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1. RESUMEN

Fn el mosculo esquelético, la activacion de los progenitores musculares
(mioblastos) en los procesos de regeneracion y en varias patologias esta relacionada con
la organizacién de la MEC, siendo un requerimiento para que el proceso de miogénesis
ocurra de manera adecuada. Una gran cantidad de receptores permiten que la célula
integre la informacién proveniente del microambiente en sefiales intracelulares. Dentro
de los receptores ubicados en la superficie celular, las integrinas son una familia de
proteinas que abarcan una buena proporcidn de moléculas que ayudan a reconocer y
ensamblar la MEC. Estas conectan las sefiales extracelulares en intracelulares por medio
del citoesqueleto de actina. Dentro de las moléculas que modulan esta integracion se
encuentra la quinasa de adhesion focal (FAK), la cual es una tirosina guinasa que
funciona como andamio en la formacién de las fibras de actina y como transductor de las
sefiales provenientes de las integrinas.

Una acumulacién excesiva de componentes de MEC, conocida como fibrosis, es
un estado patologico comun de diversas enfermedades crénicas, como las distrofias
musculares, que afectan el funcionamiento del musculo. Dentro de los factores
involucrados, se encuentra el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF/CCN2),
el cual est sobre-expresado en misculos que presentan esta patologia, induciendo dafio
y pérdida de fuerza muscular. Diversos estudios han mostrado que este factor pro-

fibrotico es regulado por la dindmica del citoesqueleto de actina, la cual se enCLrlentra

estrechamente ligada con el medio extracelular.
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En este Seminario de Titulo se investigd la participacion de la interaccion célula
— MEC mediada por integrinas en la regulaciéon de la expresion de CTGF. Para lograr
este objetivo se inhibio esta interaccidn por medio del péptido RGDS y por un inhibidor
de la fosforilacién de FAK. Ademds, para analizar el factor CTGF, se utilizo el
fosfolipido LPA, el cual ha sido descrito como un inductor de la expresion de CTGF.
Por medio de andlisis de RT-PCR cuantitativo y de western blot, se observé una
reduccién importante tanto a nivel transcripcional como traduccional de CTGF en
presencia de estos tratamientos. Més atn, al utilizar TGF-B1, uno de los factores mas
involucrados en fibrosis, como inductor de CTGF, la misma reduccion en su
transcripcién fue observada en presencia del péptido RGDS, sin afectar la via de
sefializacién Smad-dependiente. Dado que la dindmica de actina ha sido relacionada con
la expresion de CTGF, se analizd la formacién de fibras de actina observandose una
disminucion en la cantidad de éstas en respuesta a RGDS, pero un aumento en la
presencia del inhibidor de FAK.

Estos resultados nos sugieren la importancia de una adecuada interaccion célula
— MEC para la regulacién de la expresion de CTGF. Interesantemente, la formacién de
fibras de actina varia en ambos casos de inhibicion, ain cuando el efecto en la expresién
del factor pro-fibrético es el mismo. Estos resultados nos sugieren otro participante en la
regulacién de CTGF. Ademds, en un contexto fibrético, dado que la MEC aumenta en
cantidad y varia en calidad respecto a la de un musculo sano, estudios de coémo ésta

afecta la  expresion de CTGF requieren ser llevados a lcabo.



IL. INTRODUCCION
1. El microambiente tisular: la matriz extracelular

Fl microambiente tisular esta definido principalmente por la matriz extracelular
(MEC), que es un componente esencial que influye directamente en el comportamiento
celular (Watt y Huck, 2013). La MEC provee de un sostén estructural para que las
células se unan y el 6rgano se desarrolle (Byron y col., 2013). Ademds, su composicion
y organizacién es Unica para cada tipo de tejido, siendo formada por un proceso
dindmico entre diversos componentes celulares (Frantz y col., 2010).

En el contexto del musculo esquelético, la MEC es una estructura con una alta
complejidad geométrica, que afecta el funcionamiento celular, el reservorio de
progenitores musculares (Bentzinger y col., 2013) y la transmision de la fuerza (Purslow
y Trotter, 1994).

La MEC muscular esta formada por diversas moléculas y proteinas. El mayor
componente es coldgeno, el cual comprende cerca del 10% del peso seco total (Gillies y
Lieber, 2011). Diversos tipos de coldgeno son expresados en el miisculo esquelético,
pero los tipos fibrilares I y III predominan (Light y Champion, 1984). No obstante, la
lamina basal muscular esta formada principalmente por coldgeno tipo IV (Sanes, 1982).

Los proteoglicanos (PGs) se encuentran ampliamente en el tejido conectivo. En
la lamina basal se puede encontrar PGs de heparén sulfato (PGHSs), los cualesj unen
factores de crecimiento (ver revision (Brandan y Gutierrez, 2013)) y ayudan a la ;unién

de la 14mina basal a glicoproteinas (Eklund y col., 2001). Los PGs mds abundantes son




los de condroitin sulfato / dermatén sulfato (PG — CS/DS), como decorina y biglicano,
los cuales se unen a colageno I (Andrade y Brandan, 1991, Svensson y col., 1995).

El fltimo grupo de moléculas que componen la MEC muscular son las
glicoprotefnas, como laminina y fibronectina. Estas protefnas sirven de puente entre el
coldgeno IV, que se encuentra en la lamina basal, y el sarcolema (membrana de la fibra
muscular). Laminina se une al sarcolema a fravés de integrinas y B-distroglicano (von
der Mark y col., 1991, Ervasti y Campbell, 1993), y puede unirse directamente a
coldgeno TV o mediante la accién de fibronectina (Rao y col., 1935). Esta tltima,
también se une al sarcolema a través de integrinas (Wu y col., 1995). Colageno IV en

conjunto con estas glicoproteinas forman la estructura basica de la 1dmina basal.
2. La matriz extracelular en la regeneracion muscular

El musculo esquelético adulto es un tejido dindmico que puede remodelarse,
repararse y regenerarse (Ceafalan y col., 2014). Ademis de la ya descrita MEC, el
musculo esquelético adulto esta compuesto por diversos grupos celulares. El principal
grupo son las fibras musculares, o miotubos, que permiten la contraccion muscular.
Estas fibras se encuentran rodeados de células mononucleadas denominadas células
satélite, que se encueniran bajo la ldmina basal, sobre el sarcolema, y constituyen la
mayor poblacion de progenitores musculares (Mauro, 1961), |

Las células satélites, en el misculo esquelético adulto, se encuentran en un c%:stado

quiescente, y son constantemente reclutadas para la mantencién o regeneracion del



drgano (Schultz y col,, 1978, Zammit, 2008). Estos progenitores musculares llevan a
cabo una divisién asimétrica que permite la auto-mantencién y la proliferacion de
células comprometidas que, una vez activadas (denominadas mioblastos), se
diferenciardn y fusionardn formando miotubos (Bentzinger y col., 2012).

Se ha demostrado que la MEC cumple un rol esencial en la diferenciacion del
miisculo esquelético adulio. Las interacciones entre las moléculas presentes en la MEC
cambian durante Ia diferenciacién del misculo, ya que los patrones de expresién de los
componentes involucrados varian. Se ha descrito que las células satélites, durante la
regeneracion, remodelan su nicho de forma transitoria con la glicoproteina fibronectina,
modulando la expansién de este grupo de progenitores musculares (Bentzinger y col.,
2013).

En nuestro laboratorio se investigd la participacién de la MEC en el proceso de
regeneracion muscular, y se describié la importancia de ésta para la diferenciacion
terminal de células musculares (Melo y col., 1996). La presencia de la MEC es esencial
para que el proceso de miogénesis ocurra (Hauschka y Konigsberg, 1966), y ésta debe
estar organizada (Melo y col., 1996, Osses y Brandan, 2002), es decir, la disposicion
aleatoria de los componentes no es suficiente para que las células se diferencien. No
obstante, en presencia de una MEC desorganizada, donde no se reportd formacion de
miotubos al inducir la diferenciacion, los mioblastos presentaban uma localizacion y
expresién normal de factores como MyoD) y miogenina, los cuales son regu1§dores
transoripcionales que determinan el compromiso de las células con el linaje musciular y
la sintesis de productos muisculo — especificos, respectivamente (Osscs y Brandan,

2002). Ademds, al interrumpir la interaccién célula — MEC mediada por integrinas,



también se inhibid la diferenciacién muscular, por lo que se sugirié que el requerimiento
de una MEC organizada se debe a la necesidad de que los mioblastos posean sitios de
unidn a la MEC a través de integrinas, para que el proceso de regeneracion ocurra de

manera correcta (Osses y Brandan, 2002).
3. Interaccion célula — matriz extracelular: integrinas

Con muy pocas excepciones, las células en los organismos multicelulares se
encueniran rodeadas de MEC, y ésta es reconocida por diversos receptores que se ubican
en la superficie de la membrana celular, integrando la informacién proveniente del
microambiente extracelular en sefiales intracelulares, La mayor proporcién de receptores
de la superficie celular que reconocen y ensamblan la MEC pertenecen a la familia de
las integrinas (Wickstrom y col., 2011).

Las integrinas son proteinas heterodiméricas comprendidas por una subunidad
oy una B. Se conocen 18 subunidades o y 8 f, las cuales se pueden ensamblar en 24
receptores descritos, que tienen distribuciones tejido — especificas y propiedades de
unién diferentes (Campbell y Humphries, 2011). Las interacciones integrina — ligando
pueden ser divididas en cuatro grandes clases (Humphries y col., 2006), siendo una de
las mds caracterizadas las integrinas que se unen al motivo RGD, un tripéptido de
arginina — glicina — 4cido aspdrtico. Este grupo esta conformado por las cinco inte:grinas

aV y las integrinas a5p1, a8fl y allbP3, y corresponden a uno de las claseé mas




promiscuas de esta familia de receptores, uniéndose a diversos componentes de la MEC,
como fibronectina, fibrindgeno, vitronectina, entre otros (Humphries y col., 2006).

