierdo). Flechas negras indican

células senescentes. NUmero de experimentos N=4. Expresado como porcentaje de células positivas a SA-B-

galactosidasa.

Como se mencion6 anteriormente, que el propio FC secreta TGF-B1 y que, por lo

tanto, los resultados podrian estar enmascarados por el efecto autocrino de este factor, es
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que se penso en utilizar en un inhibidor del receptor de TGF-1 (el TGFBR) durante la etapa
de cultivo para alcanzar confluencia, posteriormente eliminar el medio de cultivo con el
inhibidor SB-431542 24 h antes de estimular con TGF-[31, realizando un total de 3 lavados.
Con esto lo que se busca es disminuir el efecto autocrino del propio TGF-B1 secretado por
el FC, y de esta manera marcar mayor diferencia en el efecto del TGF-B1 exdgeno respecto

a los FC control.

Los resultados en la Figura 9, muestran el efecto que hay sobre la actividad SA-B-gal
en FC cultivados en SFB al 1% en presencia del inhibidor SB-431542 (1uM), a los tiempos de
24 y 48 h. Los resultados muestran que en un medio de SFB al 1% al que se le adiciond el
inhibidor SB-431542 desde P2 hasta alcanzar confluencia (5 dias). Los resultados a los
tiempos de 24 y 48 h mostraron una sustancial disminucion en la actividad SA-B-gal en los
FC control no superando el 3%; sin embargo, respecto a los FC tratados con TGF-B1 se
observa un pequefio aumento de la actividad SA-B-gal, aunque no fue estadisticamente
significativo respecto al control. Para los FC control positivo tratados con doxorrubicina se
observa el doble de actividad SA-B-gal respecto al control, pero sin ser estadisticamente

significativo.
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Figura 9. Efecto del TGF-f1 sobre la actividad SA-B-galactosidasa en FC de rata adulta en medio de cultivo
DMEM-F12/SFB 1% tratados con inhibidor SB-431542 1uM. Fibroblastos cardiacos de rata adulta con 1% SFB
y tratados con TGF-B1 10 ng/mL durante 24 (A) y 48 (B) h. Estimulo de doxorrubicina 10 nM como control
positivo. Imagenes representativas de la tincién SA-B-galactosidasa (panel derecho) y sus respectivas
cuantificaciones (panel izquierdo). Flechas negras indican células senescentes. NUmero de experimentos N=3.
Expresado como porcentaje de células positivas a SA-B-galactosidasa.

Los resultados de la Figura 10 muestran la actividad SA-B-gal en los FC de rata adulta
alas 72y 96 h. Alas 72 h no se observa una diferencia entre los FC tratados con TGF-B1y
los FC control. Respecto al control positivo de FC tratados con doxorrubicina 10 nM los
resultados mostraron un aumento aproximado del 12%. A las 96 h la actividad SA-B-gal
para los FC control no supero el 10%, mientras que los FC tratados con TGF-B1 durante 96
h los resultados muestran que hubo una disminucion de la actividad SA-B-gal a un 5%,
siendo estadisticamente significativa con los FC control. Para los FC control positivos
tratados con doxorrubicina 10 nM los resultados mostraron una actividad SA-B-gal que

oscila cerca del 17%.
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Figura 10. Efecto del TGF-1 sobre la actividad SA-B-galactosidasa en FC de rata adulta en medio de cultivo
DMEM-F12/SFB 1% tratados con inhibidor SB-431542 1uM. Fibroblastos cardiacos de rata adulta con 1% SFB
y tratados con TGF-B1 10 ng/mL durante 72 (A) y 96 (B) h. Estimulo de doxorrubicina 10 nM como control
positivo. Imagenes representativas de la tincion SA-B-galactosidasa (panel derecho) y sus respectivas
cuantificaciones (panel izquierdo). Flechas negras indican células senescentes. NUmero de experimentos N=3.

Expresado como porcentaje de células positivas a SA-B-galactosidasa. ***p<0,001 vs control 96h.

6.2 Efecto senescente del TGF-1 en FC de rata neonata

Dado los resultados obtenidos anteriormente, los cuales mostraron una falta de
efecto que fuese significativo en el modelo celular requerido para inducir senescencia, es
que se optd por cambiar la procedencia de los FC, utilizando esta vez FC aislados de rata
neonata. Es sabido que los FC de rata neonata requieren menor tiempo de cultivo para

alcanzar la confluencia requerida, puesto que proliferan a mayor velocidad que los FC de
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rata adulta. Sumado, ademas, a que estos poseen una mayor capacidad de respuesta frente
a estimulos exdgenos. Lo anterior permitio reducir el tiempo que permanecen los FC en
placa de 15 dias a 6 dias aproximadamente. Por lo tanto, en esta etapa se procede a realizar
ensayos en FC cultivados en DMEM-F12 suplementado con 1% de SFB. Los ensayos [-gal
se realizaron solo a una temporalidad de 72 y 96 h, puesto que en base a los resultados
obtenidos anteriormente la mayor cantidad de efecto senescente por parte del TGF-f1 y
doxorrubicina se evidenciaron en tiempos tardios. A su vez, la concentracion de los

estimulos con doxorrubicina se aumenté a 100 nM.

