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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), son variadas y muy complejas, las que,
son definidas como trastornos del corazon y vasos sanguineos, y generalmente estan
asociados a procesos inflamatorios. Los fibroblastos cardiacos son una poblacion celular que
controla la homeostasis de la matriz extracelular actuando como célula centinela y
secretora de quimioquinas y citoquinas proinflamatorias, teniendo asi un rol central en la
respuesta inflamatoria cardiaca frente al dano celular. La senescencia celular es un proceso
multifactorial asociado a respuesta inflamatorias y se las ha asociado el desarrollo de
lesiones fibroticas, la que se ha definido como un arresto del ciclo celular caracterizado por
un fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). La senescencia celular transitoria suele
ser beneficiosa para la célula, ya que se promueve la reparacion tisular, pero una
senescencia persistente se relaciona con el desarrollo y progreso de enfermedades cardiacas

al presentarse una acumulacién abyecta de fibroblastos cariacos senescentes.

La senescencia de fibroblastos cardiacos es una intensa area de investigacion.
Actualmente se han identificado diversos métodos de estudio y marcadores; asi como
también diversos estimulos capaces de activar este estado de senescencia. Uno de los
estimulos mas interesantes es la angiotensina Il, que corresponde a un péptido bioactivo
proinflamatorio y profibréticos del eje renina-angiotensina-aldosterona. La Angiotensina Il
es capaz de producir inflamacion en el tejido cardiaco y se ha descrito su capacidad para

inducir la senescencia sobre fibroblastos cardiacos.

La senescencia de los fibroblastos cardiacos bajo contexto de fibrosis cardiaca toma
una principal relevancia considerando el efecto inflamatorio de estas células, por lo cual se
ha vuelto imperativa la blUsqueda de herramientas que permitan contrarrestar esta
situacion, ya sea eliminando células senescentes o evitando que se produzcan mas de estas
células. Un enfoque que se continlia estudiando para lograr este objetivo es intervenir en
el proceso inflamatorio que esta ligado al desarrollo de la senescencia, para esto una
potencial alternativa es el uso de Resolvina D1 el cual es un mediador lipidico pro-resolutivo
especializado, con el potencial de suprimir las citoquinas inflamatorias liberan los

fibroblastos cardiacos.

La hipotesis plantea que la Resolvina D1 modula el SASP y disminuye el nimero de
células senescentes inducidas por Ang Il a través de un mecanismo asociado a apoptosis. Se
planteé como objetivo evaluar la induccion de senescencia sobre los fibroblastos cardiacos

utilizando la angiotensina Il como estimulo estresor. Como segundo objetivo, demostrar que



el uso de resolvina D1 es capaz de detener y/o eliminar la senescencia inducida de los

fibroblastos cardiacos.

Para demostrar la induccion de senescencia, los fibroblastos cardiacos en placa fueron
estimulados con Angiotensina Il por 72 horas, luego se procedié a medir la expresion de
proteinas marcadoras asociadas a la senescencia, p38, p53, p21 y pRb, ademas de esto los
medios de las placas fueron centrifugados y alicuotadas para ser sometidos a un ensayo
multiplex luminex para medir citoquinas proinflamatorias como IL-18, IL-6, IL-10, IL-5, MCP-
1y TNF-a y se midié6 la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-
galactosidasa). Para observar el efecto de la Resolvina D1, los fibroblastos cardiacos fueron
tratados con Ang Il por 72 horas, trascurrido este tiempo se trataron con Resolvina D1 por
48 horas hasta alcanzar un tiempo experimental de 120 horas, seguidamente se midieron
citoquinas proinflamatorias que fueron extraidas de los medios de las células previamente
centrifugadas y alicuotadas para ser sometidos a un ensayo Multiplex Luminex para
determinar el nivel de secrecion de IL-18, IL-6, IL-10, IL-5, MCP-1 y TNF-a, seguido a esto

se midid la actividad SA-B-galactosidasa y la proteina marcadora pRb.

Se evidencid que la Angiotensina Il es capaz de inducir senescencia en fibroblastos
cardiacos y ademas que la Resolvina D1 es capaz de detener el proceso senescente inducido
por la Angiotensina Il. Esto demuestra que la Resolvina D1 es un mediador pro-resolutivo de
la inflamacion especializado, con un perfil senostatico el cual puede ser una potencial
alternativa terapéutica para intervenir en la senescencia de fibroblastos cardiacos los cuales

tienen una estrecha relacion en el desarrollo de la fibrosis cardiaca.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD), which are varied and very complex, defined as disorders of
the heart and blood vessels, are associated with inflammatory processes. Cardiac fibroblasts
are a cell population that controls the homeostasis of the extracellular matrix acting as a
sentinel cell and secreting chemokines and proinflammatory cytokines, thus having a central
role in the cardiac inflammatory response to cell damage. Cellular senescence is a
multifactorial process associated with inflammatory and fibrotic responses, defined as a cell
cycle arrest characterized by a senescence-associated secretory phenotype (SASP),
transient cellular senescence is usually beneficial to the cell, as tissue repair is promoted,
but persistent senescence is associated with the development and progression of cardiac

disease as there is an abject accumulation of senescent cardiac fibroblasts.

The senescence of cardiac fibroblasts is a subject of study in which several methods capable
of inducing this state have been identified, such as angiotensin IlI, which is a bioactive
peptide and a proinflammatory and profibrotic agent of the renin-angiotensin-aldosterone
axis. It is capable of producing inflammation in cardiac tissue and has been described to

induce senescence in cardiac fibroblasts.

The senescence of cardiac fibroblasts in the context of cardiac fibrosis takes on a major
relevance considering the inflammatory effect of these cells, so it has become imperative
to search for tools to counteract this situation, either by eliminating senescent cells or by
preventing the production of more of these cells. One approach that continues to be studied
to achieve this objective is to intervene in the inflammatory process that is linked to the
development of senescence, for which a potential alternative is the use of resolvin D1,
which is a specialized pro-resolving mediator with the potential to suppress inflammatory

cytokines that have demonstrated its anti-inflammatory effect on cardiac fibroblasts.

We aimed to evaluate the induction of senescence on cardiac fibroblasts using angiotensin
Il as a stressor stimulus. A second objective is to demonstrate that the use of resolvin D1

can stop and/or eliminate the induced senescence of cardiac fibroblasts.

To demonstrate the induction of senescence, cardiac fibroblasts in place were stimulated
with angiotensin Il for 72 hours, then we proceeded to measure the expression of
senescence-associated marker proteins, p38, p53, p21, and pRb, in addition to this the
media of the plates were centrifuged and aliquoted to be subjected to a multiplex Luminex
assay to measure proinflammatory cytokines such as IL-18, IL-6, IL-10, IL-5, MCP-1 and TNF-
a and senescence-associated B-galactosidase activity was measured. To observe the effect

of resolvin D1. Cardiac fibroblasts were treated with Ang Il for 72 hours, after which time
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they were incubated with resolvin D1 for 48 hours until reaching an experimental time of
120 hours, Proinflammatory cytokines were then measured and extracted from the media
of the previously centrifuged and aliquoted cells to be subjected to a Multiplex Luminex
assay to determine the level of secretion of IL-18, IL-6, IL-10, IL-5, MCP-1 and TNF-aq,

followed by the measurement of B-galactosidase activity and the pRb marker protein.

It was evidenced that angiotensin Il can induce senescence in cardiac fibroblasts and a
proinflammatory state in the cells, it was also evidenced that resolvin D1 can stop the
senescent process induced by angiotensin Il. This demonstrates that resolvin D1 is a
specialized pro-resolving mediator of inflammation, which may be a potential therapeutic
alternative to intervene in the senescence of cardiac fibroblasts which are closely related

to the development of cardiac fibrosis.
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1.- INTRODUCCION:

1.1.- Generalidades

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de desordenes del
corazon, vasos sanguineos y rinon, e incluye enfermedades coronarias,
cerebrovasculares, cardiaca reumatica y otras condiciones. Se estima que las
enfermedades cardiacas son las responsables de 17.9 millones de muertes globales
cada ano donde mas de cuatro de cada cinco muertes se deben a infartos al
miocardio y accidente cerebrovasculares, donde un tercio de estas muertes se
producen de manera prematura en personas menores a 70 anos. Existen numerosos
factores de riesgo que aportan en la aparicion de estas condiciones siendo una de
las mas importantes los riesgos conductuales como una dieta poco saludable, el
sedentarismo, el consumo excesivo de tabaco y alcohol. Todos estos factores pueden
manifestarse en un aumento de la presion arterial, un aumento de la glucosa y lipidos
en sangre ademas de sobrepeso y obesidad; por lo tanto, la deteccidon oportuna de
estas senales se ha visto como algo fundamental para el tratamiento temprano de
los pacientes ya sea con orientacion preventiva o ya con la administracion de

tratamiento farmacologico [1].