Para que la interaccion de las integrinas con sus ligandos tenga un efecto en la
funcién celular, el evento de unién debe poder regular la transduccion de sefiales. La
sefializacién via integrinas se conecta, en la mayoria de los casos, con el citoesqueleto de
actina (Mitra y col., 2005, Wickstrom y col., 2011) en zonas [lamadas contactos focales.
Estos son sitios de adhesiéon celular donde existe una alta densidad de integrinas,
produciéndose una conexi6én del medio extracelular con el intracelular. El principal
modulador de esta unién y via de sefializacion es la quinasa de adhesion focal (FAK, por
sus siglas en inglés) (Tomakidi y col., 2014).

FAK es una tirosina quinasa que actia como un modulador de la sefializacién
proveniente de las integrinas y como un proteina andamio en la formacion de las fibras
de estrés de actina en respuesta a estimulos provenientes del medio extracelular. La
asociacién de FAK con las integrinas ocurre de manera indirecta por medio de dos
proteinas, talina y paxilina (Mitra y col., 2005). Posterior a esta asociacion, ocuire el
reclutamiento de una serie de factores que contribuyen a la formacion de las fibras de
actina, permitiendo los cambios mecénicos necesarios para que la célula responda a los
estimulos exteriores. Sin embargo, la respuesta a los estimulos provenientes de la MEC
no solo puede involucrar el movimiento celular, si no también Ia proliferacién, apoptosis
o diferenciacion (Tomakidi y col., 2014).

I
La activaciéon de FAK ocurre mediante la fosforilacién de mmitiples residuos de

tirosina, siendo el mds importante y estudiado, la auto-fosforilacion del residuo de




tirosina 397 (Tyr397 o Y397) (Mitra y col., 2005), el cual esta directamente relacionado
con la formacion de los contactos focales (Tomakidi y col., 2014).

En el contexto del misculo esquelético, los estudios realizados en nuestro
laboratorio mostraron que la diferenciacién de mioblastos se inhibié cuando la
interaccion célula — MEC mediada por integrinas fue interrumpida. Esto se llevé a cabo
utilizando el péptido RGDS, el cual es anélogo al motivo RGD (Osses y Brandan, 2002).
Dentro del mismo estudio, se observd que al producir una desorganizacion de la MEC,
la fosforilacion de FAK en Y397 disminuyo, sugiriendo que la ausencia de una MEC
estructurada produce una inhibicién en la sefializacidn de integrinas a través de FAK,
impidiendo la diferenciacién de los progenitores musculares (Osses y Brandan, 2002).
Ademas, se ha demostrado que la diferenciacién de mioblatos en miotubos es
dependiente de una temprana reduccion transitoria y un sostenido aumento tardio en la
fosforilacién de FAK en Y397 (Clemente y col., 2005), v que la activacion de FAK
regula la expresién de genes, como B1D integrina y caveolina 3, involucrados en la
fusién de los mioblastos (Quach y col., 2009), proceso esencial en la formacién de

miotubos.

4. Fibrosis muscular

La fibrosis corresponde a un estado patoldgico comin de diversas enfermedades

cronicas. Esta es definida como una acumulacioén excesiva de componentes de 1la MEC,

como colageno y fibronectina, dentro y alrededor del tejido inflamado y/o dafiado,




conllevando a un cicatrizacién permanente, fallas en érganos e incluso la muerte (Wynn
y Ramalingam, 2012). La acumulacién de MEC puede ser una consecuencia de dos
procesos: un aumento en fa expresion y deposicion de proteinas de tejido conectivo y/o
una disminucién en la degradacion de proteinas pertenecientes a esta matriz (Wynn,
2008, Cabello-Verrugio y col., 2011).

En el muisculo esquelético, la fibrosis esta comunmente asociada a una serie de
enfermedades crénicas que a largo plazo conllevan a fallas en el funcionamiento del
6rgano (Licber y Ward, 2013). Dentro de estas enfermedades se encuentiran las
distrofias, las cuales son una serie de patologias genéticas que estén ligadas con una gran
perdida de la funcién muscular, afectando el movimiento, postura y conllevando a fallas
cardiacas y respiratorias, siendo generalmente letales para el paciente (McNally y Pytel,
2007).

Un ejemplo de estas patologias es la distrofia muscular de Duchenne (DMD), que
corresponde al trastorno ligado al cromosoma X mas comin (McNally y Pytel, 2007).
Es producida por una mutacién en el gen de la distrofina, una proteina que se localiza en
la cara citoplasmatica del sarcolema, y que es parte del complejo distrofina —
glicoproteina, ¢l cual estabiliza las fibras musculares frente a los movimientos tipicos de
este 6rgano. En su ausencia, las fibras sufren constante dafio producido por las
confracciones musculares, conllevando a ciclos de necrosis y reparacion hasta que la
masa muscular es reemplazada por tejido fibrotico, es decir, una acumulacién excesiva
de MEC (Kharraz y col., 2014).

Por otro lado, un amplio nimero de enfermedades han sido englobadas en las

denominadas distrofias musculares congénitas. Los genes mutados en estas distrofias




son enzimas encargadas de la glicosilacién de a-distroglicano o proteinas que participan
directamente en la interaccion célula — MEC, como laminina o2 y la integrina o7f1.
Estas mutaciones producen una alteracion en la unién de la celula con su entorno,
conllevando al desarrollo de un fenotipo fibrético y fallas propias de este tipo de

patologias (Davies y Nowak, 2006, McNally y Pytel, 2007).

4,1 Factores pro-fibroticos

4.1.1 Factor de Crecimiento Transformante Tipo Beta (TGF-f)

TGF-p es uno de los factores pro-ﬁbréticos mas potentes. Este estd altamente
expresado durante la regeneracién del misculo luego de ser dafiado y también en
aquellos que presentan fibrosis (Kharraz y col., 2014). Este factor estimula la deposicion
de componentes de la MEC y disminuye la degradacion de ésta (Leask y Abraham,
2004, Kharraz y col, 2014). Los efectos pro-fibréticos de TGF-§ son mediados
principalmente por la via de sefializacién candnica dependiente de la familia de
proteinas Smad (Leask y Abraham, 2004). Sin embargo, existen diversos mecanismos
alternativos por los cuales se ha descrito un efecto pro-fibrético de TGF-f (Kharraz y

col., 2014).

4.1.2 Acido Lisofosfatidico (LPA)

LPA es un lipido bioactivo presente en el suero, el cual actiia sobre diversos

procesos inter- como intra-celulares, como la proliferacién, migracioén, formacion de




fibras de estrés, entre otros (Moolenaar y col., 2004, Okudaira y col, 2010). La
sefializacion de LPA puede ocurrir a través de seis diversos receptores acoplados a
proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés), los cuales son especificos para este
fosfolipido (LPA;.¢) (Okudaira y col., 2010).

Se ha descrito que LPA tiene un efecto pro-fibrético en diversos tejidos.
Especificamente, se ha establecido que los niveles de LPA aumentan durante la fibrosis
pulmonar idiopatica, reclutando a fibroblastos por medio de su receptor LPA, (Tager y
col., 2008) y, a través de este mismo receptor, se demostrod un efecto pro-fibrético de
LPA en fibrosis renal (Pradere y col., 2007). Por otro lado, se ha descrito que LPA, por
medio de su receptor LPA,, transactiva TGF-f, el cual promueve la expresion de
factores pro-fibréticos (Geng y col., 2012).

En el contexto del musculo esquelético, existe evidencia de que los progenitores
musculares expresan por lo menos tres receptores de LPA (LPA;24) (Jean-Baptiste y
col., 2005). En nuesiro laboratorio, se ha mostrado que los mioblastos responden a LPA
induciendo la expresion del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF / CCN2),
un importante factor pro-fibrético (Vial y col., 2008, Cabello-Verrugio y col.,, 2011), y -
que esta induccidn puede ocurrir mediante dos mecanismos: uno dependiente de la via
de sefializacion de TGF-f y ofro que requeriria de la activacion de la via de sefializacion

INK (Cabello-Verrugio y col., 2011).
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4.1.3 Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF)

El factor de crecimiento de tejido conectivo es una proteina matricelular de 38
kDa, modular y rica en cistefna, que ha sido descrita como un potente factor pro-
fibrotico (Leask y Abraham, 2006, Morales y col.,, 2011). Si bien no se conoce un
receptor para CTGF, esta proteina modula diversos procesos celulares como la adhesion,
migracién, proliferacidn, desarrollo 6seo, enire otros (Leask y Abraham, 2006).

Las proteinas de la familia CCN no tienen, necesariamente, una funcidn
especifica, si no que sus efectos fisiologicos dependerian de la molécula con la que
interacttian (Leask y Abraham, 2006). En este contexto, se ha demostrado que CTGF
sinergiza con TGF-f para inducir fibrosis (Mori y col., 1999, Holmes y col., 2001,
Wang y col., 2011), y que, en conjunto con el factor de crecimiento epidérmico o
insulina, induce la diferenciacién de miofibroblastos y la deposicion de coldgeno (Leask
y Abre.tham, 2006). En contraposicion, la unién con el PG decorina actuaria como un
regulador negativo de la actividad de CTGF (Vial y col., 2011).