En la Figura 11 se aprecia que tanto en tiempos tardios de 72 y 96 h la actividad SA-
B-gal para los FC control no supera el 5%. Los resultados a 96 h muestran que hay un
aumento estadisticamente significativo de actividad SA-B-gal en los FC tratados con TGF-
B1 respecto al control (15% vs 4%, respectivamente). De igual forma se aprecia un aumento
estadisticamente significativo de actividad SA-B-gal en los FC tratados con doxorrubicina

100 nM como control positivo.
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Figura 11. Efecto del TGF-f1 sobre la actividad SA-B-gal en FC de rata neonata en medio de cultivo DMDM-
F12/SFB 1%. Fibroblastos cardiacos de rata adulta con 1% SFB y tratados con TGF-f1 10 ng/mL durante 72 (A)
y 96 (B) h. Estimulo de doxorrubicina 100 nM como control positivo. Imadgenes representativas de la tincion SA-
B-galactosidasa (panel derecho) y sus respectivas cuantificaciones (panel izquierdo). Flechas negras indican
células senescentes. Numero de experimentos N=6. Expresado como porcentaje de células positivas a SA-B-
galactosidasa. ***p<0,001 vs control, **p<0,01 vs control.

6.3 TGF-B1 induce la diferenciacion de FC a MFC

Una vez evidenciada la respuesta de los FC de rata neonata ante el efecto senescente
del TGF-B1 y doxorrubicina, se dispuso a determinar la diferenciacién de FC a MFC inducida
por TGF-B1. Para ello se procedi6 a obtener el perfil de la proteina a-SMA como marcador
de diferenciacion celular mediante Western Blot, tincion con cristal violeta (CV) para
evidenciar cambio de morfologia y finalmente se realizé una inmunocitoquimica (ICQ) para

evidenciar el ensamblaje de a-SMA. Para la obtencion de los niveles de a-SMA, CV e ICQ se
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dispusieron FC de rata neonata ante TGF-f1 10 ng/ mL a una temporalidad de 96 h sumado

a FC sin estimulo alguno a tiempo cero como control.
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Figura 12. Efecto de TGF-1 sobre los niveles de a-SMA, morfologia y ensamblaje de a-SMA en FC de rata
neonata. (A) FC de rata neonata con 1% SFB y tratados con TGF-B1 10 ng/mL durante 72 y 96 h usando FC sin
estimulo a tiempo cero como control. Como control de carga se utilizé GAPDH. NUmero de experimentos N=6.
Expresado como a-SMA sobre GAPDH. *p<0,05 vs control 24 h. (B) Imagen de CV de FC de rata neonata con
1% SFB a tiempo cero en panel superior y FC de rata neonata con 1% SFB tratados con TGF-1 10 ng/mL durante
96 h en panel inferior. (C): Imagen de ICQ de FC de rata neonata con 1% SFB a tiempo cero. Los tres paneles
superiores cuentan con aumento de 10X a 40X, de izquierda a derecha. En tres paneles inferiores, imagen de

ICQ de FC de rata neonata con 1% SFB tratados con TGF-B1 10 Ng/mL. Aumento de 10X a 40x de izquierda a

derecha.
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En la Figura 12 se aprecia el perfil de a-SMA (A), CV en (B) e imagenes de I1CQ en
(C). Los resultados muestran que a medida que los FC se exponen al TGF-f1 10 ng/ mL se
aprecia una tendencia al aumento en los niveles de a-SMA, siendo a las 96 h el maximo en
la expresion de la proteina con un aumento estadisticamente significativo respecto a los FC
control. Respecto a la técnica de CV se observa a tiempo cero un fibroblasto de menor
perimetro respecto a los FC tratados con TGF-B1 10 ng/mL durante 96 h. En cuanto a las
imagenes de 1CQ los controles de tiempo cero no presentan las caracteristicas fibras de
estrés de los MFC que, a diferencia de los FC tratados con TGF-B1 10 ng/mL durante 96 h,
se aprecia el ensamblaje de a-SMA. Con estos resultados podemos indicar que los FC
tratados por 96 h con TGF-B1 son considerados MFC, los cuales seran denominados de esta

forma de ahora en adelante.

Con estos resultados, en conjunto con los ensayos de -gal se puede sefalar que se
da por finalizada la obtencion del modelo celular requerido para medir el efecto senolitico

y senostatico del navitoclax y RvD1, respectivamente.

6.4 Efecto del Navitoclax y Resolvina D1 sobre la senescencia inducida por TGF-p1.

Es sabido del efecto senolitico del navitoclax; sin embargo, respecto de RvD1 no hay
antecedentes de si es un senolitivo o senostatico y no se ha explorado este efecto en MFC
senescentes. Para medir el efecto de estos farmacos se utilizaron MFC obtenidos 96 h
después del tratamiento con TGF-f1, puesto que a este tiempo se evidenciaron los mayores
efectos tanto en actividad SA-B-gal como en los niveles de a-SMA. Los MFC fueron tratados

con RvD1 100nM y navitoclax 1 uM durante 24 h posterior al estimulo con TGF-B1 por 96
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h. Para evidenciar el impacto que tendran los farmacos en este modelo celular de MFC se
procedi6 a realizar ensayo SA-B-gal; ademas de obtener un perfil de proteinas relacionadas

a la apoptosis y senescencia.