En Chile cerca de 30.000 personas mueren anualmente, esto debido a las
enfermedades cardiovasculares mas que cualquier otra causa [2]. En la ultima
década Chile experimentd un gran cambio en sus habitos alimenticios, asi como
también, un aumento de los niveles de inactividad fisica, lo que, asociado al alto
grado de obesidad y enfermedades cronicas en el pais, exacerban la prevalencia de
estas enfermedades en la poblacion chilena [3]. Debido a esto se ha vuelto
imperativa, la busqueda de opciones para evitar la aparicion de estas enfermedades
o en su defecto otorgar tratamientos oportunos frente a la presencia de estas. Para
esto es necesario una investigacion detallada del desarrollo de estas enfermedades,
y a la par se buscan nuevas alternativas de tratamiento, lo que es importante para

reducir las altas tasas de mortalidad en el pais

Una linea de investigacion de las ECV se relaciona con la senescencia celular,
proceso que afecta a varios tipos de células cardiacas que se relacionan con el

desarrollo de diversas ECV como infarto agudo al miocardio, fibrosis cardiaca,
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ateroesclerosis. Aunque la senescencia es un proceso estudiado en los ultimos anos
aun se desconoce y falta entender como se realiza este proceso en las células
cardiacas. Debido a esto, el entender como la senescencia celular se involucra en el
desarrollo de estas EVC, entre ellas la fibrosis cardiaca es un enfoque prometedor
para obtener alternativas que ayuden a impedir y/o reducir el progreso de estas

enfermedades.

1.2.- Senescencia celular

La senescencia es un proceso celular, producto de estrés que conduce al
arresto irreversible del ciclo celular, y este estado tiene un gran nexo con el
desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad, ya que las células senescentes

se acumulan en la vejez [5].

La senescencia tiene dos vertientes, una de ellas es la senescencia
programada, que esta implicada en la organogénesis en etapas tempranas, la
curacion de heridas, la reparacion de tejidos y proteccion contra tumorigénesis. La
segunda es la senescencia celular no programada que normalmente ocurre como
consecuencia de la disfuncidn de los telomeros, estrés toxico o dano al DNA; y en la
vejez se ha asociado a la acumulacion exponencial de células senescentes que

terminan por superar al sistema inmunologico [6].

Como ya se menciond, la senescencia posee dos vertientes de las cuales la
senescencia inducida es la mas relevante desde el punto de vista investigativo. Posee
diversas vias de activacion, donde las vias de p16/Rb y p53/p21 son las mas
relevantes para la detencion irreversible del crecimiento celular [5]. Estas vias
reprimen la quinasa dependiente de ciclina CDK1, CDK2, CDK4 y CDKé, evitando la
fosforilacion del Rb, y esta fosforilacion es necesaria para que la actividad de los
factores de transcripcion E2F inicien la expresion de la fase G1 a S3 o 11. Otras vias
involucradas son las que se relacionan con la activacion de proteinas quinasas
activadas por mitdégeno (MAPK) mediante ROS y el sistema del factor de crecimiento
transformante beta (TFG- B) [6, 7]. En la figura 1, se describen las principales vias

involucradas en la induccion de la senescencia.

14
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Figura 1. Descripcion general de los mecanismos moleculares que conducen a la senescencia celular. Las
vias subyacentes que conducen a la senescencia celular pueden variar segin el estimulo desencadenante, el

contexto o el tipo de célula involucrada. (Mehdizadeh M, et al 2022) [6].

Cabe destacar que se ha observado una estrecha relacion entre la disfuncion
mitocondrial y la senescencia celular, y varios estudios muestran que el papel de las
mitocondrias disfuncionales en la induccion de la senescencia va mas alla de la
simple produccion de ROS [6, 8, 9]. Por ejemplo, la acumulacion de mitocondrias
danadas debido a una mitofagia deteriorada es un importante contribuyente al

desarrollo de la senescencia.

Las células senescentes de por si liberan una gran variedad de citoquinas
proinflamatorias, quimiocinas, lipidos y proteasas conocido como secretoma
asociado a senescencia (SASP: del inglés senescence associated secretome profile).
ELl SASP promueve la restructuracion de la matriz extracelular para su remodelacion
y reparacion mediante linfocitos atraidos desde el sistema inmune para eliminar las
células senescentes; sin embargo, en el contexto de envejecimiento, la senescencia
celular no programada conduce a la acumulacion de células senescentes,
consecuentemente la carga de productos derivados del SASP aumenta y afecta a las
células vecinas a través de efectos paracrinos, conocido como senescencia inducida

por senescencia [6]. El control del secretoma de las células senescentes se produce
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a multiples niveles, desde la remodelacion de la cromatina, la activacion de factores
de transcripcion especificos como C/EBP y NF-kB y el control de la traduccion del
ARNm; sin embargo, estudios demuestran que aparentemente la persistencia del
dano al DNA (DDR, del inglés DNA Damage Response), es el factor critico para la
regulacion del SASP, esto converge en la induccion de un programa transcripcional
necesario para que se dé inicio el mecanismo del SASP [10, 11]. En la figura 2, se

observa el mecanismo que lleva a la generacion del SASP, y los diferentes

mecanismos que llevan a la generacion de la senescencia.

Telomere DNA
Erosion damage
Epigenetic factors
Mitochondrial
P dysfunction
. Y XPGHO
3 , QE%%
‘ h
Proteostatic Nutrient signaling

dysfunction Senescence dysfunction

Stem cell

exhaustion Cheonl

Inflammation

Figura 2. Senescencia como hallmark central del envejecimiento. El daiio de los telémeros, la desregulacion
epigenética, el dafo del ADN y la disfuncion mitocondrial son los principales impulsores del dafo en el
envejecimiento. Varios de estos impulsores pueden inducir senescencia. La senescencia, a su vez, puede
impulsar las caracteristicas del envejecimiento consecuentes en respuesta al dafo: el agotamiento de las células

madre y la inflamacion cronica. (Adaptado de Lopez-Otin et al. 2013)[12].

La identificacion de senescencia no es una tarea sencilla; sin embargo, las
células senescentes son caracterizadas por diversos marcadores citoldgicos y

moleculares los cuales permiten su identificacion, entre estos se incluye:
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a) Morfologia aplanada de gran tamano,

b) Activacion del dano al DNA (DDR) y consecuentemente el reclutamiento de la
ataxia telangiectasia mutada (ATM), la cual es capaz de activar la proteina
p53 y YH2AX [13], la persistencia del DDR induce la fosforilaciéon de la p53 en
multiples residuos de serina, esto mejora la capacidad de la p53 para inducir
variedad de genes transcripcionales que promueven el arresto del ciclo
celular [14].

c) La actividad SA-beta-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-Gal), la cual
se ve aumentada en células senescentes, se detecta mediante una tincion
histoquimica de células usando el sustrato artificial X-Gal [15, 16],

d) También hay un incremento en la expresion de inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas (CDK), p16, p21 y la hipo fosforilacion de la proteina
retinoblastoma [13]. En la figura 3, se observan estos marcadores de

senescencia.
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Figura 3. Desencadenantes de la senescencia y vias efectoras. Variedad de tensiones pueden desencadenar la
activacion de vias efectoras de senescencia, muchas de ellas independientes del DDR, pero todas convergen en
las vias p53, p16INK4A (Lujambio A, et al. 2016) [17].
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1.3.- Fibroblastos cardiacos

Los fibroblastos cardiacos (FC), son células que cumplen un importante rol en
el desarrollo del corazon durante la fase embrionaria, y aunque no son células muy
numerosas conformando 1/6 de la poblacion celular cardiaca, estas tienen una
funcion calve en la mantencion de la homeostasis tisular y también de la respuesta
inflamatoria [18]. Los FC son reconocidos morfolégicamente por su forma de huso
plana y su rol estructural en la sintesis de la matriz extracelular (MEC) [19]. Diversos
reportes describen que los FC expresan una gran variedad de receptores que dan
cuenta de la respuesta de estas células cuando enfrentan respuestas
proinflamatorias, los mas importantes son: Receptores de cininas B1 y B2 cuya
estimulacién activa vias de sefalizacion que disminuyen la sintesis y secrecion de
colageno; los receptores B2 adrenérgicos cuya estimulacion activa la PKA y proteinas
de intercambio activadas por cAMP, lo que promueve efectos diferenciales en
relacion con la disminucion de la secrecidon de colageno, proliferacion y autofagia;
los receptores de angiotensina Il (AT1R y AT2R), cuya activacion promueve la sintesis
de colageno y estimula la proliferacion celular; sin embargo, la sobreexpresion de
este receptor promueve la apoptosis. También se expresan los receptores asociados
a células inmunes como Toll Like Receptor 4 (TLR4), NLRP3 y el receptor de
interferdn, y la estimulacion de estos receptores permiten a los FC su participacion

en respuestas inflamatorias de la reparacion cardiaca [20].