CTGF puede ser inducido por TGF-f (Igarashi y col, 1993, Holmes y col,
2001), v en un o6rgano fibrtico, CTGF esta sobre-expresado, reproduciendo y
amplificando los efectos pro-fibroticos de TGF-f (Leask y Abraham, 2006, Kharraz y
col., 2014), funcionando como un cofactor esencial de la actividad de éste. En nuestro
laboratorio se ha investigado el rol de CTGF en la fibrosis muscular. Los progenitores
musculares y las fibras musculares expresan este factor pro-fibrotico en respuesta a

TGF-§ y LPA (Vial y col,, 2008, Cabello-Verrugio y col., 2011), induciendo la

expresién de componentes de la MEC, como fibronectina, ¢ inhibiendo la expresion de
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marcadores de diferenciacion como desmina, MyoD y miogenina (Vial y col., 2008).
Por otro lado, en un modelo de ratén sano (wild type), la sobre-expresién exdgena de
CTGF en musculo, conlleva a la induccién de dafio en el 6rgano, deposicion excesiva de
componentes de MEC y una reduccion en la fuerza muscular, siendo semejante a lo
observado y descrito en un musculo fibrético (Morales y col., 2011). Finalmente, en un
modelo de DMD en ratén (mdx), en donde CTGF estd aumentado, la reduccion de la
expresion de CTGF frena la progresion del fenotipo distréfico, aumentando la fuerza
muscular y disminuyendo el dafio en el tejido y la deposicidén de elementos de MEC
{Morales y col., 2013).

Llamativamente la expresion de CTGF es sensible a los cambios en la dindmica
del citoesqueleto de actina, Se ha observado que un aumento en la polimerizacién de
este microfilamento, que conlleva a un aumento en la concentracién de actina F y una
disminucion en la de actina G, activa factores de transcripcidn que inducen la expresion
de CTGF (Ott y col., 2003, Muechlich y col.,, 2007). Por otro lado, al inhibir la
polimerizacién de los microtiibulos, la expresiéon de CTGF aumenta, sin embargo, este
efecto se deberia a una mayor polimerizacién de actina, actuando como un efecto
compensatorio (Ott y col., 2003). Finalmente, la expresion de CTGF, como se menciond
anteriormente, puede ser inducida por TGF-f. Esto se debe a la presencia de elementos
en las zonas promotoras y regiones UTR que responden a este factor pro-fibrético, como
sitios de unién de Smad (SBE, Smad binding element), los cuales involum;an la
participacién del factor de transcripcion Smad 3 (Holmes y col., 2001, Cordova )1/ col.,

2015).
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Siendo de vital importancia la MEC y su estrecha relacién con el citoesqueleto
para el correcto fancionamiento del musculo, en un contexto fibrético, los cambios en la
composicién y estructura de la MEC, y en la interaccion de ésta con la célula, podrian
estar afectando la regulacion de factores como CTGF. Nosotros proponemos estudiar el

efecto de la interaccion célula - MEC sobre la expresion de este factor pro-fibrdtico.




I11. HIPOTESIS

13

La interaccién célula — matriz extracelular mediada por integrinas es necesaria

para la expresion de CTGF inducido por el 4cido lisofosfatidico (LPA) en mioblastos.




14

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar si la interaccién Célula — Matriz Extracelular mediada por integrinas

afecta la expresion de CTGF inducido por LPA en mioblastos.

Objetivos especificos

1. BEvaluar la induccién de CTGF por LPA en cultivos in vitro de mioblastos C2C12.

2. Estudiar el efecto del péptido RGDS sobre la induccion de CTGF por LPA en

mioblastos C2C12.

3. Estudiar el efecto de la inhibicién de la fosforilacion FAX sobre la induccién de

CTGF por LPA en mioblastos C2C12.

4. Estudiar el efecto del péptido RGDS sobre la induccién de CTGF por TGF-31 en

mioblastos C2C12.

5. Estudiar el efecto del péptido RGDS y de la inhibicion de FAK sobre la organizacion

del citoesqueleto de actina en mioblastos C2C12.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1. Lineas Celulares

La siguiente linea celular fue obtenida de ATCC, American Type Culture
Collection (VA, USA).

a) C2C12 (ATCC CRL-1772): Subclén derivado de Blau y colaboradores (Blau
y col., 1985), utilizando la linea celular establecida por Yaffe y Saxel a partir de
miusculo esquelético de la extremidad posterior de un ratén C3H silvestre (Yaffe y

Saxel, 1977).

1.2. Material de cultive celular

Los siguientes materiales utilizados en cultivo celular se obtuvieron de Corning
(NY, USA): Placas de 100 mm, placas de 150 mm, placa de 6 pocillos y placa de 24
pocillos.

De Biologix (KS, USA): Tubos conicos de polipropileno de 15 mL y 50 mL, y

rastrillos estériles desechables.

1.3. Anticuerpos y compuestos fluorescentes
Los anticuerpos y compuestos fluorescentes ocupados en el desarrollo

experimental de esta tesis se presentan con detalle en la Tabla 1.
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Tabla 1: Anticuerpos y compuestos fluorescentes utilizados por técnica y
caracteristicas (WB: Western Blot, IFI/TF: Inmunofluorescencia Indirecta o

tincion fluorescente).

Nombre Antigeno/seunea Origen Técnica y dilucién  Proveedor
Anti-CTGF CTGF Cabra WB: 1/500 Sta. Cruz
(Humano) (CA, USA)
Anti-Tubulina Tubulina Ratdn WB: 1/5000 Sigma
(Erizo de Mar) (MO, USA)
Anti-Integrina 1 Integrina 31 Conejo WB: 1/500 Sta. Cruz
(Humano) (CA, USA)
Anti-FAK FAK Conejo WB: 1/1000 Sta. Cruz
(Humano) (CA,USA)
Anti-pFAK Y397  FAK fosforilado Conejo WB: 1/1000 Cell , Signaling
Tirosina 397 (Humano) (MA, USA)
Anti - pSMAD3 SMAD 3 fosforilado Conejo IFI: 1/50 Cell Signaling
Serina 423/425 (MA, USA)
Alexa Fluor 3568 ActinaF - TF: 1/40 Life Technologies
Phalloidin (CA, USA)
Hoescht 33258 DNA - IFI: 1/5000 Sigma
(MO, USA)




17

1.4. Partidores para RT-PCR cl;:}ntitativo
Los partidores para RT-PCR cuantitativo utilizados en el desarrollo experimental
de esta tesis fueron obtenidos de Integrated DNA Technologies, IDT, (IA, USA). Estos
son:
a) cigf: Forward: 5° — CAGGCTGGAGAAGCAGAGTCGT -3’
Reverse: 5° — CTGGTGCAGCCAGAAAGCTCAA -3
b) 18s: Forward: 5° — TGACGGAAGGGCACCACCAG -3’

Reverse: 5° — CACCACCACCCACGGAATCG ~ 3’

2. Reactivos

2.1. Medios de cultivo celular

De Gibco (NY, USA): Medio minimo de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
(DMEM), solucion de tripsina-EDTA 10X, mezcla de antibidticos y antimicGticos
(penicilina, estreptomicina y anfotericina).

De Hyclone (UT, USA): Suero fetal bovino (SFB).

De Sigma (MO, USA): DMSO grado biologia celular.

2.2 Reactivos de biologia molecular

Los siguientes reactivos de grado biologia molecular se obtuvieron de Invitrogen
Life Technologies (CA, USA): RNAsa Out, DNAsa I, 10X Buffer de Reaccion DNAsa
I, 25 mM EDTA, 5X First Strand Bu‘ffer, M-MLV Transcriptasa reversa, Random

Primers y el reactivo para extraccién de RNA TRIzol.
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De Applied Biosystems (CA, USA): Power SYBR Green PCR Master Mix (2X).

De Fermentas (MD, USA): dNTPS Mix 10 mM.

2.3 Reactivos para extraccién de proteinas, electroforesis SDS-PAGE y western
blot.

De Cell Signalling (MA, USA): RIPA Buffer 10X.

De Sigma (MO, USA): Acrilamida, bisacrilamida, persulfato de amonio (PSA),
tetrametiletilendiamina (TEMED), fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF), Rojo
Ponceau S.

De Pierce (IL, USA): Albimina estandar.

De Millipore (MA, USA): Membrana de PVDF.

De Bio-Rad (CA, USA): Estandar de proteina Precision Plus Protein Dual

Color.

2.4. Reactivos generales

De Sigma (MO, USA): B-mercaptoetanol, glicerol, azul de bromofenol, Triton
X-100, Tween 20 y albumina de suero bovino (libre de 4cidos grasos).

De Merck (Darmstadt, Alemania): NaCl y solventes de grado analitico;
isopropanol, etanol, metanol y cloroformo.

De US Biological (MA, USA): Tris base, dodecil sulfato de sodio (SDS) y
glicina,

De Winkler (Santiago, Chile): Albimina de suero de bovino (BSA).



19

De Dako (Glostrup, Dinamarca): Solucidn de montaje para inmunofluorescencia

Fluoromont.

2.5. Sistemas comerciales

De Pierce (IL, USA): Kit de cuantificacién de proteinas Micro BCA Protein
Assay.

De Thermo Fisher Scientific (MA, USA): Sistemas de deteccion de

quimioluminiscencia utilizados para ensayos de western blot: West Dura'y West Femto.

2.6. Proteinas recombinantes, péptidos, lipidos e inhibidores

De Sigma (MO, USA) se obtuvo acido Oleoil-L-a-Lisofosfatidico sal de sodio
(LPA), el péptido RGDS (Arginina - Glicina - Acido Aspértico - Serina) y el inhibidor
de fosforilacién de FAK en tirosina 397 (p-FAK Y397) PF-573228 (PF-228).

De R&D Systems (MN, USA) se obiuvo TGF-B1 en su forma recombinante

humana.
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3. Metodologia
3.1. Cultivo celular

3.1.1. Mantencion de linea celular y siembra de experimentos

La linea celular de mioblastos C2C12 fue mantenida de forma rutinaria en placas
de 100 mm o de 150 mm con medio de cultivo DMEM suplementado con 10% SFB y
1% antibidtico-antimicotico en una estufa de cultivo a 37°C en 8% CO:z y 95% dc-:
humedad (Larrain y col., 1998). Cuando las células alcanzaban una confluencia de 80%
sc expandfan a una nueva placa en una densidad menor.