En la Figura 13 se muestra el efecto de RvD1 y navitoclax en los niveles de actividad
SA-B-gal en MFC senescentes. Los resultados muestran que los MFC senescentes, presentan
un aumento en la actividad SA-B-gal estadisticamente significativa respecto a los FC control
(12,5% vs 2,5%, respectivamente). En los FC tratados con RvD1 100 nM y navitoclax 1uM sin
previo tratamiento con TGF-B 10 ng/ mL, los resultados muestran una actividad SA-B-gal
semejante al control; mientras que en los MFC senescentes se observa que luego del
tratamiento con RvD1 (TGF-B1+ RvD1) y navitoclax (TGF-B1+navitoclax) hay una
disminucion estadisticamente significativa en la actividad SA-B-gal respecto a los FC sin
tratamiento de TGF-B1, obteniéndose en ambas condiciones experimentacién una actividad
SA-B-gal por debajo del 5%. No se observa una diferencia entre el efecto del navitoclax y

RvD1 tanto en los FC tratados previamente con TGF-f1 y en los FC sin previo tratamiento.
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Figura 13. Efecto de Resolvina D1 y navitoclax sobre la actividad SA-B-gal en MFCSde rata neonata
inducidos por TGF-B1. Fibroblastos cardiacos de rata neonata con 1% SFB en dos condiciones distintas, estas
son: FC con previo tratamiento con TGF-B1 10 ng/mL durante 96 h y FC sin tratamiento alguno. Tratamiento con
RvD1 100 nM y navitoclax TuM. Imagenes representativas de la tincion SA-B-galactosidasa (panel derecho) y
sus respectivas cuantificaciones (panel izquierdo). Flechas negras indican células senescentes. Nimero de
experimentos N=6. Expresado como porcentaje de células positivas a SA-B-galactosidasa. ***p<0,001 vs control
(TGF-B1), **p<0,01 vs TGF-B1

6.5 Efecto del Navitoclax y Resolvina D1 en miofibroblastos cardiacos sobre los niveles
de las proteinas p21 y pRb.

En la Figura 14-A. Se observan los niveles de la proteina p21. Los resultados
muestran que los MFC senescentes presentan un aumento en los niveles de p21
estadisticamente significativo respecto al control. En los FC tratados con RvD1 100 nM vy

navitoclax 1TpM sin previo tratamiento con TGF-B1 10 ng/ mL, no hay cambios en los niveles
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de p21 respecto al control. Mientras que en los MFC senescentes se observa que luego del
tratamiento con RvD1 (TGF-B1+ RvD1) y navitoclax (TGF-P1+navitoclax) hay una
disminucion estadisticamente significativa respecto a los MFC senescentes. No se

observaron diferencias entre el efecto del navitoclax y RvD1 en esta condicion.

En la Figura 14-B, se observan los niveles de la proteina pRb. Los resultados
muestran que los MFC senescentes presentan una disminucién estadisticamente
significativa en los niveles de pRb respecto al control. En los FC tratados con RvD1 100 nM
y navitoclax TuM sin previo tratamiento con TGF-f1 10 ng/mL, hay disminucién
estadisticamente significativa en los niveles de pRb respecto al control. De igual forma, en
los MFC senescentes luego del tratamiento con RvD1 (TGF-B1+ RvD1) y navitoclax (TGF-
1+navitoclax) hay una disminuciéon estadisticamente significativa respecto a los MFC
senescentes. Adicionalmente, no se observan diferencias estadisticamente significativas

entre los MFC senescentes tratados con navitoclax y los tratados con RvD1.
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Figura 14. Efecto de Resolvina D1 y navitoclax sobre perfil de p21 y pRb en MFCS de rata neonata inducidos
por TGF-B1. Fibroblastos cardiacos de rata neonata con 1% SFB en dos condiciones distintas, estas son: FC con
previo tratamiento con TGF-B1 10 ng/mL durante 96 h y FC sin tratamiento alguno. Tratamiento con RvD1 100

nM y navitoclax TuM. A, perfil de p21. Se utilizé6 como control de carga B-tubulina. Expresado como veces sobre
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el control. N=3. **p<0,01 vs TGF-B1. B, perfil de pRb. Se utilizo como control de carga B-tubulina. Expresado

como veces sobre el control. N=3. *p<0,05 vs control.

6.6 Efecto del Navitoclax y Resolvina D1 en miofibroblastos cardiacos sobre los niveles

las proteinas pro y anti apoptoéticas: Bcl-XL, Bax y procaspasa 3.