Los FC, han sido denominados células centinelas debido a su eficiente
capacidad de respuesta eficiente a los PAMPS y a los DAMPS en un contexto de dafo
cardiaco. Desempefan un importante papel en el proceso de cicatrizacion y
remodelamiento del tejido cardiaco a través de la secrecidn de citoquinas, factores

de crecimiento, metaloproteasas y moléculas de adhesion [21, 22].

Los FC, experimentan una senescencia con un predominio en la detencion del
ciclo celular, desarrollo de un SASP de caracter proinflamatorio y una disminucion
en la secrecion de proteinas de la MEC como por ejemplo colageno y elastina. La
activacion rapida y coordinada de los FC es crucial tras un infarto agudo al miocardio
(IAM) para sustituir y reforzar el tejido necrotico por fibrotico con la finalidad de
proporcionar un soporte estructural y evitar la ruptura de la pared ventricular, a

esto se le conoce como una senescencia de fase aguda la cual como mencionamos
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trae beneficios a corto plazo [23]. Sin embargo, a pesar de que la senescencia de
fase aguda limita la sintesis de colageno, se desarrolla un SASP proinflamatorio
persistente y con el tiempo el estado inflamatorio de las células termina

contribuyendo al dano tisular [24].

1.4.- Inductores de la senescencia celular

Como se mencion6 anteriormente la senescencia celular es un proceso que
normalmente se asocia con el envejecimiento y es frecuente en las patologias que
se relacionan con la edad. Sin embargo, la senescencia celular tiene la particularidad
de poder ser inducida de manera prematura por diversos estresores, un hecho que
tiene estrecha relacion con la progresion de diversas enfermedades que no
necesariamente estan relacionadas con la edad. Teniendo esto en cuenta, es
importante el identificar que compuestos son capaces de inducir este estado en las
células con el fin de logar combatir o mejor dicho prevenir la aparicion de dichas

enfermedades relacionadas con la senescencia.

Se han descrito diversos estimulos que son capaces de inducir la senescencia
tales como drogas genotodxicas, estrés oxidativo, agentes desmetilantes y acetilantes
[25]; ademas de moléculas capaces inducir la senescencia como tocotrienoles,
curcumina o quercetina entre otros [26]. En este trabajo se estudiara el efecto de
la angiotensina Il como una molécula capaz de producir la induccion de la

senescencia celular.

1.4.1.- Angiotensina Il

La angiotensina Il (Ang Il), es un agente peptidico bioactivo que regula los
niveles de presion arterial, siendo este el producto principal del sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (RAAS) [27]. El RAAS es un sistema que inicialmente se
conocia como una cascada enzimatica de dos pasos, catalizada por la renina y la
enzima convertidora de angiotensina (ECA), mas ahora se sabe que el RAAS contiene
multiples péptidos generados a partir de varias reacciones enzimaticas [28]. Se sabe

que la Ang Il produce varios estimulos a nivel fisiologico incluyendo la generacion de
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estrés oxidativo, estimulacion del sistema nervioso y activacion de sistema inmune.
Para lograr estos y mas efectos, al Ang Il se une a dos tipos de receptores acoplados
da proteinas G conocidos como AT1R y AT2R [29]. La union especifica de Ang Il al
AT1R activa muchas vias de sefalizacion intracelular, donde la via de la proteina Gq
alfa activa la fosfolipasa C (PLC) y por consecuencia se activa la proteina kinasa C
(PKC) la cual aumenta los niveles de calcio intracelular. Ademas de esto la activacion
del AT1R promueve la activacion de la via de senalizacion MAPK, induciendo la
proliferacion de FC y la expresion de factores profibréticos. Ademas de esto, se
incrementa la produccion de TGF-B1 el cual esta asociado a la fibrosis cardiaca,
donde el efecto proinflamatorio de la Ang Il ligado a la activacion de AT1R se debe
principalmente a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y a la
activacion del factor NF-kB [30]. En la figura 3, se observa la activacion de AT1R por

Ang Il y las vias de sefalizacion implicadas.
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Figura 4. Rutas involucradas en la patogénesis de fibrosis cardiaca en un corazdn senescente. (Biernacka A,
et al. 2011) [31].
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1.5.- Farmacos Senostaticos y Senoliticos

Al comprender el importante rol que cumple la senescencia celular en la
progresion de multiples patologias asociadas a la vejez, cada vez se centran mas
estudios con la finalidad de hallar diferentes estrategias de tratamiento
farmacologico que ayuden a contrarrestar este proceso senescente ya sea
eliminando las células senescentes o deteniendo el proceso sobre las células que aun
no se vuelven senescentes. Actualmente existen una gama de moléculas que pueden
actuar deteniendo el desarrollo de la senescencia celular conocidos como
senostaticos, estas son moléculas que, si bien no matan a las células senescentes,
se encargan de inhibir la ruta paracrina evitando que aumente el nimero de células
senescentes existentes [32]. Esto se consigue debido a que los senostaticos modulan
el SASP interfiriendo con los reguladores de este, como los inhibidores de las vias
NF-kB, p38 MAPK, JAK/STAT y mTOR [33]. Otro grupo de farmacos son los senoliticos,
estos son una clase de farmacos que puede diferenciar entre células no senescentes
de células senescentes para inducir selectivamente la apoptosis de estas ultimas,
por lo tanto, los farmacos conocidos como senoliticos son capaces de eliminar las
células senescentes mejorando la funcion de multiples 6rganos y la vida Gtil de los
organismos. Los senoliticos presentan ventajas por ejemplo una menos probabilidad
de efectos secundarios debido a la administracion intermitente y a la alta
selectividad contra células senescentes, la desventaja con esto mismos es que no
solo eliminan las células senescentes y sus efector perjudiciales, sino que también
sus efectos beneficiosos de una senescencia aguda por ejemplo la morfogénesis en

el desarrollo embrionario y la regeneracion y cicatrizacion de heridas [13, 34].

1.5.1.- Resolvina D1

La Resolvina D1 (RvD1) es un lipido especializado pro-resolutivo (SMP), que
deriva del acido docosahexaenoico (DHA). Este actla como un potente
antiinflamatorio cuya accion sobre el sistema, promueve la proteccion de organos y
la reparacion tisular. Los SPM tienen la caracteristica de reducir agentes
proinflamatorios como leucotrienos, prostaglandinas y citoquinas proinflamatorias,

entre otros. La RvD1, es capaz de unirse a los receptores ALX/FPR2, los cuales estan
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asociados a proteinas Gi, estos tienen como funcion la inhibicion de las enzimas
adenilato ciclasa, fosfolipasa C, A2 y D. La inhibicion de la fosfolipasa C interfiere
en toda la ruta de sintesis de factores transcripcionales pro- inflamatorios, por
ejemplo, la inhibicion de la fosforilacion de ERK1/2 y la inhibicion del factor NF-kB
[35]. Recientemente, un estudio demostré que la RvD1 via ALX/FPR2 disminuye la
expresion de citoquinas IL6, MCP-1 y TNF- alfa, en procesos proinflamatorios
gatillados por Ang Il y/o LPS en FC de rata adulta y disminuye la adhesion de células
mononucleares de bazo (Linfocitos y monocitos) a FC inducidos por Ang Il [18]. La

figura 6, muestra el efecto de la RvD1 al unirse a su receptor principal ALX/FPR2.
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Figura 5. Efecto de la RvD1 al unirse a los receptores FPR2, promoviendo a supervivencia celular mediante la
liberacion de Ca2+, activacion de ERK1/2 y PI3K o bloqueando el TNF-a, asi como también la caspasa-3. (Tylek
K, et al. 2021) [36].