Para la realizacion de la mayoria de los experimentos las células fueron
sembradas en placas de 6 pocillos a una confluencia aprox. 60% (14.000 cel/cmz). Estas
células eran utilizadas al dia siguiente. Para experimentos que duraban dos dfas, las
células fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una confluencia aprox. 40% (6.000
cel/em?). Para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta las células fueron
sembradas en placas de 24 pocillos sobre un cubreobjetos a las confluencias

correspondientes.

3.1.2. Incubacién con LPA, TGF-f1, péptido RGDS e inhibidor PF-228
Las células sembradas fueron previamente privadas de suero por 3 horas y luego
se les agregd LPA 20 pug/mL, éste fue suspendido en buffer albumina de suero bovino

(libre de 4cidos grasos) (en la Figura 2, las concentraciones utilizadas fueron de 5, 10, 20
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y 40 pg/mL de LPA) o TGF-B1 5 ng/mL por los tiempos indicados. Para los estudios
con el péptido RGDS se realizd una pre-incubacion de 30 minutos y luego una co-
incubacién con el péptido en conjunto con LPA o TGF-B1 por los tiempos indicados. El
péptido RGDS se utilizé en una concentracion de 0,05 mg/mL (en la Figura 4, las
concentraciones utilizadas fueron de 0,025, 0,05, 0,1 y 0,2 mg/mL de RGDS). Para los
estudios con el inhibidor de la fosforilacion de FAK, PF-228, se realizé una pre-
incubacién de 30 minutos y luego una co-incubacion con el inhibidor en conjunto con
LPA. El inhibidor PF-228 se utiliz6 en una concentracion de 3 uM (Slack-Davis y col.,

2007).

3.2. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

La extraccién de RNA a partir de cultivo celular se realizd con el reactivo
comercial TRIzol siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se agregé 500
pL de reactivo TRIzol y se dejé 10 minutos a 4°C. Se colect6 en un tubo y se agregd 100
nL de cloroformo, se mezcld por inversion y el homogenizado se centrifugd a 14.000
rpm por 15 minutos a 4°C. La fase transparente se recolecto a otro tubo y se agregé un
volumen 1:1 de isopropanol y se dejd precipitar el RNA toda la noche. Luego se
centrifugd a 14.000 1pm por 15 minutos a 4°C, se descarté el sobrenadante y al
precipitado se le agregd 250 pL de etanol 70% para después ser centrifugado a 14.000
pm por 15 minutos a 4°C. Este lavado se repitié dos veces. Finalmente se descartd el
sobrenadante y se dejoé secar por 5 minutos para después resuspender el precipitado en

10 — 20 plL de aguna libre de nucleasas. Para determinar la concentracién de RNA
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obtenida se agregd 2 pL de muestra en una placa de micro-volumen Take3 y se
cuantifico en un equipo Synergy H1 utilizando el software GenS (Biotek, VT, USA).

Para la sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizd el siguiente
protocolo: Primero se realiz6 una digestion con DNAsa I, en un volumen final de 10 pL
se agreg6 una concentracion final de 1 X Buffer de Reaccién DNAsa I, 1 U DNAsa [,
100 U RNASa OUT, 2 ug de RNA y se completo con agua libre de nucleasas. La mezcla
se incubd a 37°C por 30 minutos. Se agregd 0,4 mM EDTA y se incubd por 10 minutos a
65°C.

Finalmente para sintetizar el cDNA se llevo a cabo el siguiente protocolo: En un
volumen total de 15 pL se agregd una concentracién final de 1 X First Strand Buffer, 0,5
mM dNTPS, 100 U RNAsa OUT, 100 U M-MLV, 0,6 pg de Random Primers y se
completd con 7,55 pL de agua libre de nucleasas. A esta mezcla se le agregd el total de
volumen wutilizado para la previa digestién con DNAsa 1. Esta nueva mezcla se incub6
por 60 minutos a 37°C y luego se denaturd la enzima a 95°C por 5 minutos. El cDNA

sintetizado se guardé a 4°C hasta su utilizacién (Acuna y col., 2014).

3.3. RT-PCR cuantitativo

El ensayo de RT-PCR cuantitativo se realizé en triplicado en ¢l sistema de
deteccion Eco Real-Time PCR System (Illumina, CA, USA). Para el caso del gen cigf'se
utilizé 1 pL directo de la muestra obtenida en la sintesis de cDNA, y para el gen 18s la
muestra obtenida de cDNA fue diluida 1:25 y se utilizd 3 pL de esta dilucidén. Cada

pocillo para realizar el ensayo tenfa SYBR Green 1 X, Partidor forward y reverse 0,5

M cada uno y los volamenes anteriormente mencionados de ¢cDNA dependiendo del




23

ensayo realizado (ctgf'o 18s), todo en un volumen final de 10 pL completado con agua
libre de nucleasas. El protocolo del programa utilizado consisti6 en: Incubacion de UDG
(50°C / 2 minutos), Activacion de Polimerasa (95°C / 10 minutos), Ciclos de PCR (45
ciclos): Denaturacién (95°C / 15 segundos) e Hibridacion-Extensidn (60°C / 1 minuto),
Curva de Fusion (95°C / 15 segundos — 55°C / 15 segundos — 95°C / 15 segundos). Los

valores de Cq fueron comparados por el método de AACq usando el gen /8s como

referencia.

3.4. Extraccion de proteinas y cuantificacién

Para obtener el extracto de proteinas totales de un cultivo celular, estas fueron
lavadas 3 veces con la solucién buffer PBS 1 X para luego agregar 120 nL de buffer
RIPA (Tris-HC1 50 mM pH 7,4, NP-40 1%, Deoxicolato Na 0,25%, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 2 mM, Na;VOy4 1 mM, NaF 1 mM, Pirofosfato Na 30 mM, PMSF
1 mM). Las células se removieron con un rastrillo y luego fueron sonicadas utilizando
un procesador ultrasénico (Cole Parmer, IL, USA). El extracto se clarificé mediante
centrifugacion a 14.000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue almacenado a -20°C
para su posterior utilizacion.

Para la determinar la concentracién de proteinas se utilizé el ensayo del acido
bicinconinico {Smith y col., 1985) utilizando el kit comercial Micro BCA Protein Assay
(Pierce, IL, USA). La reaccidn se llevé a cabo en una placa de 96 pocillos segin las

instrucciones del proveedor y se midié la DOsgnm en un equipo Synergy HI utilizando

el software GenS (Biotek, VT, USA). Los valores de absorbancia corregidos por los
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blancos respectivos se interpolaron en una curva de calibracion preparada a partir de una

solucidn de alblimina estdndar de concentracion conocida (Acuna y col., 2014).

3.5. Electroforesis SDS-PAGE y western blot

Para realizar la electroforesis SDS-PAGE se utilizé 30 pg de proteina total por
muestra. Estas fueron mezcladas con 1/5 de su volumen de buffer de carga (60 mM Tris-
HCI pH 6,8, 25% glicerol, 2% SDS, 0,7 M B-mercaptoetanol, 0,1% azul de bromofenol).
Los volumenes de todas las muestras fueron igualados con agua destilada y luego fueron
denaturadas a 95°C por 5 minutos. Se realiz6 una electroforesis denaturante en un gel
10% de poliacrilamida 0,1% dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en buffer de corrida
(25 mM Tris-HC1 pH 8,3, 192 mM glicina, 0,1% p/v SDS) a 95 V por 2 horas. Luego las
muestras de proteina fueron transferidas a una membrana de PVDF (Millipore, MA,
USA) en buffer de transferencia (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glicina, 20% v/v
metanol) a 300 mA por 2 horas. Después de la transferencia la membrana fue lavada con
agua destilada y luego bloqueada con metanol, se secé y se guardd hasta su posterior
uso.

Para realizar el ensayo de western blot se siguidé el siguiente protocolo: Las
membranas fueron bloqueadas por 30 minutos en buffer Blotto (50 mM Tris-HCl pH
7.7, 150 mM NaCl, Tween 20 0,1%) - 5% leche a temperatura ambiente. Luego las
membranas fueron incubadas con los distintos anticuerpos en Blotto - 5% leche por toda

la noche a 4°C. Al dia siguiente, la membrana se lavé 3 veces con la solucidén de blogueo

por 5 minutos y luego se incubd con el anticuerpo secundario contra la IgG respectiva
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del primario en Blotto - 5% leche por 1 hora a temperatura ambiente (Acuna y col.,
2014),

La unién del complejo anticuerpo primario/anticuerpo secundario a las muestras
proteicas se visualiz6 mediante un sistema de deteccién de quimioluminiscencia
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) y se detectd a través del equipo Chemidoc (UVP,
CA, USA). Las sefiales proteicas detectadas en los ensayos western blot fueron
cuantificadas mediante el software ImageJ version 1.46r (NIH, USA). Los niveles de las
proteinas analizadas fueron normalizadas respecto a los niveles de los controles de carga

de cada muestra.

3.6. Inmunofluorescencia indirecta y tincién fluorescente

Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia indirecta, las células cultivadas
fueron lavadas tres veces con solucién buffer PBS Ca**Mg®* 1 X para luego ser fijadas
por 15 minutos con 500 pL de paraformaldehido 4% por pocillo. Se volvi6 a lavar tres
veces con solucién buffer PBS Ca®* Mg®* 1 X y se permeabilizaron con PBS-Trit6n
X100 0,1% por 2 minutos. Se lavd dos veces con PBS Ca?* Mg?* 1 X y las células
fueron blogueadas por 1 hora con TBS (150 mM NaCl, 50mM Tris-HCI pH 7,5) — 2%
BSA. A continuacién las células se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente (Tabla 1) en solucidén de bloqueo por 1 hora. Se lavé tres veces con
solucién de bloqueo. Como anticuerpo secundario se utilizé un anticuerpo IgG de conejo

conjugado con un fluordforo Alexa 488, el cual se diluyd 1:1.000 en solucién de

bloqueo, Para la tincién nuclear, en conjunto con el anticuerpo secundario, se agrego
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Hoechst 33258 en una concentracién 1:5.000. Las células fueron incubadas por 30
minutos (Acuna y col., 2014).