Una vez determinado el efecto de los farmacos sobre los niveles de actividad SA-[3-
gal y perfil de proteinas de senescencia en MFC senescentes, se procedio a medir los niveles
de las proteinas pro y anti apoptoticas Bax y Bcl-XL respectivamente. En la Figura 15-A. Se
observan los niveles de la proteina pro apoptoética Bax. Los resultados muestran que los
MFC senescentes presentan una disminucion estadisticamente significativa respecto al
control en los niveles de Bax. En los FC tratados con RvD1 100 nM y navitoclax 1TuM sin
previo tratamiento con TGF-B1 10 ng/mL no hay cambios estadisticamente significativos en
los niveles de Bax respecto al estimulo con TGF-B1. A su vez, se observa que luego del
tratamiento con RvD1 (TGF-B1+ RvD1) hay un aumento estadisticamente significativo
respecto a los MFC senescentes control. No asi en los MFC senescentes tratados con
navitoclax (TGF-B1+navitoclax), en donde no hay una diferencia estadisticamente

significativa respecto a los MFC senescentes sin tratamiento.
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Figura 15. Efecto de Resolvina D1 y Navitoclax sobre perfil de proteinas anti y pro apoptéticas en MFCS de
rata neonata inducidos por TGF-B1. Fibroblastos cardiacos de rata neonata con 1% SFB en dos condiciones
distintas, estas son: FC con previo tratamiento de TGF-B1 10 ng/mL durante 96 h y FC sin tratamiento alguno.
Tratamiento con RvD1 100 nM y navitoclax 1TuM. A, perfil de Bax. Se utilizd6 como control de carga B-tubulina.
Expresado como veces sobre el control. N=3. *p<0,05 TGF-B1. B, perfil de Bcl-XL. Se utilizo como control de
carga B-tubulina. Expresado como veces sobre el control. N=3. **p<0,01 vs TGF-B1. C, ratio de Bax sobre Bcl-
XL. **p<0,01 vs TGF-B1.

En la Figura 15-B. Se observan los niveles de la proteina anti apoptotica Bcl-XL. Los
resultados muestran que los MFC senescentes presentan un aumento en los niveles de Bcl-

XL que es estadisticamente significativo respecto a los FC control. En los FC tratados con
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RvD1 100 nM y navitoclax TuM sin previo tratamiento con TGF-B1 10 ng/mL hay
disminucion en los niveles de Bcl-XL respecto a MFC senescentes, estos sin ser
estadisticamente significativos. En los MFC senescentes tratados con RvD1 (TGF-1+ RvD1)
y navitoclax (TGF-B1+navitoclax) hay disminucion sin ser estadisticamente significativa

respecto de los MFC senescentes.

En la Figura 15-C, se observan la razon entre los niveles de las proteinas Bax/Bcl-XL
(expresado como ratio). Los resultados muestran que los MFC senescentes presentan una
disminucion estadisticamente significativa en la razon Bxa/Bcl-XL respecto al control. En los
FC tratados con RvD1 100 nM y navitoclax TuM sin previo tratamiento con TGF- 10 ng/ mL
hay aumento en los niveles de la razén Bax/Bcl-XL respecto a los MFC senescentes, este sin
ser estadisticamente significativo. En los MFC senescentes tratados con RvD1 (TGF-f1+
RvD1) y navitoclax (TGF-B1+navitoclax) hay aumento de la razén, sin ser estadisticamente

significativo con respecto a los MFC senescentes control.

En la Figura 16. Se observan los niveles de la proteina procaspasa 3. Los resultados
muestran que los MFC senescentes presentan un aumento estadisticamente significativo de
procaspasa 3 respecto a los FC control. En los FC tratados con RvD1 100 nM y navitoclax
TuM sin previo tratamiento con TGF-f1 10 ng/mL hay aumento sin ser estadisticamente
significativo en los niveles de procaspasa 3 respecto a los MFC senescentes. En los MFC
senescentes tratados con RvD1 (TGF-B1+ RvD1) y navitoclax (TGF-B1+navitoclax) hay

disminucion estadisticamente significativa respecto a los MFC senescentes no tratados.
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Figura 16. Efecto de RvD1 y navitoclax sobre perfil de la proteina procaspasa 3 en MFC senescentes de rata
neonata inducidos por TGF-B1. Fibroblastos cardiacos de rata neonata con 1% SFB en dos condiciones
distintas, estas son: FC con previo tratamiento con TGF-B1 10 ng/mL durante 96 h y FC sin tratamiento alguno.
Tratamiento con RvD1 100 nM y navitoclax 1uM. Se utilizé6 como control de carga B-tubulina. Expresado como
veces sobre el control. N=3. *p<0,05 vs control (TGF-B1), **p<0,01 vs TGF-p1.