Tomando todos estos antecedentes destacamos el potencial inflamatorio de

la Ang Il y su capacidad para producir senescencia en variedad de células mediante
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la activacion de diversos receptores. También se destaca la importancia de la
senescencia aguda como un mecanismo de respuesta frente a una injuria donde esta
juega un rol de suma importancia en la curacion de heridas, reparacion de tejidos y
proteccion contra tumorigenesis y asi también que su mantencion promueve un
estado proinflamatorio que si no se controla conlleva al desarrollo de gran variedad
de enfermedades asociadas a la edad como fibrosis cardiaca. Estos antecedentes nos

permiten postular la siguiente hipotesis
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2.- HIPOTESIS

Resolvina D1 modula el SASP y disminuye el niUmero de células senescentes inducidas

por Ang II.

3.- OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la Resolvina D1 altera el SASP y disminuye el nimero de células

senescentes inducidos por Ang Il en fibroblastos cardiacos

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Demostrar que la Ang Il induce senescencia de fibroblastos cardiacos

4.2 Demostrar que Resolvina D1 disminuye el niumero de células senescentes

inducidas por Ang Il

4.3. Demostrar que la Resolvina D1 modula el SASP de fibroblastos cardiacos

senescentes inducidos por Ang ll.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Reactivos

Para el desarrollo de esta memoria de tesis se utilizaron los siguientes
reactivos: Suero fetal bovino (FBS), tripsina/EDTA, medio de cultivo DMEM/F12 y
compuestos organicos e inorganicos fueron adquiridos en Merck (Darmstadt,
Germany). Estandar de peso molecular fue adquirido en MaestroGen (Hsinchu City,
Taiwan). Reactivo para quimioluminiscencia Clarity Max™ Western ECL fue adquirido
en Bio-Rad (cdd. 1705062) (Italy). Material de plastico estéril fue obtenido en
Corning Inc. (New York, NY).

Anticuerpos primarios p53 mouse (cdd. #2524), p-p38 rabbit (cod. #4511),
p38 MAPK antibody (cod. #9212), p-Rb rabbit (céd. #8516), B-tubulin (cod. #2146),
Histona, Anticuerpos secundarios Anti-mouse (cod. #7076) y Anti-rabbit (cod.
#7074), y Kit de B-galactosidasa (#9860S) fueron adquiridos en Cell Signaling
Technology Inc. (MA, EEUU). Anticuerpo primario p21 (#sc-6246) mouse fue
adquirido en Santa Cruz Biotechnology Inc. (Texas, EEUU). Reactivo RvD1 (Resolvina
D1) (cod. 10012554). Angiotensin Il human (A9525-1MG), Doxorrubicin (D1515) y
Reactivo Bradford (B6916-500mL) adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Colagenasa tipo Il (CAS No. 9001-12-1) y Trypan blue (15250-061) adquiridos en Life
Technologies Corporation (CA, EEUU).

5.2.- Modelo animal

Ratas Sprague-Dawley machos adultos de 6-8 semanas de vida (200-300g),
obtenidas desde el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de
la Universidad de Chile. El manejo de dichos animales se llevara de acuerdo con el

protocolo establecido por el comité de bioética de la facultad.

5.3.- Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardiacos

Las ratas macho adultas Sprague-Dawley fueron anestesiadas con una solucion de

ketamina-xilacina (2:1) en forma intraperitoneal para luego extraer el corazon bajo
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condiciones de asepsia empleando una toracotomia bilateral. Los FC se aislaron
desde los ventriculos izquierdos procesando el corazén por molienda mecanica y
sometiendo el tejido resultante a dos procesos de digestion enzimatica (colagenasa
tipo 1), el primero de 45 min, inactivando la solucion de digestion, trascurrido ese
tiempo y colocando una solucién de digestion nueva para un segundo ciclo de
digestion enzimatica de otros 45 minutos. Las soluciones obtenidas fueron
centrifugadas a 30 rcf por 2 min, se tomd el sobrenadante el cual se centrifug6 a
120 rcf por 10 minutos del cual se extrajo el pellet celular. Este fue re-suspendido
en medio DMEM-F12 suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%,
posteriormente, este medio se sembrd en placas de cultivos de 100mm,
manteniéndose en un ambiente con aire/C02 95%/5% y 100% humedad a una
temperatura de 37°C. Transcurridas 24 horas, las células se lavaron dos veces con
PBS 1X estéril y se les adiciono FBS 10% fresco, ademas de eso se realiz6 un re-
suspendido con el medio antiguo, luego este medio se tomo y centrifugd a 120 rcf
por 10 minutos, el pellet obtenido se re-suspendié en medio FBS 10% fresco y se
sembro en placas de 100mm. Por 7 dias a las células se les realizaron cambios de
medios de manera frecuente para asegurar su correcta proliferacion, hasta llegar a

un indice de confluencia cercana al 100% (6-7 dias).
5.4.- Pasaje celular

Conseguida la confluencia necesaria, las células fueron lavadas 3 veces con
5mL de PBS estéril, posteriormente las células fueron tripsinizadas, con 1,5mL de
tripsina 1X al 0.05% por 5 minutos para la obtencion de los FC. Transcurrido ese
tiempo, la tripsina se inactivo con un total de 4ml de FBS 10%. El conteo de células
vivas totales se realizé en una camara Neubauer con microscopio 6ptico, mediante
la tincidn por azul de tripan. Los FC se sembraron en placas de cultivo de 60 mm con
un total de 250.000 células por placa para su posterior estimulacion por los tiempos
respectivos, después del cual se realizo la extraccion con buffer de lisis y se efectud
la cuantificacion proteica mediante la técnica de Bradford. Los FC también se
sembraron FC en placas de 6 pocillos de 35mm cada uno con un total de 60.000
células por placa para el posterior analisis de su actividad B-galactosidasa asociada

a senescencia.
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5.5.- Western Blot

Las placas de 60mm que contenian la siembra de células, se sometieron a 3
ciclos de lavados con PBS no estéril 1X frio. Posteriormente se adicionaron 50uL de
buffer de lisis y se raspdé suavemente la placa con una espatula plastica limpia para
la obtencion del lisado celular, el cual se recolectd en tubos de Eppendorf de 1,5mL
y luego se centrifugd a 15.000 rpm por 10 minutos con la centrifuga previamente
preparada a 4°C. Se traspasa el lisado a otro tubo de Eppendorf descartando asi el
pellet y procediendo a realizar la cuantificacion de la concentracion proteica
mediante el método de Bradford. Posteriormente al lisado celular se le adiciond
buffer de carga 4X equivalente a 1/3 del volumen total del lisado celular y se calento

a 100°C por 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.

Las proteinas se separaron por su masa mediante el uso de la electroforesis
en geles de poliacrilamida preparados a partir de wuna solucion de
acrilamida/bisacrilamida. La concentracion del gel varié segin el peso molecular de
las proteinas de interés, y las concentraciones del gel concentrador se mantuvieron
constante al 5% mientras que para el gel resolutivo se utilizaron las concentraciones
de 8% y 15% segln necesidad. Se adicionaron volimenes equivalentes a 30ug de
proteina por carril, la electroforesis se realizd en un buffer de electroforesis
(compuesto de Tris base, glicina, SDS, agua destilada, ajustada a un pH:8.3), a un
voltaje constante de 80 voltios y un amperaje de 120 miliamperios por 3 horas
aproximadamente (el tiempo es variable). Finalizada la electroforesis las proteinas
separadas en el gel se transfieren una membrana de PVDF de 0.22uM de poro, esto
se realiza en un buffer de transferencia (compuesto de Tris base, glicina y agua
destilada) durante 960 minutos (16 horas) a un amperaje constante de 100

miliamperios y a un voltaje de 120 voltios.

Una vez las proteinas han finalizado su transferencia a la membrana, esta se
tine con rojo ponceau para observar cualitativamente si la carga de proteinas es
equivalente en cada uno de los carriles que se transfirieron correctamente a la
membrana. Posteriormente la membrana se lava con TBS 1X/tween 20 para sacar el
exceso de rojo ponceau y se procedioé a realizar el bloqueo de la membrana con
leche descremada al 5% (p53 y p21) y BSA 5% (p-p38 y pRb) durante 1 hora.