Para el caso de la tincién de actina-F se utilizo el compuesto fluorescente Alexa
Fluor 568 Phalloidin (Tabla 1). Se agrego la faloidina en una dilucién 1:40 en solucién
de bloqueo en conjunto con Hoechst 33258 (1:5.000) y se incubé por 30 minutos.
(Cabello-Verrugio y col., 2011).

Posterior a las incubaciones respectivas, las células fueron lavadas tres veces con
PBS Ca® Mg? 1 X y los cubreobjetos fueron montados en portaobjetos usando
Fluoromont (Dako, Dinamarca), Las muestras correspondientes a pSMAD3" fueron
observadas en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E600 (Acuna y col.,
2014). Las muestras correspondientes a actina F fueron observadas en un microscopio
confocal espectral Eclipse C2 (Unidad de Microscopia Avanzada, Pontificia Universidad
Catolica de Chile).

Para analizar la cantidad de fibras de actina F se utilizd el software JImage J

version 1.46r (NIH, USA).

3.7. Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferencias entre los promedios de dos grupos
experimentales se evalud usando el andlisis t de student.

Para evaluar la significancia estadistica de las diferencias entre los promedios de
mas de dos grupos experimentales se utilizé el andlisis de varianza de una via (ANOVA

de una via) con una prueba posterior de comparaciones multiples de Dunnett.
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Finalmente, para evaluar la significancia estadistica de las diferencias entre los
promedios de méds de dos grupos experimentales en presencia de dos variables
nominales se utilizé el anélisis de varianza de dos vias (ANOVA de dos vias) con una
prueba posterior de Bonferroni.

Los anilisis estadisticos fueron llevados a cabo en el software Prism 5.0a
(GraphPad). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un valor

de p < 0,05.
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VL. RESULTADOS

1. LPA induce CTGF en cultivos in vitro de mioblastos C2C12

Se ha demostrado que LPA provoca un aumento en CTGF tanto a nivel
transcripcional como traduccional en lineas celulares del endotelio humano (Muehlich y
col., 2004) y fibroblastos renales humanos (Heusinger-Ribeiro y col., 2001). Ademas, se
ha descrito que LPA puede inducir la transcripcion del mRNA de CTGF en mioblastos,
evaluado por northern blot (Vial y col., 2008, Cabello-Verrugio y col., 2011). Sin
embargo, se desconoce si la traduccién de este mRNA estaria ocurriendo de igual
manera.

Como primer paso, se corroboraron los resultados anteriormente descritos. Para
esto, se evaluo el efecto que tiene LPA en la expresion del gen cfgf'en mioblastos C2C12
en el tiempo. Se observo por ensayo de RT-PCR cuantitativo que cigf es rdpidamente
inducido por LPA [20 pg/mL], alcanzando un méiximo de expresién a las 3 horas
(Figura 1).

Por otro lado, se estudié si la induccion de ctgf es dosis dependiente de LPA. Se
incubaron mioblastos C2C12 con diferentes concentraciones de LPA por 3 horas y se
cuantificé la expresion relativa de cfgf por medio de un ensayo de RT-PCR cuantitativo.
Se observé que existe una relacion dosis dependiente de la expresion relativa de czgf por
LPA, aumentando la expresién del gen a medida que aumenta la concentraciéon del

inductor (Figura 2).
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Expresion Relativa de ctgf

0 1 3 6 9 24

Horas de Induccidn

Figura 1: cigf es rdpidamente inducido por LPA en mioblastos C2C12. RT-PCR
cuantitativo fue realizado para ctgf. Se observd que su expresion llega a un méximo a las
3 horas post-induccion. El gen I/8s fue utilizado como gen de referencia. Los valores
corresponden al promedio + desviacion estandar; n=3. *** P <0,0001 en test ANOVA

de una via.
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Figura 2: ctgf es inducido de manera dosis dependiente por LPA en mioblastos
C2C12. RT-PCR cuantitativo fue realizado para ctgfluego de 3 horas post-induccion. Se
observd una dosis dependencia de la induccion de cigf a la concentracién de LPA. El
gen 18s fue utilizado como gen de referencia. Los valores corresponden al promedio =

desviacién estandar; n = 3. *** P <(,0001 en test ANOVA de una via.
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Los efectos anteriormente mencionados fueron también observados en la proteina
CTGF. Los niveles de CTGF aumentan rapidamente en respuesta a LPA [20 pg/mL] en
mioblastos C2C12 evaluado por un ensayo de western blot. Estos niveles de la proteina
se mantiene desde las 3 hasta las 9 horas post-induccién (Figura 3A). Se cuantificé por
densitometria de bandas 3 experimentos independientes, utilizando la proteina tubulina
como estandar de carga, vy se observd que, ain cuando los niveles de CTGF no varian
significativamente entre las 3 y 9 horas, la mayor cantidad de la proteina se registra a las
3 horas post-induccién (Figura 3B), concordando con lo ya observado y descrito para el
mRNA.

Con estos resultados se comprueba que LPA es un fuerte y rdpido inductor de la

expresion de CTGF, tanto a nivel de mRNA como de proteina en mioblastos C2C12.
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Figura 3: CTGF es rapidamente inducido por LPA en mioblastos C2C12. (A)
Niveles de CTGF y Tubulina fueron detectados mediante un ensayo de western blot. Se
observa la rapida induccion de la proteina a las 3 horas post-induccion. Tubulina fue
utilizado como estandar de carga. (B) Los niveles totales de CTGF fueron cuantificados
por densitometria de las bandas de 3 experimentos independientes. Los valores
corresponden al promedio + desviacion estandar; n = 3. *** P < (,0001, ** P < 0,01 en

test ANOVA de una via.
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2. Inhibicién de la interaccion célula - MEC reduce la induccién de CTGF por LPA

en mioblastos C2C12

Se sabe que la expresion de cigf es sensible a perturbaciones del citoesqueleto
(Ott y col., 2003, Samarakoon y col., 2010) y que CTGF interactia con moléculas
presentes en la MEC, como el proteoglicano decorina (Vial y col, 2011) y
proteoglicanos de heparén sulfato (HSPGs) (Gao y Brigstock, 2004). Sin embargo, si la
expresion de este factor pro-fibrético puede ser regulado por eventos externos a la
célula, como cambios en la composicion de la MEC, se desconoce. Una forma de
abordar esta interrogante es inhibiendo la accién de las integrinas, principales
mediadores de las interacciones célula — MEC (Campbell y Humphries, 2011), ya que
cambios en la composicion de la MEC conllevaran a cambios en la interaccion de ésta
con la célula. Para poder interrumpir esta interaccion, se utilizd el péptido RGDS
(Arginina — Glicina — Acido Aspértico — Serina) (Pierschbacher y Ruoslahti, 1984) el
cual es un anilogo a la secuencia RGD, un motivo presente en diversas proteinas de la
MEC (Wang y col.,, 2013), que es critico para la adhesién celular via integrinas
(Wickstrom y col., 2011).

Con este fin, se pre-incubaron mioblastos C2C12 con diferentes concentraciones
de RGDS por 30 minutos y luego se co-incubaron con RGDS -+ LPA [20 pg/mL] por 3
horas. Se cuantifico la expresion relativa de czgf por RT-PCR cuantitativo y se observé
que la induccién de ctgf por LPA fue reducida de manera dosis dependiente llegando

cercano a 0 con 0,2 mg/mL de RGDS (Figura 4). Cerca del 75% de reduccion de la




34

expresién se alcanzé con 0,05 mg/mL de RGDS, por lo que en los préximos
experimentos se utilizd esta concentracion,

Cémo se observd que los niveles de CTGF aumentaban rdpidamente a las 3 horas
y se mantenian hasta las 9 horas, se evalub que estaba pasando con la proteina en estos
tiempos en presencia del péptido RGDS. Las células fueron pre-incubadas 30 minutos
con 0,05 mg/mL de RGDS para luego co-incubarlas con RGDS + LPA [20 pg/mL] por
0, 3, 6 y 9 horas. Por medio de un ensayo de western blot se observé una caida notable
en los niveles de CTGF en presencia de RGDS (Figura 5A). Los niveles de CTGF en 3
experimentos independientes fueron cuantificados, utilizando tubulina como esténdar de
carga. Como se muestra en la Figura 5B, se comprobd que CTGF cae fuertemente por la

accidon de RGDS, llegando cercano a los niveles basales.
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Figura 4: Induccion de ctgf por LPA es reducida de manera dosis dependiente por
péptido RGDS en mioblastos C2C12. Mioblastos fueron pre-incubados con RGDS en
diferentes concentraciones (0,025 mg/mL como minimo) por 30 minutos. Luego se
agregé LPA [20 pg/mL]. RT-PCR cuantitativo fue realizado para czgf luego de 3 horas
post-induccién. Se observd una reduccién dosis dependiente de la expresion de czgf por

la accién de RGDS. El gen /8s fue utilizado como gen de referencia. Los valores

corresponden al promedio + desviacion estandar; n= 2.
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Figura 5: Induccion de CTGF por LPA es reducida en presencia de péptido RGDS

en mioblastos C2C12. Mioblastos fueron pre-incubado con RGDS [0,05 mg/mL] por 30

minutos. Luego se agregd LPA [20 pg/mL] y se incubaron por los tiempos indicados (0,

3, 6 y 9 horas) (A) Niveles de CTGF y Tubulina fueron detectados mediante un ensayo

de western blot. Se observa que la induccion de CTGF por LPA es reducida por la

accion del péptido RGDS. Tubulina fue utilizado como estdndar de carga. (B) Los

niveles totales de CTGF fueron cuantificados por densitometria de las bandas de 3

experimentos independientes. Los valores corresponden al promedio + desviacion

estandar; n=3. ** P < 0,01, * P < 0,05 en test ANOVA de dos vias.