6.7 Efecto del Navitoclax y Resolvina D1 en miofibroblastos cardiacos sobre los niveles
de a-SMA.

En la Figura 17. Se observan los niveles de la proteina a-SMA. Los resultados
muestran que los MFC senescentes presentan un aumento estadisticamente significativo de
a-SMA respecto al control. Mientras que en los MFC senescentes tratados con RvD1
100nM/mL (TGF-B1+RvD1) y navitoclax 1uM/ mL (TGF-B1+navitoclax) hay una leve

disminucion de a-SMA respecto a los MFC no tratados que no alcanza a ser significativa.
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Figura 17. Efecto de Resolvina D1 y Navitoclax sobre perfil de a-MSA en MFCS de rata neonata inducidos
por TGF-B1. Fibroblastos cardiacos de rata neonata con 1% SFB en previo tratamiento con TGF-1 durante 96
h mas condicién control sin estimulo alguno. Tratamiento con RvD1 100 nM y navitoclax TuM. Perfil de a-SMA.
Se utilizé como control de carga B-tubulina. Expresado como veces sobre el control. N=3. *p<0,05 vs control.
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7.- Discusion

Los principales resultados del presente trabajo mostraron que las células senescentes
disminuyeron al tratar los MFC senescentes con RvD1 y Navitoclax por un mecanismo
asociado a apoptosis. A su vez, TGF-B1 indujo la diferenciacion de FC a MFC, y de manera
paralela indujo senescencia de los MFC. Esta senescencia se caracterizé por un aumento de

la actividad SA-B-gal, p21 y en la disminucién de pRb

7.1 Senescencia inducida por TGF-B1

Cuando las células se ven privadas de los factores de crecimiento presentes en el
suero, dejan de proliferar entrando en un estado reversible conocido como quiescencia. Por
el contrario, las células experimentan senescencia cuando a pesar de verse expuestas a
estimulacion con factores de crecimiento (factores mitogénicos), no hay proliferacion,
debido a un arresto permanente del ciclo celular [39]. Respecto a los MFC, son pocos los
estudios que han evaluado la senescencia en este tipo celular. Meyer et al, (2016),
describieron la senescencia en tejido de miocardio fibrotico inducida por sobrecarga de
presion adrtica en murinos [18]. De igual forma, Wen-Qun Li et a/, (2019) estudiaron la
senescencia en tejido cardiaco ventricular inducida por hipoxia en ratas, en donde se evalu6
el efecto cardioprotector del neuropéptido CGPR [40]. Sin embargo, los modelos de
experimentacion utilizados son diferentes al del presente trabajo y en ellos se identificé la
presencia de MFC senescentes, aunque no el mecanismo de induccién de la senescencia de

los MFC.
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El TGF-B1 es un reconocido factor de crecimiento que induce la diferenciacion de FC
a MFC, proceso que se logra al cabo de las 96 h [36, 37, 38], Nuestros resultados en FC de
rata adulta cultivados en DMEM-F12 mostraron que TGF-B1 indujo senescencia en el FC, el
cual fue enmascarado por la elevada actividad SA-B-gal encontrada en los FC en
condiciones control. A este respecto, se ha descrito en la literatura que el tiempo de cultivo
y el grado de confluencia en los cultivos origina aumento en la actividad SA-B-gal, dando
lugar a falsos positivos [41]. Es bien conocido que los FC cultivados por largo tiempo en
medio de cultivo pobre de glucosa, aminoacidos y factores de crecimiento presentan
autofagia, la cual se define como un mecanismo de auto degradacién de proteinas y
organelos ante el estrés nutricional [42]. A su vez se ha descrito que la autofagia es un
inductor de senescencia [43]. Esto ultimo se vio reflejado en los altos niveles de SA-B-gal
obtenidos en FC de rata adulta en medio de cultivo DMEM-F12, los cuales oscilaban en un
17% de actividad SA-B-gal en los FC control, lo cual no permite ver el efecto del TGF-1
exdgeno. Estos resultados en su conjunto indicarian que para estudiar senescencia se debe
trabajar en bajo grado de confluencia, por cortos periodos de cultivo y por sobre todo en
presencia de suero para reducir la autofagia. Es por esta razén que se trabajo
posteriormente sobre FC de rata adulta en medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con
1% de SFB. Si bien es cierto, a esta concentracién de SFB no se inhibe la autofagia, la
presencia de una mayor concentracién de suero estimularia la proliferacién, la que va en
contra del efecto que se quiere observar, esto es detencién total del ciclo celular. Los
resultados obtenidos se condicen por lo descrito en el trabajo de Aranguiz., et a/ (2011),
realizado con anterioridad en el laboratorio, en el cual se demostré que en los FC cultivados
en DMEM-F12 con una concentraciéon de SFB menor al 5% se induce la autofagia