Transcurrido el tiempo se incubaron los respectivos anticuerpos primarios (Host
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Mouse: p53 1:1000; [Host Rabbit: p21 1:1.000; p-p38 1:1.000; pRb 1:2.000]) durante
una noche completa a 4°C. Posteriormente se lavaron las membranas en 3 ciclos de
10 minutos con TBS 1X/Tween 20 y se incubaron durante 120 minutos a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti-rabbit (1:5.000) y anti-mouse (1:5.000)
en TBS 1X/Tween 20 dependiendo de la proteina de interés (Anti-Rabbit: pRb, p21
y p-p38; Anti-Mouse: p53).

1. Trascurrido el tiempo de incubacion, las membranas son lavadas en 3 ciclos
de 10 minutos, una vez finalizado los lavados se procede a realizar la
inmunodeteccion de las proteinas, las membranas fueron incubadas en una
solucion de luminol del kit Clarity MaxTM Western ECL Substrate y la
deteccion se realizo a partir de un analizador de imagen (syngene G: BOX
chemi XTS; Reino Unido) y el software Image Studio Digits Ver 5.2. Los niveles
de proteinas fueron cuantificados mediante este software y normalizados
respecto a la B-Tubulina como control de carga, expresando los resultados

como veces sobre el control.

5.6.- Ensayo de SA-B-Galactosidasa

Se procedio previamente a descongelar el kit de B-Galactosidasa y se
prepararon las soluciones de fijado y tinciéon (pH:5.9-6.1). La solucion de fijado se
preparé mezclando, 100uL de solucion Fixative 10X con 900uL de agua miliQ por
pocillo a fijar, y la solucion de tincidn se preparé mezclando solucién staining 93uL,

solucion X-gal 50uL, solucion A 10uL, solucion B 10ul y agua miliQ 837uL por pocillo.

A las placas a trabajar se les retiré el medio de cultivo y se lavd en 3 ciclos
con 1mL de PBS 1X filtrado y frio. Se adiciono solucion de fijado por pocillo durante
10 minutos a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo, las placas se lavaron
con PBS 1X FF 3 veces y se adiciond solucion de tincion y se dejo en incubacién en
ausencia de Co2 durante 24hrs. Transcurrido el tiempo se retird la solucion de
tincion y se realizaron 3 ciclos de lavado con PBS 1X FF, se dejo con 2mL de esta
ultima solucion a cada pocillo y se procedio a su observacion por microscopia para

su cuantificacion y obtencion de area celular.
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El conteo celular se realiz6 a partir del software Pixit Pro junto al
microscopio, las células fueron fotografiadas para su posterior obtencion de area y
analisis mediante el software ImageJ. Se contaron un promedio de 600 células por
placa y el criterio de positividad fue el de la coloracion azul de su nicleo y que el
area fuera 1.5 veces mayor al promedio. El resultado se expresé como células

positivas sobre el total de células contadas

5.7.- Medicion de SASP

Los FC senescentes provenientes de placas tratadas con/sin Ang Il por 72
horas, fueron privados de suero, quedando en medio DMEM/F12 fresco. 1 h después
se estimularon con PBS, RvD1, por 48 h y pasado este tiempo, los medios de cultivo
de cada placa fueron recolectados en tubos eppendorf y centrifugados a 10.000 rpm
durante 15 min. Los sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a -80°C hasta

su analisis.

El perfil de citoquinas secretados por los FC fue medido mediante ensayo
LUMINEX del medio de cultivo utilizando el kit multiplex (RECYTMAG-65K/MILLIPLEX
MAP Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El kit fue disenado para medir un perfil de citoquinas
en las que se incluyen Il-1beta, IL-5, IL-6, IL-10, MCP-1 y TNF-a. Los niveles de
citoquinas se midieron en el equipo Luminex 200 system, Multiplex Bio-Assay. La
cuantificacion se realizo basandose en curvas estandar para cada citoquina: IL-6:
73.2-300.000 pg/mL, IL-10: 7.3-30.000 pg/mL, MCP-1: 29.3-120.000 pg/mL y TNF-a:
2.4-10.000 pg/mL. Los valores se normalizaron respecto a la cantidad de proteina

total y fueron expresados en pg/mg proteina.

5.8.- Analisis estadistico

Se utilizé t-test (2 grupos) o ANOVA (3 grupos) dependiendo de los grupos
experimentales, en funcion de los resultados del test Shapiro Wilks, se procedié a
realizar un test de Levene para evaluar la dispersion de las variantes, posteriormente

se realizaron comparaciones multiples para analizar la significancia entre grupos
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experimentales utilizado el test de Tuckey o Dunn para datos paramétricos o no
paramétricos respectivamente. Se consideré una diferencia estadisticamente
significativa con un valor de p<0.05. Se utilizé el programa GraphPad Prism 9 para

realizar el analisis estadistico completo de todos los resultados.

6.- RESULTADOS

6.1.- Efecto senescente de la Ang Il

Actualmente, hay evidencia de que la Ang Il puede inducir la senescencia en
células, pero se desconoce la ruta de activacion de la senescencia celular con
exactitud sobre los FC. Para poder dilucidar un poco mas esta incognita se evaluo el
efecto de la Ang Il sobre FC de rata. Los FC previamente aislados fueron estimulados
con 1 pM de Ang Il durante 0 a 2 horas; y también por 72 horas, trascurrido ese
tiempo se midio p-p38. Ademas, después de las 72 horas se midieron p53, p21, pRb
y p16. Ademas de esto, se realizo un ensayo de actividad SA-B-galactosidasa a las 72
horas. Todos estos marcadores fueron evaluados con el fin de evaluar la senescencia

de los FC y comprender ciertas caracteristicas de este estado celular.

La figura 6A, muestra los resultados obtenidos a tiempos cortos, posteriores
al estimulo con Ang Il, se logra observar que el aumento temprano de la proteina p-
p38 es a los 30 minutos de su estimulo decayendo su actividad significativamente a
las 2 horas. Por otro lado, la figura 6B muestra los resultados obtenidos a las 72 horas
de estimulo con Ang Il; en ella se observa que no se presenta un aumento
significativo en la proteina p-p38, es decir, no hay una diferencia estadisticamente

significativa con respecto al control contra las células tratadas con Ang Il.
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Figura 6A. Efecto de la Ang Il sobre la expresion de p-p38. Efecto de Ang Il 1 ug/mL a 15 minutos, 30 minutos,
1 hora y 2 horas. Resultado expresado como veces sobre control 0, utilizando beta tubulina como control. Se

muestra una figura representativa y el analisis grafico respectivo (n=3)
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Figura 6B. Efecto de la Ang Il sobre la expresion de p-p38. Efecto de Ang Il 1 pg/mL 72 horas. Resultado
expresado como veces sobre control 0, utilizando beta tubulina como control. Se muestra una figura

representativa y el analisis grafico respectivo. (n=5)
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Con respecto a la proteina p53, en la figura 7, se muestran los resultados
obtenidos a las 72 horas. En ella se puede observar que a este tiempo el tratamiento
con Ang Il no presenté un aumento significativo de la proteina p53, respecto del

control 0y 72 horas.

Con respecto a la proteina p21, en la figura 8 se muestran los resultados
obtenidos a las 72 horas. En ella se puede observar que al tiempo de 72 horas no

existe un cambio significativo entre los grupos experimentales para la proteina p21.

Con respecto a la proteina pRb, en la figura 9 se muestran los resultados
obtenidos tras 72 horas de estimulo con Ang Il. En ella se puede observar que la
proteina pRb exhibe una clara disminucion en la expresion de la proteina ya sea en
la condicion control de 72 horas; y en aquella tratada con Ang Il. Sin embargo, no se
observa diferencia entre los niveles de fosforilacion entre Ang Il y su control de 72

horas.