37

Las integrinas son proteinas heterodiméricas compuestas por una subunidad o y
una (. Existen 8 clases de subunidades § (Campbell y Humphries, 2011). Dentro de
estas, la subunidad 81 es la mdas representada en los heterodimeros (Campbell y
Humphries, 2011) y se ha descrito que es inducida por el factor pro-fibrético TGF-1
(Cabello-Verrugio y Brandan, 2007) y CTGF (Vial y col., 2008). Por otro lado, los
estimulos externos que son captados por las integrinas requicren de un mediador
intracelular que module esta sefial. Esta proteina encargada de mediar las sefiales
provenientes de integrinas es la quinasa de adhesion focal (FAK por sus siglas en inglés)
(Mitra y col., 2005). Con estos antecedentes, se analizaron las proteinas integrina pl y
FAK en presencia de los tratamientos con el péptido RGDS.

Utilizando las membranas obtenidas en el experimento anterior (Figura 5), se
evalué qué pasaba con integrina 31 en presencia del péptido RGDS. En la Figura 6A se
muestra que los niveles de integrina 1 caen en el tiempo en presencia de este péptido. A
partir de 3 experimentos independientes se cuantificd los niveles de la integrina, y se
corrobord lo mencionado anteriormente (Figura 6B, izquierda), observando una caida
de mas del 50% de integrina 1 a las 9 horas de incubacion con el péptido RGDS.

Por otro lado, se analizé6 FAK fosforilado en tirosina 397 (p-FAK Y397) en
presencia del péptido RGDS. Los niveles de p-FAK Y397 caen en el tiempo en
presencia del péptido RGDS (Figura 6A). De igual manera, se cuantifico los niveles de
p-FAK Y397 en 3 experimentos independientes, y no se logré establecer una tendencia

tan evidente como la descrita para integrina 1 (Figura 6B, derecha). No obstante, se
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puede observar que a las 9 horas de incubacién con el péptido RGDS, los niveles de
fosforilacion de FAK han caido cerca de un 40%.

Los resultados mostrados nos indican que la interaccion célula — MEC, mediada
por integrinas, estarfa involucrada en el confrol de la expresion del factor pro-fibrotico
CTGF inducido por LPA en mioblastos. Ademds, al utilizar el péptido RGDS se observd

que los niveles de integrina §1 y de la fosforilacion de FAK caen.
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Figura 6: Integrina $1 y p-FAK Y397 disminuyen en presencia de péptido RGDS
en mioblastos C2C12 inducidos con LPA. (A) Niveles de integrina pl, FAK
fosforilado en tirosina 397 (p-FAK Y397), FAK y tubulina fueron detectados mediante
un ensayo de western blot. Se observa que tanto integrina $1 como p-FAK Y397
disminuyen sus niveles al aumentar el tiempo de incubacion con el péptido RGDS.
Tubulina fue utilizado como estandar de carga. (B) Los niveles totales de integrina 31 y
p-FAK Y397 fueron cuantificados por densitometria de las bandas. Los valores
corresponden al promedio + desviacion estandar; n = 3. *** P < 0,0001, * P < 0,05 en

test ANOVA de una via.
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3. Inhibicion de la fosforilacion de FAK reduce Ia induccién de CTGF por LPA en

mioblastos C2C12

Como se describid anteriormente, la quinasa de adhesion focal (FAK) cumple un
importante rol en la transduccién de vias de sefializacion iniciadas en los sitios de
adhesion celular a la MEC mediadas por integrinas (Mitra y col., 2005). Cémo se
observo en la Figura 6, la inhibicion de la interaccidn célula — MEC por medio del
péptido RGDS estaria inhibiendo la fosforilacién de FAK. Es por esto que se preguntd si
la inhibicién en la fosforilacién de FAK tendria un efecto similar en la expresi(:)n del
factor pro-fibrético CTGF.

Para abordar esta pregunta se utiliz6 el inhibidor de la fosforilacion de FAK en
tirosina 397, PF-573228 (PF-228) (Slack-Davis y col., 2007). Mioblastos C2C12 fueron
incubadas por 1 hora con 3 pM del inhibidor. La Figura 7 muestra que el inhibidor de la
fosforilacion de FAK disminuye los niveles de p-FAK Y397 considerablemente. Con
esto se procedio a evaluar que estaba pasando con CTGF en presencia de este inhibidor.

Utilizando el inhibidor PF-228, mioblastos C2C12 fueron pre-incubados por 30
minutos. Luego se co-incubaron con PF-228 + LPA [20 pg/mL]. Al cabo de 3 horas
post-induccidn se cuantificé la expresion relativa de ctgf por ensayos de RT-PCR
cuantitativo (Figura 8). Se observd que la induccién de cigf por LPA es reducida
considerablemente por la inhibicién en la fosforilacion de FAK, cayendo cerca de un
70% en comparacion al control, siendo bastante similar a lo mostrado en la Figura 4 al

utilizar el peptido RGDS.



41

C2C12

PF-228 3 uM
(Inhibidor FAK)

25- | A S | <

55 - e —— Tubulina

Figura 7: PF-228, inhibidor especifico de FAK, inhibe fuertemente la fosforilacién
de FAK en Tirosina 397 (p-FAK Y397) en mioblastos C2C12. Niveles de p-FAK
Y397, FAK y tubulina fueron detectados por ensayo western blot. Se observa que p-
FAK Y397 disminuye considerablemente luego de 1 hora de tratamiento con el

inhibidor PF-228.
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Figura 8: Induccién de czgf por LPA es reducida por inhibiciéon en la fosforilacién
de FAK en tirosina 397 en mioblastos C2C12. Mioblastos fueron pre-incubados con
PF-228 3 pM por 30 minutos. Luego se agregé LPA [20 pg/mL]. RT-PCR cuantitativo
fue realizado para ctgf luego de 3 horas post-induccion. Se observd una reduccion de la
expresion de ctgf por la inhibicién en la fosforilacién de FAK. El gen /8s fue utilizado
como gen de referencia. Los valores corresponden al promedio + desviacién estindar;

n=3.¥*P<(,01.
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A continuacién, se evalud si la proteina también estaria siendo reducida por la
inhibicion de FAK. Mioblastos C2C12 fueron pre-incubados con 3 pM de PF-228 y
luego se agregd LPA [20 pg/mL] para ser incubados por 0, 3, 6 y 9 horas. Mediante un
ensayo de western blot se observé que los niveles de CTGF caen fuertemente en
presencia del inhibidor. (Figura 9A). Ademas, se puede ver claramente la inhibicién en
la fosforilacién de FAK en el residuo Y397, como control positivo de la accién del
inhibidor, Los niveles de CTGF fueron cuantificados a partir de 3 experimentos
independientes utilizando tubulina como estindar de carga. Cémo se observa en el
grafico de la Figura 9B, los niveles de CTGF son reducidos cuando la fosforilacion de
FAK es inhibida, llegando muy cercano a los niveles basales.

-Los resultados descritos nos indican que la fosforilacién de FAK estarfa

regulando la expresion de CTGF inducido por LPA en mioblastos.
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Figura 9: Induccion de CTGF por LPA es reducida por inhibicion en la
fosforilacion de FAK en tirosina 397 en mioblastos C2C12. Mioblastos fueron pre-
incubado con PF-228 3 uM por 30 minutos. Luego se agregd LPA [20 pg/mL] y se
incubaron por los tiempos indicados (0, 3, 6 y 9 horas) (A) Niveles de CTGF, p-FAK
Y397, FAK y tubulina fueron detectados mediante un ensayo de western blot. Se
observa que la induccion de CTGF es reducida por el inhibidor PF-228. Tubulina fue
utilizado como estandar de carga. (B) Los niveles totales de CTGF fueron cuantificados
por densitometria de las bandas. Los valores corresponden al promedio + desviacion

estandar; n= 3. ** P < 0,01, * P < 0,05 en test ANOVA de dos vias.
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4. Inhibicion de Ia interaccién célula — MEC reduce la induccién de CTGF por

TGF-1 en mioblastos C2C12

En un contexto fibrdtico, el factor de crecimiento transformante tipo g (TGF-8)
esta altamente sobre-expresado e intimamente ligado con la progresion de la fibrosis
(Denton y Abraham, 2001, Kharraz y col., 2014). Ademads, se ha demostrado que TGF-
B1 estimula fuertemente la induccién de CTGF (Holmes y col., 2001, Vial y col., 2008)
a través de la via de sefializacidn Smad — dependiente (Holmes y col., 2001, Cabello-
Verrugio v col., 2011). Con los resultados obtenidos, se plantea la interrogante si la
induccién de CTGF por TGF-Bf1 también se veria reducida por la inhibiciéon de la
interaccion célula — MEC por el péptido RGDS.

Para resolver esta pregunta, mioblastos C2C12 fueron pre-incubados por 30
minutos en presencia de 0,05 mg/mL de RGDS, para luego agregar TGF-f1 [5 ng/mL].
Se cuantificé la expresion relativa de cfgf luego de 3 horas de induccion por un ensayo
de RT-PCR cuantitativo. Se observo que la induccion de ctgf por TGF-$1 cae sobre un
80% en presencia del péptido RGDS (Figura 10), similar a lo ya descrito en la Figura 4,
al inducir ¢fgf con LPA.