evidenciada por la fragmentacion de la proteina LClII y LCII [44]. En los ensayos realizados
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en FC suplementados con 1% SFB los resultados mostraron nuevamente un alto nivel de
actividad SA-B-gal en los FC control. Esto impide evidenciar el efecto que tiene el TGF-B1
exdgeno en los FC, por lo tanto, se piensa que el estrés basal enmascara los estimulos
exogenos utilizados en los FC. La literatura indica la secrecién autocrina de TGF-B1 como
responsable de este estrés basal dado por los largos periodos de cultivo. Datos publicados
de Bolivar et al, (2021), demostraron que los FC secretan basalmente TGF-p1 [45], por lo
tanto, existe la posibilidad de que el TGF-B1 secretado por el mismo FC y actuando de
manera autocrina, seria el responsable de la alta actividad SA-B-gal observada en los
controles. A este respecto, Gilles et al, (2020), demostraron que con el solo hecho de que
los FC estén sobre una superficie rigida hay un aumento de ensamblaje de a-SMA y
secrecion de colagenos dado el estrés mecanico producto de la permanencia en placa, en
donde el punto maximo de estrés se evidencié a los 9 dias en placa [46]. En consideracion
a este antecedente, en nuestras condiciones de trabajo existe un prolongado tiempo en el
que los FC deben permanecer en placa desde que son aislados del corazén, para que
alcancen confluencia necesaria y hasta la recoleccion proteica suman un total aproximado
de 15 dias. En base a lo expuesto por los autores antes mencionados es que se decidio
utilizar el inhibidor SB-431542 (SB). Una vez realizados los ensayos los resultados mostraron
que alas 72 y 96 h hubo una actividad SA-B-gal en los FC control menor a la encontrada en
los FC control cultivados solo en DMEM-F12 y DMEM-F12/SFB 1%. No obstante, el efecto
del TGF-B1 exdgeno disminuyd de forma estadisticamente significativa respecto al control.
Mas aun, cabe destacar que los FC cultivados en presencia del inhibidor del receptor de TGF
tuvieron un menor tamano celular, lo que indica que el bloqueo del TGFBRI, el cual tiene
actividad quinasa en el medio intracelular lleva a una menor autodiferenciacién de FC a

MFC. Por lo tanto, a pesar de los lavados realizados al cultivo celular, éste no fue suficiente
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para desplazar el inhibidor remanente en el citosol. Proponemos que el largo tiempo de
cultivo en presencia del inhibidor disminuy6 el efecto del TGF-B1 mas de lo esperado. En

consecuencia, se desecho este protocolo de trabajo.

A pesar de lograr mejores resultados, como se mencion6 anteriormente, el tiempo
de permanencia de los FC en placa desde que los FC se aislan hasta finalizar los tiempos de
estimulo son aproximadamente 15 dias. Una de las formas para reducir este tiempo de
plaqueo es que se penso en trabajar con FC aislados de rata neonata. Es sabido que los FC
de rata poseen una mayor tasa de proliferacion, y ademas cuentan con una mayor capacidad
de respuesta frente a estimulos exdgenos. Diaz et al., (2003), demostraron que los FC
aislados de rata neonata tuvieron una mayor respuesta al polipéptido IGF-1 que FC aislados
de rata adulta [47]. Al utilizar FC aislados de rata neonata se busca disminuir los tiempos de
permanencia de los FC en placa y como consecuencia reducir el estrés mecanico y el efecto

autocrino del TGF-B1.

Bajo esta nueva condicién de trabajo, es decir, FC de rata neonata en presencia de
1% de SFB se demostré que TGF-B1 induce senescencia, medida por medio de actividad
SA-B-gal. En esta condicidon de trabajo el control muestra 5% de actividad SA-B-gal y un
15% en FC tratados con TGF-B1 10 ng/mL. Cabe mencionar que el tiempo total de plaqueo
bajo de 15 dias a 6 dias. Este modelo celular es 6ptimo para poder evidenciar el impacto

gue tendran los farmacos senoterapéuticos sobre MFC.

7.2 TGF-B1 induce diferenciacién de FC a MFC de ratas neonatas
En nuestro laboratorio se ha ampliamente descrito que TGF-B1 induce la

diferenciaciéon de FC a MFC [38]. Nuestros resultados mostraron que, en FC de rata neonata,
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el TGF-B1 a partir de las 72 h indujo un aumento estadisticamente significativo en la
expresion de a-SMA, asi como también en su ensamblaje en las fibras de estrés. En los
resultados con CV se observa una célula de mayor tamafio (consistente con el proceso de
diferenciacion), y de manera similar a lo observado por inmunocitoquimica de a-SMA,
donde también se observa una célula de mayor tamafo, con mayor expresion de a-SMA, la

que se encuentra ensamblada en las caracteristicas fibras de estrés propias de los MFC.

La utilizacion de cultivos primarios de fibroblastos de ratas neonatas tiene ventajas
experimentales por sobre la fibroblastos de rata adulta, tanto desde el punto de vista de la
extraccion (los de origen neonato son aislados por las enzimas de digestiéon con mayor
facilidad debido a que estas células estan rodeadas por una MEC que presenta menos
rigidez, comparada con las de origen adulto), como en la velocidad de proliferacién (los FC
neonatos posee una mayor tasa de proliferacion que los FC adultos). Ademas, se ha
establecido en la bibliografia, que dependiendo del origen etario de las células (edad del
animal del cual provienen), éstas presentan cambios en su funcionamiento [47]. Los FC
neonatos secretan mayor cantidad de colageno y expresan en forma diferencial distintas
integrinas que los FC adultos. Ademas, se ha observado que los FC adultos tendrian
potenciados sus efectos en la adhesion celular bajo distintos estimulos comparados con los
neonatos. Asimismo, se ha descrito que los FC neonatos tienen mayor expresion de a-SMA
y de integrinas, ademas de presentar mayor capacidad contractil, comparado con FC adultos
[47]. Finalmente, para los fines de esta tesis, los resultados mostraron que la mayor actividad
SA-B-gal se logré en FC neonatos. Trabajos previos del laboratorio han demostrado que la
mejor diferenciacion de FC a MFC se logra con FC de ratas neonatas, puesto que debido al
menor tiempo de proliferacién y de cultivo, se puede trabajar en menores pasajes celulares