Finalmente, con respecto de la actividad SA-B-Gal en la figura 10 se muestran
los resultados obtenidos en un ensayo de actividad SA-B-Gal donde se compard un
control a un tiempo de 72 horas contra un estimulo de Ang Il por 72 horas. Los
resultados muestran un claro aumento en la actividad SA-B-Gal por parte del
estimulo con Ang Il, en contraste con el control obteniendo una diferencia

significativa en el aumento de la actividad SA-B-Gal.
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Figura 7. Efecto de la Ang Il sobre la expresion de p53. Efecto de Ang Il 1 pg/mL a 72 horas. Resultado
expresado como veces sobre control 0, utilizando beta tubulina como control (n=5).
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Figura 8. Efecto de la Ang Il sobre la expresion de p21. Efecto de Ang Il 1 pg/mL a 72 horas. Resultado

expresado como veces sobre control 0, utilizando beta tubulina como control (n=3).
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Figura 9. Efecto de la Ang Il sobre la expresion de pRb. Efecto de Ang Il 1 pg/mL a 72 horas. Resultado
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Figura 10. Efecto de la Ang Il sobre la actividad SA-B-Gal. Efecto de Ang Il 1 pg/mL a 72 horas. Resultado

expresado como células positivas sobre total de células *p<0,05 (n=4) grado de aumento de las fotos x10 con

microscopio Nikon eclipse Ts2R.
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6.2.- Efecto de la Ang Il sobre la inducciéon de un perfil SASP desde

fibroblastos cardiacos senescentes

Para evaluar si la Ang Il es capaz de inducir un secretoma proinflamatorio
en las células, los FC fueron estimulados con Ang Il por 72 horas. Transcurrido este
tiempo, el medio de cultivo en el cual se encontraban las células fue extraido y
centrifugado, para luego ser alicuotado y sometido a un ensayo multiplex luminex
con la finalidad de detectar y cuantificar simultaneamente una amplia variedad de
citoquinas y proteinas secretadas. En este caso se midieron las citoquinas IL-18, IL-
6, IL-10, IL-5 y TNF-q; y la quimioquina MCP-1.

La figura 11, muestra los resultados obtenidos a partir del ensayo multiplex
luminex de nuestro medio de cultivo celular. En ella se puede observar un aumento
significativo en comparacion al control en las citoquinas IL-18, IL-6, IL-10 y TNF-a.
Todas estas interleuquinas son de caracter proinflamatorio cuyo aumento indica una
clara induccion de un estado proinflamatorio en las células, en contraste a esto, la
IL-5 y la quimioquina MCP-1 no tuvieron un aumento significativo en comparacion al

control.
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Figura 11. Efecto de la Ang Il en la induccion de un SASP proinflamatorio. FC de rata adulta fueron estimulados
con Ang Il 100 nM por 72 horas. Los valores de IL-18 se obtuvieron en pg por pug de proteina de cada muestra A,
Los valores de IL-6 se obtuvieron en pg por ug de proteina de cada muestra B, Los valores de IL-10 se obtuvieron
en pg por ug de proteina de cada muestra C, Los valores de IL-5 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada
muestra D, Los valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por ug de proteina de cada muestra E, Los valores de TNF-
a se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra F. Resultados expresados como pg sobre ug de

proteina. *p< 0,05; **p< 0,01(n=3).

6.3.- Efecto de Resolvina D1 sobre la senescencia inducida por Ang Il

Para evaluar si la RvD1 es capaz de detener y/o eliminar la senescencia
inducida por Ang Il, se estimularon FC con Ang Il por 72 horas. Transcurrido este
tiempo se realiz6 un lavado y se estimuld con RvD1 1 pg/mL por 48 horas danto un

total de 120 horas experimentales. Estas células fueron sometidas a un ensayo de
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Senescens Cells/Total Cells

actividad SA-B-Gal, y otro grupo fue sometido a la identificacion de la proteina del

p-Rb mediante western Blot.

La figura 12, muestra el efecto del estimulo de la Ang Il sobre FC en la

actividad SA-B-Gal donde se observa un claro aumento de esta actividad respecto de

la condicion control. Asi mismo, en esta figura 12 se observa el efecto de la RvD1

sobre la actividad SA-B-Gal, mostrando que el tratamiento con RvD1 posterior a un

estimulo de Ang Il por 72 horas es capaz de detener el aumento de la actividad SA-
B-Gal en FC de rata adulta.
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Figura 12. Efecto de la RvD1 sobre la actividad SA-B-Gal inducida por Ang Il. Efecto de RvD1 1 pg/mL posterior

a 72 horas de estimulo con 1 pg/mL de Ang Il. Resultado expresado como células positivas sobre total de células
*p < 0,05; ##p< 0,001; ##p < 0.0001 (n=4).

Con respecto a la proteina pRb, en la figura 13, se muestran los resultados

obtenidos tras 72 horas de estimulo con Ang Il y el posterior tratamiento con RvD1.

En ella se puede observar que la proteina pRb no muestra diferencias respecto de la

condicion con Ang Il y la condicion con RvD1 respecto de la condicion control.
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Figura 13. Efecto de la RvD1 sobre sobre la expresiéon de pRb en FC senescentes inducidos por Ang Il. Efecto
de RvD1 1 pg/mL posterior a 72 horas de estimulo con 1 pg/mL de Ang Il. Resultado expresado como veces sobre

control 0, utilizando beta tubulina como control (n=3).

6.4.- Efecto de Resolvina D1 sobre la modulacion del SASP

Para determinar si la RvD1 es capaz de modular el SASP, los FC fueron
estimulados con Ang Il por 72 horas, transcurrido este tiempo las células fueron
estimuladas con RvD1 por 48 horas dando un tiempo experimental total de 120 horas.
Posterior a este tiempo el medio de cultivo en el cual se encontraban las células fue
extraido y centrifugado, para luego ser alicuotado y sometido a un ensayo multiplex
luminex, donde se midieron las mismas citoquinas y proteinas que en el caso

anterior.

La figura 14 muestra los resultados obtenidos a partir del ensayo multiplex
luminex de nuestro medio, se puede observar que en el caso de la IL-18, IL-6, IL-10
se logro una disminucion significativa con respecto a la Ang Il, mas no se ve una
disminucion en el caso de la MCP-1 y TNF-a. En ningln caso la RvD1 fue capaz de

reducir los niveles de las citoquinas medidas por si sola.

38



IL-1b pg/protein ug

ILE pg/protein ug

IL-1b
B IL6 C
# #Ht IL10
| #
*ok N
% ” | | g
* % #
0.6 40 1.5 I 1
l | | *% #
o o  —
3 30 L -
0.4- 3 s 1.0-
B 20 g
3 2
0.2 o o 0.5-
@ q0- -
= 2
0.0- . I 0- T T 0-0° C A R R+A
C A R RtA C A R R+A
E F
MCP1
IL5 TNFa
80+ 0.15-
* o
=3 g’ *
] 'S 0.10-
o =
L (=]
£ 40 T = -
o 2 T
5  0.05-
o 204
3] >
= =
I T 0- , , 0.00- , ,
c A R R+A c A R R+A c A R R+A

Figura 14. Efecto de la RvD1 sobre la secrecion de citoquinas proinflamatorias de un SASP inducido por Ang
Il. FC de rata adulta fueron estimulados con Ang Il 100 nM por 72 horas posteriormente fueron tratadas con RvD1
100 nM. Los valores de IL-1B se obtuvieron en pg por ug de proteina de cada muestra A, Los valores de IL-6 se
obtuvieron en pg por ug de proteina de cada muestra B, Los valores de IL-10 se obtuvieron en pg por pg de
proteina de cada muestra C, Los valores de IL-5 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra D, Los
valores de MCP-1 se obtuvieron en pg por pg de proteina de cada muestra E, Los valores de TNF-a se obtuvieron
en pg por pg de proteina de cada muestra F. Resultados expresados como pg sobre ug de proteina. ‘p<0,05;

“p<0,01; "'p<0,001; #p<0,05; #p<0,01 (n=3).
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7.- DISCUSION

El proceso de senescencia celular como bien ha sido descrito es un arresto
estable del ciclo celular, el cual puede ser programado en etapas tempranas, como,
por ejemplo, para reparar alguna herida o bien puede ser de naturaleza no
programada o inducida por estrés oxidativo o alglin agente externo que influya en el

desarrollo de esta condicion.

En este trabajo se utilizo la Ang Il como agente inductor de senescencia
en FC de rata adulta. Como bien sabemos la senescencia celular esta implicada a
muchos procesos patologicos; y uno de los principales efectores de la senescencia
es el SASP ya que este fenotipo esta ligado a diversos factores inflamatorios que
perpetUan el estado senescente en las células que circundan a las senescentes
iniciales, aumentando el grado de dafo al tejido de una manera croénica. En su
conjunto, cuando consideramos todo esto podemos darnos cuenta de que las células
senescentes son responsables de gran variedad de patologias asociadas al
envejecimiento; y si bien es cierto, en este trabajo el enfoque de estudio fue el
comprender el rol de la Ang Il en la senescencia de FC, es bien conocido que estas
células se asocian al desarrollo de patologias de caracter cardiovascular, y como
bien se ha descrito, esta condicion tienen una fuerte asociacion a la fibrosis
cardiaca, patologia donde cuyo avance conduce al desarrollo de insuficiencia
cardiaca y posteriormente a un aumento en la probabilidad de muerte [37], donde

le FC juega un papel central.