En definitiva, en presencia de dos factores diferentes, la expresion de ctgf esta

siendo reducida por la inhibicion de la interaccidn célula — MEC por el péptido RGDS.
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Figura 10: Induccién de cfgf por TGF-B1 es reducida en presencia de péptido
RGDS en mioblastos C2C12. Mioblastos fueron pre-incubados con RGDS 0,05 mg/mL
por 30 minutos. Luego se agregé TGF-31 [5 ng/mL]. RT-PCR cuantitativo fue realizado
para ctgf luego de 3 horas post-induccion. Se observé una reduccion de la expresion de
ctgf por la accién del péptido RGDS. EI gen /8s fue utilizado como gen de referencia.

Los valores corresponden al promedio % desviacidn estindar de tres replicas

experimentales.




47

Sin embargo, la reduccion en la expresion de ctgf podria deberse a una inhibicion
en las vias de sefializacidon de los factores. Cémo se menciond anteriormente, la
induccién de CTGF por TGF-Bl es a través de la via de sefializacién Smad -
dependicnte. Una de las proteinas claves en esta via es Smad3, cuya fosforilacion se ha
descrito como esencial para que la induccién de CTGF ocurra (Holmes y col., 2001). Se
evalud, por medio de una inmunofluorescencia indirecta, si RGDS afectaba la
translocacion nuclear de p-Smad3 en respuesta a TGF-f1. Mioblastos C2C12 fueron
pre-incubados con 0,05 mg/mL de RGDS y luego se agregd TGF-B1 [5 ng/mL] por 30
minutos. Como se observa en la Figura 11A, la cantidad de ndcleos positivos para p-
Smad3 no parece variar en presencia del péptido RGDS. Se cuantifico la relacion de
células p-Smad3”/ células totales (Figura 11B) y se comprobd que el péptido RGDS no
estaria inhibiendo la via de sefializacion de TGF-f1.

Con los resultados mostrados, se observd que al utilizar TGF-f1 en presencia del
péptido RGDS se observa la misma reduccién en la expresion de ctgf que la descrita en
los objetivos anteriores al utilizar LPA como inductor. Esta reduccién no tendria
relacion con una inhibicién en la via de sefializacién de TGF-31, al observarse que esta

no estaria siendo afectada (los niveles de p-Smad3 no caen en presencia del péptido).



TGF-B1

s =

s9lejo] senj90 / +%msm-a se;neo

Control

[onuo) Sady




49

Figura 11: Via de sefializacién canénica de TGF-B1 es activada en presencia de
péptido RGDS. (A) Inmunofluorescencia indirecta de p-Smad3 realizada 30 minutos
post-induccion con 5 ng/mL de TGF-B1. Se observa que en presencia del péptido RGDS
no hay una variacién en la fosforilacién y translocacion nuclear de la proteina Smad3,
para las muestras con TGF-B1. Para el caso de las muestras que no se les agregd TGF-
B1, se observa una pequefia marca citoplasmatica. B) Cuantificacién de la cantidad de
micleos p-Smad3™ en relacién 2 la cantidad de nicleos totales (nucleos tefiidos con
Hoescht 33258) en 5 campos diferentes de un duplicado experimental para cada
condicién. Las fotografias fueron obtenidas con un microscopio de epifluorescencia

Nikon Eclipse E600 a un aumento 40x. Barra de escala: 50 pm.
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5. Inhibicién de la interaccién célula — MEC y de la fosforilacion de FAK conllevan
a cambios en la cantidad de fibras de estrés en respuesta a LPA en mioblastos

C2Ci2

Se ha mostrado que la inhibicidn de la interaccién célula — MEC, mediada por
integrinas, utilizando el péptido RGDS, reduce fuertemente la expresion del factor pro-
fibrotico CTGF. Estas mismas observaciones son realizadas al utilizar un inhibidor de la
fosforilacion de FAK, PF-228, principal mediador de la sefializacion por integrinas. Por
otro lado, se ha descrito que CTGF es sensible a las alteraciones del citoesqueleto,
principalmente a los cambios en la dindmica de actina (Ott y col., 2003, Muehlich y col,,
2007). Especificamente, un aumento en la polimerizacién de este microfilamento se
traduce en un aumento en la concentracidn de actina F y una disminucién en la
concentracién de actina G, lo cual activa factores de transcripcion que inducen la
expresion de CTGF (Olson y Nordheim, 2010, Samarakoon y col., 2010). Ademas, se ha
descrito que LPA es capaz de inducir la polimerizacién de fibras de estrés de actina
(Graness y col., 2006, Cabello-Verrugio y col., 2011). Con estos antecedentes, se evalud
el citoesqueleto de actina en presencia del péptido RGDS o el inhibidor PF-228 y el
factor LPA.

Mioblastos C2C12 fueron pre-incubados con 0,05 mg/mL de RGDS o 3 pM de
PF-228 por 30 minutos y luego se agregd LPA [20 pg/mL]. Al cabo de 24 horas, se
realizd una tincién fluorescente para actina F y se observé la formacién de fibras de

estrés. Como se observa en la Figura 12A, para el caso del control, LPA induce la

polimerizacion de actina al observarse una mayor cantidad de fibras dentro de la célula.
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Se conté la cantidad de fibras de estrés por célula (Figura 12B) y se vio éstas se
cuadruplicaron en presencia del factor.

Al ser tratadas con RGDS, la cantidad de fibras de actina, inducidas por LPA, es
reducida en presencia de este péptido (Figura 12A). Por otro lado, el tamafio de las
células se observd menor. Estas observaciones fueron corroboradas al cuantificar las
fibras por célula, observandose una pequeiia induccion en respuesta a LPA, pero que no
alcanzod los niveles del control (Figura 12B).

Las células tratadas con PF-228, presentaron un tamafio mayor y una gran
cantidad de fibras de estrés. La presencia de actina polimerizada fue atin mayor al tratar
las células con PF-228 + LPA (Figura 12A). Las cuantificaciones muestran que la
cantidad promedio de fibras, en presencia del inhibidor, es levemente mayor a la
cantidad observada en las células solamente tratadas con LPA, y que estos niveles de
actina F aumenta aiin mas en presencia de LPA (Figura 12B). Sin embargo, se vio que la
inducciéon de fibras de estrés en respuesta a LPA fue menor que la induccion en el
control (Figura 12B).

Los resultados descritos muestran que la dindmica de actina cambia en respuesta
a la inhibicién de la interaccion célula — MEC y a la inhibicién de la fosforilacion de
FAK. Sin embargo, estas variaciones son diferentes, viéndose en un caso una reduccion

en la polimerizacion de actina, y en el otro un aumento en ésta.
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Figara 12: Cantidad de fibras de estrés de actina varia en presencia del péptido
RGDS o inhibidor PF-228. (A) Tincién fluorescente de actina F realizada 24 horas
post-induccién con LPA en presencia del péptido RGDS o el inhibidor PF-228. Se
observa que LPA induce la formacién de fibras de estrés. En presencia del péptido
RGDS, la induccién de fibras de actina es mucho menor que el control. Ademas, el
tamafio de las células tratadas con RGDS estaria levemente reducido. Las células
tratadas con PF-228 presentan una mayor cantidad de fibras de estrés tanto en el control,
como al agregar LPA, al compararlas con las no tratadas. El tamafio de estas células
parece aumentado. (B) Se cont6 el nimero de fibras de estrés presente en las células. Se
observa que el mimero de fibras aumenta alrededor de 4 veces al agregar LPA
(promedio control = 12 fibras / célula; promedio control + LPA = 47 fibras / célula). Las
células tratadas con RGDS no presentan un aumento considerable en la cantidad de
fibras de actina al agregar LPA (promedio RGDS control = 18 fibras / célula; promedio
RGDS + LPA = 27 fibras / ¢élula). Por otro lado, las células tratadas con el inhibidor
PF-228 poseen mayor cantidad de fibras a nivel basal (promedio PF-228 control = 57
fibras / célula), y esta cantidad aumentan al agregar LPA (promedio PF-228 + LPA = 73
fibras / célula). Cada punto corresponde a una célula independiente. Se graficé el
promedio + desviacidn estandar obtenido a partir de 3 campos aleatorios de un duplicado
experimental para cada condicion. Las fotografias fueron obtenidas en un microscopio

confocal espectral Nikon Eclipse C2 a un aumento de 60 X. Barra de escala: 50 pm.



54

VIIL. DISCUSION

Fl comportamiento y las funciones celulares estan influenciadas por la MEC. En
el musculo esquelético, la MEC es una estructura dindmica, compuesta por una gran
variedad de moléculas, que se encuentra estrechamente asociada con las fibras
musculares, siendo necesaria para que el proceso de miogénesis ocurra de manera
apropiada (Osses y Brandan, 2002, Bentzinger y col., 2013). Cuando ¢l musculo sufre
un dafio reiterado, es decir crénico, el tejido adquiere a un fenotipo fibrético, el cual se
caracteriza por una excesiva deposicién de componentes de la MEC dentro y alrededor
del tejido inflamado y/o dafiado (Wynn y Ramalingam, 2012). Este dafio cronico esta
asociado a una gran variedad de enfermedades que tienen al misculo como su 6rganc
blanco (McNally y Pytel, 2007), alterando los procesos fisioldgicos normales, y por
ende, su funcionamiento y geometria. Estos cambios producen una MEC que no es igual
a la encontrada en un mitisculo sano, por lo que su interaccidn con la célula e influencia
en los procesos celulares, no serd 1a misma.

Los factores LPA y CTGF han sido estudiados por su relacién con la progresion
de esta patologia. Existe creciente evidencia de que LPA induce la expresion de CTGF,
lo que influye directamente en el desarrollo de la fibrosis (Vial y col., 2008, Zuehlke y
col., 2012, Sakai y col., 2013). En mioblastos se ha mostrado que LPA induce la
transcripcién del mRNA de CTGF (Vial y col., 2008) y la expresién de un reportero que
contiene el promotor de este factor (Cabello-Verrugio y col., 2011).