respecto de los FC de ratas adultas. Por otro lado, se ve disminuida la diferenciacién
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espontanea de FC a MFC debido a que, aunque estas células secretan TGF-31, el menor
tiempo de cultivo en placa reduce la autodiferenciacion; mientras que en FC de ratas adultas
la autodiferenciacion a MFC de rata adulta, se ve favorecida por largos periodos de tiempo
de incubacién, como se ha demostrado en los FC de ratas adultas [48]. Aun asi, los FC de
ratas adultas se utilizan ampliamente, representando un modelo mas fidedigno desde el
punto de vista de la edad del animal del cual provienen, ya que en la adultez es donde se

presentan principalmente las diversas patologias cardiovasculares.

7.3 RvD1 y Navitoclax inducen apoptosis de MFC senescentes

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con TGF-B1 aumentd los niveles
de expresion de la proteina p21, junto a una hipofosforilacién de pRb. Estos resultados en
su conjunto nos indican que TGF-B1 induce senescencia de los MFC. A nivel celular, varios
autores han descrito los mecanismos y vias transcripcionales de diferentes estresores que
pueden promover la induccién prematura de la senescencia celular. Dado que la
senescencia se ha relacionado fuertemente con la fibrosis, la relacién entre senescencia
inducida por TGF-B1 y el hecho de que TGF-f1 aumente la secrecion de colageno refuerza
mas aun la relacion directa entre senescencia y fibrosis cardiaca. En relacion a ello, se ha
demostrado que TGF-B1 induce senescencia de otros tipos de fibroblastos [35,49]. Se ha
demostrado que en el FC el TGF-B1 induce la senescencia a través de la via p53/p21 junto
con una disminucion en los niveles de proteina klotho [50]. Ademas, los MFC senescentes
secretan niveles mas altos de componentes SASP como IL-6, IL-1B y FGF2 [51]. Por otro
lado, Petrov et al, (2008) demostraron que el TGF-B1 promueve en MFC la detencion del

ciclo celular, que es la principal caracteristica de las células senescentes [9].
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Aunque el TGF-B1 induce la senescencia, se ha informado que las células senescentes
tienen una respuesta atenuada a esta citocina. A este respecto, los FC senescentes inducidos
por palmitato tuvieron una respuesta reducida al tratamiento con TGF-B1, evidenciada por
niveles mas bajos de ARNm de colageno | y lll, MMP-2 y a-SMA, y una menor contraccion
del gel de colageno, lo que indica que su diferenciacién fue inhibida por la senescencia [52].
Por otro lado, en un modelo de senescencia replicativa de FC (fibroblastos auriculares
humanos cultivados hasta el paso 11 (P11)), Gao et al., (2022), mostraron una mayor
expresion de marcadores senescentes como p53, p21 y tincidon de SA-B-gal en paralelo con
un aumento en marcadores fibréticos, estos fueron: colageno | y Ill, MMP-2 y MMP-9 [53].
En este modelo, los niveles de TGF-B1 se mantienen en el tiempo, lo que confirma que la
fibrosis se debe principalmente a un desequilibrio entre las vias de sintesis y de degradacion
de la MEC [54]. Lo relevante de estos resultados es que la senescencia tiene una correlacion
positiva con la fibrosis. Estos antecedentes nos permiten plantear la hipotesis de que la
senescencia inducida por TGF-B1, asi como la disminucion de la respuesta a ella en las
células senescentes, podria ser un mecanismo de autorregulacion para prevenir una
sefalizacion pro-fibrotica excesiva en un escenario de dafio agudo. Sin embargo, la
acumulacion de células senescentes y su fenotipo secretor podrian promover la inflamacion

y la remodelacion de tejidos a largo plazo.

En relacion con los efectos de RvD1 y de navitoclax, nuestros resultados mostraron
que RvD1 y navitoclax disminuyen la senescencia de los MFC senescentes, evidenciada por
una disminucion de la actividad SA-B-gal y disminucion de los niveles de p21 y una
disminucion en los niveles de la proteina pRb. En relacidon a las resolvinas, en la literatura
se ha demostrado que RvE1 previene la senescencia inducia por doxorrubicina y por IL-1

[55]. Aunque en estos ensayos no se utilizd RvE1 frente a FC senescentes, si no que se
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estimulé con RvET antes de inducir la senescencia, por lo tanto, no podemos hablar de
disminucion de la senescencia, sino mas bien de prevencién de la senescencia y en este caso
se habla de FC y no de MFC. También se ha demostrado que RvD1 disminuye la senescencia

de fibroblastos de piel inducida por H>O; [56].