El comprender como funciona la maquinaria interna para el desarrollo de la
senescencia celular ha tomado relevancia en los ultimos afos. Esto se debe a que
las patologias que estan relacionadas con la senescencia tienen altos indices de
mortalidad no solo a nivel nacional, sino que global; por esta razon, la senescencia
celular se ha centralizado en estudios que buscan responder las incognitas que lleven
al desarrollo de tratamientos terapéuticos efectivos contra esta condicion. Si bien
actualmente hay una gran variedad de estudios y publicaciones que denotan
resultados sobre la senescencia en FC, aln falta por comprender la gran gama de
mecanismos y estimulos que gatillan la senescencia en los FC, mas aun también se
necesita el desarrollo de distintas técnicas y herramientas para la oportuna

deteccion de esta.
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En este trabajo se estudio y se demostro el efecto de la Ang Il el cual es un
estimulo capaz de producir senescencia en los FC, ademas de esto se presento a la
RvD1 como una posible opcion para revertir y/o disminuir el proceso senescente

gracias a su potencial antiinflamatorio que afectaria directamente al SASP.

Estos resultados demuestran que el estimulo con Ang Il fue capaz de inducir
la senescencia de los FC en un modelo in vitro. Esta senescencia se caracterizo
principalmente por un aumento de la SA-B-Gal, el cual es la técnica Gold estandar
para la deteccion de senescencia, ademas de esto, muchas proteinas que son
conocidos marcadores de senescencia se vieron afectados como el pRb el cual sufrio
una disminucion en su fosforilacion, lo cual nos indica una clara senal de detencion
del ciclo celular, un hecho caracteristico en la senescencia celular. Otro punto
importante por considerar es la temprana activacion de la p-p38 y también la
inactivacion de la p53 a un tiempo de 72 horas. Se ha demostrado que muchas de
estas proteinas se activan de manera temprana como un efecto gatillante de la
senescencia. En este sentido se ha hipotetizado que la p53 se activa de manera
parcial en las células senescentes, en un tiempo suficiente para poder activar genes
de transcripcion asociados a senescencia como por ejemplo la CDKN1 la cual codifica

para la proteina p21 [38].

Estos resultados seran discutidos en comparacion a lo encontrado en la

literatura.

7.1.- Efecto de la Ang Il sobre fibroblasto cardiacos de rata

Como bien se sabe el efecto de la Ang Il ha sido estudiado ampliamente en
nuestro laboratorio en lo que respecta a sus efectos sobre FC, pero alin quedan
incégnitas sobre su comportamiento con relacion a los FC y senescencia; sin
embargo, en la actualidad hay diversos estudios que nos sirven de guia para
comenzar a comprender que efecto tienen la Ang Il sobre las células de FC y su

relacion con la senescencia.

En este trabajo la estimulacion con Ang Il durante 72 horas, efectivamente
indujo la senescencia en los FC de rata adulta, esto se ve principalmente por el

aumento de la SA-B-Gal y se corrobora con la disminucion de la proteina p-Rb.
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Adicionalmente, también se estudio la proteina p21 y los resultados mostraron que
sus niveles de expresion no variaron con respecto a un control de 72 horas. Por otro
lado, en una serie de estudios y modelos recopilados por Osorio el al, (2022), se
explica y detalla que en un modelo de rata in vivo, el corazén de la rata a fue
infundido con Ang Il; y los resultados arrojados indican un aumento de la proteina
p53 y p21 a los 7 dias [39]. Del mismo modo, en un trabajo in vitro realizado en el
Laboratorio de Farmacologia Molecular de la Facultad Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile, se demostré un aumento significativo en
la proteina p53 a un tiempo de 24 horas de estimulo con Ang Il y de la proteina p21
al mismo tiempo de estimulo, dando a entender que la activacion de dichas vias se
dan a tiempos tempranos [12]. En otro modelo de insuficiencia cardiaca in vivo, el
corazon de la rata fue estimulado con Ang Il a través de una infusion por Mini bombas
osmoticas durante 4 semanas. Las muestras de corazon presentaron un claro
aumento de los niveles de expresion de p21 y p16; ademas de un aumento de la
actividad SA-B-Gal. Este resultado se correlaciona con el aumento de citoquinas
proinflamatorias del secretoma, ya que el SASP segrega todas estas sustancias con
la finalidad de perpetuar el estado senescente. En este mismo trabajo se aislaron
FC los cuales antes de los estimulos se les privo de suero por 24 horas en un medio
de cultivo con 1% de suero, luego de esto los FC se trataron con solucién salina o Ang
Il durante 48 horas, transcurrido este tiempo las células se estimularon con DMSO o
navitoclax durante 72 horas. Los resultados, mostraron que Ang Il aumento la
actividad SA-B-Gal y este efecto fue contrarrestado por navitoclax demostrando que
la Ang Il es un claro inductor de la senescencia en FC corroborando los resultados

obtenidos en esta memoria [40].

Nuestros resultados difieren de los encontrados en la literatura con respecto
al aumento de las proteinas, pero, aunque esto se puede deber a que la Ang Il activa
la senescencia celular a tiempos tempranos, lo suficiente para el reclutamiento de
genes transcripcionales que son capaces de mantener este estado senescente. Sin
embargo, nuestros resultados analizados en la figura 12 con respecto a la actividad
SA-B-Gal se ven corroborados y fortalecidos respecto a la literatura, donde se ve una
clara prevalencia de la SA-B-Gal en la estimulacion con Ang Il tanto a 72 como a 120
horas, y también en la figura 11 donde vemos un aumento claro de las IL-1B, IL-6,

IL-10, TNF-alfa, manteniendo el estado proinflamatorio en las células. A este
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respecto, en nuestro laboratorio se demostré que los FC estimulados con Ang Il
evidenciaron un aumento de IL-6, MCP-1 tanto a nivel de mRNA como a nivel de
proteina, y un aumento en TNF-alfa a nivel de mRNA. Aunque en estos experimentos
no se evidencid si Ang Il induce senescencia de los FC. Sin embargo, los resultados
obtenidos en esta memoria de titulo coinciden con los resultados previos del
laboratorio en cuanto al aumento y secrecion de citoquinas inducidas por Ang Il [18].
En su conjunto, los resultados anteriores indican que la senescencia se mantiene en
el tiempo, pero no necesariamente las proteinas marcadoras de senescencia, las
cuales se vuelven a activar a tiempos mas largos como muestran los resultados de
los modelos in vivo descritos anteriormente. A este respecto Schwartz et al; han
indicado que existen un subconjunto de genes inhibidores del crecimiento elevados
al inicio de la senescencia y, por otro lado, una clase distinta de genes involucrados
en el mantenimiento de la senescencia [41]. Estos resultados fortalecen el concepto
de la activacion temprana de p53/p21 y la activacion tardia de p16 ya sea para el

inicio o mantencion de la senescencia.

7.2.- Efecto de resolvina D1 en fibroblastos cardiacos de rata senescente

Las resolvinas son agentes pro-resolutivos con una potente actividad
antinflamatoria derivados de los acidos grasos DHA (RvD) y EPA (RVE) [42]. Un trabajo
previo realizado en el nuestro laboratorio demostro que la RvD1 es capaz de reducir
la inflamacion en FC de rata [43]. Ademas de esto, la RvD1 puede disminuir la
expresion y secrecion de citoquinas en FC senescentes inducidos por Ang Il [44]. La
RvD1 es capaz de ejercer acciones antiinflamatorias a través de la activacion del
receptor FPR2/ALX, logrando una disminucion de los niveles de TNF-a, IL-18, MCP-
1. Esto ha tomado gran relevancia dentro de nuestro campo de estudio considerando
que las células senescentes expresan un secretoma proinflamatorio denominado
SASP, el cual secreta una gran variedad de citoquinas proinflamatorias y debido a la
capacidad de la RvD1 como agente antiinflamatorio, este se ha vuelto un objetivo
de estudio atractivo para su uso en contra del estado inflamatorio permanente que
producen estas células senescentes. Se ha demostrado que la RvD1 reduce el
reclutamiento de neutrofilos, evidenciado por una disminucion en la secrecion de la

proteina quimioatractante MCP-1; y también una reduccion en la adhesion mediada
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por las proteinas ICAM-1 y VCAM-1. Ademas, la RvD1 es capaz de reducir el
reclutamiento de monocitos no flogisticos, asi como también incrementar la

capacidad fagocitica y la diferenciacion de macrofagos de M1 a M2 [45].