Este Seminario de Titulo comenzd corroborando los resultados descritos

anteriormente. Se observd una rdpida induccién de CTGF por LPA, tanto a nivel de
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mRNA como de proteinas, alcanzando un maximo a las 3 horas post-induccién. Ademas
se mostrd que la induccidn en la expresién del gen ctgf, en respuesta a LPA, es dosis
dependiente. De manera notable, la respuesta de CTGF a la accién de LPA es mas répida
que la descrita para el factor pro-fibrético TGF-1 en mioblastos, el cual induce la
transcripcién de ctgf a tiempos mas tardios (6 horas post-induccion) (Vial y col., 2008).
Este efecto también ha sido observado en otros modelos como células epiteliales
tubulares renales (Zuehlke y col., 2012).

La MEC esta en constante interaccion con el interior de la célula, principalmente
por medio de la accién de las proteinas localizadas en la membrana plasmatica del
musculo, pertenecientes a la familia de las integrinas. Estos receptores captan los
estimulos externos transformandolos en sefiales intracelulares. El principal mediador de
la transduccién de estas sefiales es la proteina FAK, la cual actia como un regulador de
esta via y como un andamio en la formacién de las fibras de estrés ({e actina (Mitra y
col., 2005). La expresion de CTGF es sensible a los cambios en la dindmica de actina,
induciéndose su expresidon cuando existe un aumento en la polimerizacion de este
microfilamento (Ott y col., 2003, Muehlich y col.,, 2007), pero no se ha reportado si
cambios en la interaccion de la célula con la MEC puede alterar su expresién. En un
fenotipo fibrético, la MEC del musculo varia, lo que conllevaria a cambios en las
interacciones de ésta con la célula.

Durante esta investigacion evaluamos el rol de las integrinas y de FAK en la
regulacion de la expresién de CTGF en mioblastos en respuesta al factor LPA. Para esto,

se alterd el funcionamiento normal de estas proteinas por medio de la utilizacion del
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péptido RGDS, un motivo reconocido por una de las clases de integrinas, y un inhibidor
de la fosforilacion de FAK., Al utilizar tanto el inhibidor de la interaccion célula — MEC
(RGDS) y de la fosforilacién de FAK (PF-228) observamos que la expresion de CTGF
se redujo fuertemente, tanto a nivel transcripcional como traduccional, siendo la
reduccién mediada por el péptido RGDS dosis dependiente. Estos resultados nos indican
que la expresion de este factor pro-fibrético estaria, de alguna manera, siendo regulado
por estos componentes pertenecientes a los mecanismos de adhesion celular. Utilizando
el factor pro-fibrotico TGF-f1 para inducir la expresiéon de CTGF, en presencia de
RGDS, observamos una disminucidn similar que la descrita anteriormente. La induccion
de CTGF mediada por TGF-f1 involucra la via de sefializacion Smad — dependiente,
principalmente la fosforilacién y translocacion al nicleo de la proteina Smad3 (Holmes
y col., 2001). Esta proteina fue analizada en los tratamientos con TGF-§1 + RGDS y se
observd que no hubo cambios en su activacion, por lo que la inhibicion de la interaccion
célula — MEC no estaria afectando el mecanismo de sefializacion por el cual CTGF es
inducido, si no que estaria regulando directamente la expresion de este factor pro-
fibrético, alterando alglin mecanismo intracelular o via de sefializacién que es
importante para que CTGF pueda ser expresado.

Inieresantemente, los tratamientos con el péptido RGDS producen una
disminucidn en la cantidad de la integrina 31 a lo largo del tiempo. Estas proteinas son
constantemente recicladas en rdpidos ciclos de endo — exocitosis que permiten la
regulacion de las funciones de estos receptores (Caswell y Norman, 2006). Sin embargo,

este ciclo estaria estrechamente ligado con el proceso de degradacion (Bottcher y col.,,

L]
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2012), por lo gue se podria sospechar que al inhibir la interaccién célula — MEC por
medio del péptido RGDS, la subunidad B1 estaria rdpidamente siendo degradada. Este
proceso podria afectar la fosforilacion de FAK, el cual también se observé que estaria
disminuyendo sus niveles de fosforilaciéon en Y397 durante este tratamiento.

La sefializacién via integrinas se conecta, en la mayoria de los casos, con el
citoesqueleto de actina (Mitra y col., 2005, Wickstrom y col.,, 2011), y como se
menciond anteriormente, la expresion de CTGF es sensible a cambios en la dinamica de
este microfilamento (Samarakoon y col.,, 2010). Ademas, resultados de nuestro
laboratorio han mostrado que LPA induce la polimerizacion de fibras de estrés (Cabello-
Verrugio y col., 2011), y se ha propuesto que este sea un mecanismo por el cual LPA
estaria induciendo la expresion de CTGF (Ott y col, 2003). Con los resultados
anteriormente mencionados, se esperaba que el citoesqueleto de actina, en presencia de
estos dos inhibidores, estuviese interrumpido, y la formacion de fibras de estrés en
respuesta a LPA no aumentara significativamente con respecto al control. Concordante
con esto, la cantidad de fibras en presencia del péptido RGDS, no varia
considerablemente. Cuando las integrinas reconocen su ligando se activan diversos
mecanismos que producen la formacion de fibras de actina (Wickstrom y col., 2011),
por lo que en ausencia de este, la formacion de estas fibras se ve radicalmente
disminuida. No obstante, sorprendentemente observamos que en presencia del inhibidor
de FAK, la cantidad de fibras, tanto en el control como en las células tratadas con LPA,
es considerablemente mayor a sus respectivos controles. Esto se podria deber a que la

fosforilacién de FAK ha sido asociada con el desacoplamiento de los contactos focales,
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y la inhibicién de la fosforilacién de esta proteina, estabilizaria estas zonas, y por lo
tanto, las fibras formadas (Webb y col., 2004). Estos resnltados nos dan luces de que la
regulacion de la expresion del factor CTGF por integrinas no estaria involucrando la
accion del citoesqueleto de actina, si no que estaria asociado a otras vias de sefializacidn
que requieran de la fosforilacion de FAK pero no de la polimerizacion de estos
microfilamentos (Figura 13).

Como se ha mencionado en reiteradas ocasiones, en un contexto fibrético existe
una gran deposicién de componentes de MEC, provocando cambios que estardn
afectando la interaccidn de la célula con ésta, Estos cambios en las interacciones estarian
involucrados en la exacerbada expresion de factores pro-fibroticos como TGF-f y
CTGF, los cuales son esenciales para la progresion de esta patologia. Durante este
Seminario de Titulo se mostré que la expresion de CTGF podria estar siendo regulada
por elementos pertenecientes a los mecanismos de adhesién celular que involucran la
participacién de la familia de las integrinas, y que esta regulacién no incluiria la
participacion del citoesqueleto de actina (Figura 13).

A partir de la investigacién desarrollada y expuesta, diversas proyecciones
pueden ser establecidas. Durante este trabajo, se evalud la expresién del factor pro-
fibrotico CTGF en condiciones de pérdida de funcion de ciertos componentes celulares,
por lo que la siguiente tarea a realizar es evaluar esta proteina en un contexto en que
estas funciones sean estimuladas, por ejemplo: en presencia de matriz de coldgeno y
fibronectina, donde las zonas de adhesion celular son mayores, o de MEC de musculo

sano y fibrético, donde los componentes varian sustancialmente. Por otro lado, la
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evidencia indica que este proceso de regulacidén es independiente del citoesqueleto de
actina, el cual ha sido ampliamente relacionado con la expresion de CTGF, por lo que es
necesario ahondar en esta arista y determinar qué componentes celulares estarian
involucrados en esta regulacion del factor pro-fibrético. En esta linea, diversos
mecanismos han sido descritos por el cual FAK puede regular la expresion génica
(Schaller, 2010), incluyendo la translocacién al nicleo de esta proteina modulando la
actividad de factores transcripcionales (Lim y col,, 2008). Qué factores estaria
modulando FAK, de qué manera y como esto influye en la expresion de CTGF requiere
mayor investigacion.

Establecer de qué manera las células regulan CTGF es un paso importante para
entender el proceso de fibrosis, y asi poder determinar blancos terapéuticos que permitan
el tratamiento de esta patologia, que no solo se enmarca en el misculo esquelético, si no

que también afecta a diversos érganos del cuerpo humano.
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Figura 13: CTGF es regulado por el eje integrinas/FAK. LPA induce a CTGF
mediante la formacién de fibras de actina (Ott y col., 2003). Por otro lado, TGF-§1
induce a CTGF mediante la via de sefalizaciéon candénica Smad-dependiente, que
requiere de la fosforilacion y translocacion al nucleo del factor Smad3 (Holmes y col.,
2001). En el presente Seminario de Titulo se demostro que la sefializacion mediada por
el gje integrinas/FAK regula la expresion de CTGF. Sin embargo, este mecanismo seria
independiente de la formacion de fibras de actina y paralelo a la via de sefializacién

canonica Smad-dependiente.
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VIII. CONCLUSIONES

1. CTGF es rapidamente inducido por LPA en cultivos in vitro de mioblastos

C2C12.

2. La inhibicién de la interaccion célula — MEC mediada por integrinas reduce la
expresion del factor pro-fibrético CTGF inducido por LPA y TGF-1 en mioblastos

C2C12.

3. La inhibicién de la fosforilacion de FAK, principal modulador de la via de
sefializacion de integrinas, reduce la expresion del factor pro-fibrético CTGF inducido

por LPA en mioblastos C2C12.

4. La inhibicién de la interaccién célula — MEC reduce considerablemente la
formacion de fibras de actina, mientras que la inhibicién de la fosforilacion de FAK

aumenta la cantidad de estas fibras.

La interaccion célula — MEC mediada por integrinas estd involucrada en la
regulacion de la expresion de CTGF en mioblastos C2C12. Esta regulacidn incluye la
participacién de la proteina FAK, pero no del citoesqueleto de actina. Que otras

moléculas estdn participando de esta regulacion requieren ser estudiadas.
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