Con respecto a navitoclax, en la literatura se ha descrito que navitoclax disminuye el
nimero de FC senescentes con actividad SA-B-gal positivas inducidas por Ang Il [57].
También se ha descrito en un modelo de reseccion cardiaca en corazones de ratas neonatas
que navitoclax disminuye el nimero de FC senescentes a induce la proliferacién de FC no-
senescentes, favoreciendo la reparacion tisular [58]. Sin embargo, hasta la fecha no hay
estudios acerca de navitoclax o RvD1 en MFC, por lo que ha nuestro conocimiento este es
el primer trabajo en el que se demuestra la disminucién del nimero de células senescentes

como efecto de RvD1 y Navitoclax sobre MFC.

Con respecto al mecanismo de accion por el cual Navitoclax y RvD1 muestran sus
efectos en MFC, los resultados mostraron que TGF-f1 aumentd las proteinas
antiapoptodticas Bcl-xL y disminuyd la expresion de Bax. La razén Bax/Bcl-xL muestra con
mayor énfasis el efecto antiapoptético de TGF-B1 al inducir senescencia de los MFC, lo que
quedd evidenciado por los altos niveles de la proteina procaspasa 3, indicando con ello que
los MFC senescentes son resistentes a la apoptosis. No obstante, tanto RvD1 como
Navitoclax revirtieron los efectos de TGF-f1, reduciendo los niveles de Bcl-XL, aumentando
los niveles de Bax y reduciendo los cambios observados en la razén Bax/Bcl-xL. Estos
resultados en su conjunto destacan el efecto proapoptotico de navitoclax, un hecho ya
ampliamente descrito en la literatura [57,59]. Sin embargo, la verificacién de la apoptosis

debe ser corroborada a través de otro método, por ejemplo: citometria de flujo evaluando
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la incorporacion de ioduro de propidio y la localizacion de anexina v. Finalmente cabe

destacar que esta es la primera vez que se describe un efecto proapoptético para la RvD1.

En relacién a los efectos del navitoclax y RvD1sobre el perfil de a-SMA, los resultados
mostraron que hubo aumento de a-SMA en los MFC senescentes en comparacion al control,
validando el efecto profibrotico del TGF-B1. En la literatura se ha visto que el navitoclax
induce una selectiva apoptosis en fibroblastos asociados a cancer [60]. Este resultado se
condice con los resultados hallados en el presente trabajo. Cabe mencionar que en el
trabajo mencionado se utilizaron fibroblastos hepaticos humanos en distintas condiciones

de experimentacion.

En relacion con efecto de la RvD1 y navitoclax sobre la expresion de a-SMA en MFC,
a nuestro conocimiento no hay antecedentes previos publicados a este respecto. Estos
resultados sugeririan que la RvD1 y navitoclax no tienen efecto en la expresion de esta
proteina. Sin embargo, debido al efecto apoptético nosotros debiéramos esperar una
disminucion de los niveles de expresién debido a la apoptosis selectiva de los MFC. Sin
embargo, es bien conocido que la senescencia no es irreversible, es decir, cuando una célula
llega a ser senescente no puede volver a ser no senescente. En este sentido, creemos que
la gran mayoria de los MFC tienen una detencion permanente del ciclo celular y en
consecuencia son senescentes, aunque a esta temporalidad sélo un bajo nimero de ellas
tiene actividad SA-B-gal positiva. Un analisis mas profundo de este estudio deberia
realizarse para clarificar este punto. Por otro lado, Zeng et al., (2022) demostraron que la
RvD1, en un modelo de fibrosis intestinal inducida con lauril-sulfato de sodio, disminuyd

deposicién de MEC y a-SMA, indicando con ello un efecto antifibrético [61].
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8.- Conclusiones

e Navitoclax y RvD1, disminuyeron el nUmero de MFC senescentes por un mecanismo
asociado a apoptosis, evidenciado por aumento de los niveles de Bax y disminucion
de los niveles de Bcl-XL y disminucion de procaspasa 3

e TGF-B1 indujo senescencia de los MFC evidenciado por aumento en la actividad de
SA-B-gal, aumento en la expresién de p21 y disminucion de la pRb hipofosforilada

e TGF-B1 indujo la diferenciacién de FC a MFC caracterizado por un aumento en el

tamafio celular, la expresién de a-SMA y el ensamblaje en las fibras de estrés.

9.- Limitaciones

e Haber realizado mas ensayos (repeticiones), para tener resultados mas consistentes
(en aquellos casos en que los resultados estuvieron en el limite de lo significativo)
e Haber complementado los resultados obtenidos con otros tipos de ensayos, p.ej.
SASP, colocalizacién de a-SMA con proteinas senescentes (p21, p53).
e Analizar el efecto de RvD1 y navitoclax sobre la secrecion de proteinas de la MEC.
Haber evaluado apoptosis con citometria de flujo evaluando la incorporacién de

ioduro de propidio y la localizacién de anexina V.
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