Por otro lado, Ademas, trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron
que le RVE1 previene la senescencia de FC de raton inducida por doxorrubicina y por
IL-1beta, por un mecanismo mediado por la proteina NLRP3. Estos resultados fueron
realizados en FC no senescentes, pero apoya el concepto de que la RvD1 puede
atenuar la presencia de células senescentes. Por otro lado, en un reciente trabajo
del laboratorio se demostrd que el lipopolisacarido (LPS, como agonista especifico
del receptor TLR4), induce senescencia en FC; sin embargo, la RvD1 no fue capaz de
reducir la senescencia inducida por LPS. Por otro lado, en este mismo trabajo se
demostré que la autodiferenciacion inducida por el efecto autocrino de TGF-beta 1,
el cual es secretado por los mismos FC; lo que sumado al estrés mecanico dado por
el soporte plastico rigido de la placa de cultivo inducen senescencia de los FC
cultivado en placas rigidas. Sin embargo, el pretratamiento con RvD1 fue capaz de
reducir la senescencia inducida por LPS, asi como también la inducida por el estrés
mecanico y autodiferenciacion. En su conjunto, estos resultados y el nuestro
fortalecen el concepto de que la RvD1 es una buena estrategia para reducir la

senescencia de los FC.

En un modelo de isquemia reperfusion un trabajo demostré que la RvD1 es
capaz de reducir la infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en pulmones
de ratones jovenes [46]. Ademas de esto, disminuyé considerablemente la
infiltracion de PMN en pulmones de ratones viejos y redujo los niveles de PMN en
ratones jovenes sometidos a la isquemia reperfusion [47]. En este trabajo se
demostré que la RvD1 es capaz de modular el SASP disminuyendo la secrecion de
citoquinas proinflamatorias como IL1-8, IL6, IL10, TNF-a, y es capaz de reducir la
SA-B-Gal en FC senescentes inducidos por Ang Il. Si bien la RvD1 no tuvo ningln
efecto sobre la expresion de la proteina pRb, esto puede deberse a que la accion de
la RvD1 es incapaz de reactivar el ciclo celular una vez que este fue arrestado por
la senescencia, lo cual nos da a entender que la RvD1 no elimina las células
senescentes como tal, sino mas bien detiene el proceso senescente en estas células,

actuando como un senostatico. Sin embargo, en un reciente trabajo se demostré que
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la RvD1 reduce el nimero de fibroblastos dérmicos senescentes por un mecanismo
asociado a la induccidn de autofagia. Si este es el mecanismo por el cual la RvD1
disminuye el niumero de FC senescentes inducidos por Ang |l debe ser evaluado en el
futuro. Aunque, por otro lado, en el laboratorio se ha demostrado que los FC
cultivados en ausencia de suero fetal o en presencia de suero menor al 5 % se induce
autofagia. En este sentido, este trabajo se realizo en condiciones de cultivo de suero
al 1%, por lo tanto, se esta trabajando en condiciones de autofagia; aunque se ha
evaluado que en estas condiciones de trabajo la senescencia inducida por falta de

nutrientes es mayor que por la observada en condiciones de suero 10%.

En resumen, en trabajos anteriores en nuestro laboratorio se ha demostrado
que la RvD1 tenia un mayor efecto como tratamiento preventivo de la senescencia,
lo cual siguiere que la RvD1 puede ser usada como tratamiento profilactico para la

senescencia de los FC y la fibrosis cardiaca en ratas.

7.3.- Efecto de resolvina D1 sobre la regulaciéon del SASP

Como bien se sabe la RvD1 posee una gran actividad antinflamatoria lo cual
la convierte en un potencial tratamiento para la regulacion en un SASP
proinflamatorio, si bien el efecto de la RvD1 sobre el secretoma proinflamatorio
inducido por Ang Il no se ha estudiado mucho, hay antecedentes que prueban el
efecto positivo de la RvD1 sobre los mediadores de la secrecion proinflamatoria. En
un modelo de raton con retinopatia diabética la RvD1 disminuy6 la secrecion de IL-
18 y TNF- a en el epitelio corneal [48], ademas en un modelo in vitro de cultivo de
fibroblastos de pulmén humano la RvD1 fue capaz de reducir la secrecion de IL-8,
IL-6 y la MCP-1 inducida por extractos acuosas de humo de cigarrillo [49]. Otro
modelo de ratones con insuficiencia renal inducida por hiperhomocisteinemia fue
tratado con RvD1 y esta disminuyo la escision de la pro-caspasa-1 vy
concomitantemente la secrecion de IL-1B8 [50]. En este trabajo se busco analizar cual
es el efecto que tiene la RvD1 sobre FC senescentes inducidos por Ang Il, la RvD1
fue capaz de reducir las citoquinas proinflamatorias medidas en este trabajo (IL-18,
IL-6, IL-10, IL-5, MCP-1 y TNF-a), con respecto a la Ang Il por si sola, por lo cual
podemos considerar a la RvD1 como un agente pro-resolutivo antinflamatorio que

puede ser utilizado como tratamiento contra la fibrosis cardiaca, pero también es
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necesario considerar que la RvD1 por si sola no redujo significativamente ninguna
citoquina proinflamatoria medida en este trabajo, esto puede deberse a la
naturaleza del receptor y mecanismo de la RvD1 en FC que se vuelven senescentes
por otras vias distintas a la de la Ang Il, asi como también la diferenciacion de los
FC por accién del TGF- secretado por estas mismas y al estrés mecanico producto de
la matriz rigida mencionado anteriormente, cabe considerar que esta discrepancia
con respecto a los resultados obtenidos en los trabajos anteriormente mencionados
puede deberse a diferencias en la concentraciéon de RvD1 utilizada y también al tipo
celular en el que se esta estudiando, otro factor a considerar es el tiempo ya que en
los modelos previamente mencionados, la RvD1 se utilizd como una forma de impedir
la formacion de un SASP proinflamatorio, en otras palabras la RvD1 y la Ang Il fueron
suministradas al mismo tiempo para medir la actividad antinflamatoria de la RvD1,
en cambio en este trabajo las condiciones fueron el uso de RvD1 en FC ya
senescentes inducidos por Ang Il, es decir como posible tratamiento a un estado
celular inflamatorio ya establecido, en el cual, como indican los resultados la RvD1

no tuvo ningln efecto.
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8.- CONCLUCIONES

Considerando los resultados obtenidos en esta memoria se puede concluir que:

1. Angiotensina Il induce senescencia en fibroblastos cardiacos de rata dado por
un aumento en la actividad SA-B-Gal y proteinas marcadoras de senescencia.

2. Angiotensina Il induce un SASP proinflamatorio en FC de rata adulta.

3. RvD1 reduce la secrecion de citoquinas proinflamatorias en un SASP
inflamatorio inducido previamente con Ang II.

4. RvD1 detiene la senescencia de FC inducidos por Ang Il dada la disminucion
de la actividad SA-B-Gal

9.- LIMITACIONES

Dentro de las limitaciones de este trabajo se encuentra el nimero insuficiente
de experimentos que se alcanzaron a realizar dentro del plazo establecido, lo cual
pudo haber determinado que algunos experimentos no dieran estadisticamente
significativos. Ademas de una serie de infortunios que conllevo a la perdida de
variedad de experimentos como contaminaciones y fallas de maquinaria del
laboratorio, considerar también el estrés que sufrieron los FC al ser depositados en
una matriz dura, lo cual favorecia su diferenciacion a miofibroblasto. Finalmente,

falto la evaluacion de proteinas involucradas en la apoptosis.

10.- PROYECCIONES

Dilucidar los mecanismos por los cuales actia la RvD1 en FC senescentes
inducidos por Ang Il, los datos obtenidos de este trabajo fueron de un modelo in
vitro, por lo tanto, es necesario evaluar la efectividad de la RvD1 en un modelo in
vivo para determinar si la RvD1 es util como tratamiento farmacologico contra la

fibrosis cardiaca.
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