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a-SMA: Actina del musculo liso alfa
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RESUMEN

La fibrosis cardiaca hace referencia a una excesiva acumulacion de las proteinas que conforman a la
matriz extracelular. Esta situacién acompafia a diversas patologias cardiacas como el infarto, la
hipertension arterial y a la diabetes mellitus, entre otras. La fibrosis cardiaca es modulada por
diversos factores dentro de los cuales se encuentra al calcio. Actualmente no existe un medicamento
eficaz contra la fibrosis cardiaca limitandose el tratamiento al uso de farmacos como el losartan que
enlentecen su progreso. La pirfenidona es un farmaco que ha sido aprobado para el uso en humanos
por la FDA para el tratamiento de fibrosis pulmonar idiopatica. Estudios en animales también ha
comprobado que su efecto antifibrético se puede extrapolar a otro tipo de fibrosis como la cardiaca.
Aunque diversos trabajos han demostrado que la pirfenidona modifica los niveles de diferentes
moléculas asociadas a la fibrosis como el TNF-a o el TGF-B1, no existen aun trabajos que aborden el
efecto de esta droga en los mecanismos de regulacion del calcio en el fibroblasto cardiaco,
protagonista de esta patologia. Para determinar esto, se usaron cultivos primarios de fibroblastos
cardiacos de rata de la cepa Long-Evans y mediante microfluorometria se estudié el efecto de la
pirfenidona en los mecanismos reguladores de calcio. Los resultados obtenidos muestran que la Ang Il
100nM provoca en los fibroblastos cardiacos la expresion del marcador fibrético a-SMA. Por otra
parte, el tratamiento agudo con pirfenidona no muestra tener efectos en la homeostasis del calcio del
fibroblasto cardiaco tanto en condiciones normales como en condiciones de fibrosis. Los efectos
cronicos de la pirfenidona en los fibroblastos cardiacos en situacion de fibrosis se dan principalmente
por cambios en la actividad de NCX y PMCA, efectos que no se ven en los fibroblastos cardiacos en
situaciones normales. Por otra parte, el losartan también mostré tener efectos en la regulacion del
calcio en los fibroblastos cardiacos en condiciones normales donde se observd que habia una mayor
entrada de calcio por los SOC y tanto en los fibroblastos cardiacos en condiciones normales como en

condiciones fibréticas, modificd la actividad de las proteinas extrusoras.

En conclusion se puede decir que la Ang Il promueve la diferenciacion de fibroblastos a
miofibroblastos. La aplicacién aguda de pirfenidona no provoca cambio en los niveles intracelulares
de calcio mientras que la aplicacién crénica de pirfenidona modula la homeostasis de Ca®* en los

fibroblastos tratados con Ang Il, aumentando la liberacion de calcio, la entrada de calcio a través de



los SOC y la extrusidon del ion. El losartan aplicado de manera crénica modula la entrada de calcio y el

proceso de extrusion del ion en los fibroblastos controles y tratados con Ang II.



INTRODUCCION.

El corazén es un érgano encargado de la distribucidn de la sangre hacia todo el cuerpo. Esto lo logra
gracias al trabajo coordinado que tienen diversos tipos de células en el corazén como los miocitos
cardiacos, las células endoteliales y los fibroblastos. Los miocitos cardiacos son células especializadas
en la contraccién muscular que ocupan el 75% del volumen de todo el corazén aunque, en relacion a
la cantidad, solo son un tercio del total de las células que existen en el corazén (Sabri, 2002). Las
células endoteliales son otro tipo de células que se encuentran en la cara interna de los vasos
sanguineos y de las cavidades del corazén sirviendo como revestimiento. Los fibroblastos por otra
parte, tienen un papel fundamental en la creacion y manutencién de la matriz extracelular y esta,
cuando incrementa su extension de manera anormal recibe el nombre de fibrosis cardiaca (Segura,
Frazier, & Buja, 2012). Este estado puede ser provocado por diversos estados patoldgicos o
actividades que demandan un gran actividad fisica o alteraciones metabdlicas en el corazén, e.g.
hipertension arterial, diabetes mellitus o la practica de la halterofilia. Las consecuencias funcionales
gue puede acarrear la fibrosis cardiaca pueden ser desde inexistentes si el grado de fibrosis es minimo

o bien llegar hasta la insuficiencia cardiaca y la muerte en los casos de fibrosis severa.

Actualmente no existe un tratamiento capaz de frenar o revertir este proceso, sin embargo, si se
cuentan con farmacos que ayudan a que el progreso de la fibrosis sea mas lento. Dentro de estas
opciones terapéuticas se encuentran a los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECASs), betabloqueadores o los bloqueadores del receptor de Angiotensina Il. Estas propuestas de
tratamiento actudan en la via del Sistema Renina-Angiontensina (RAS) como el losartdn o sobre la
inhibiciéon de moléculas profibréticas como el Factor de Crecimiento Transformante Beta -1 (TGF-B1)
dentro de los cuales destaca la pirfenidona (Brilla, Funck, & Rupp, 2000; Edgley, Krum, & Kelly, 2012;
Roubille et al., 2014).

La pirfenidona es un farmaco que fue aprobado para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica
desde octubre del 2014. Este ha sido probado en animales mostrando una eficacia en la reduccién de

la fibrosis cardiaca y disminuyendo la rigidez diastélica (Edgley et al., 2012; Mullard, 2017)



Fibroblasto

El fibroblasto es una célula de origen mesenquimal que se encarga de la creacidn y manutencion de la
matriz extracelular. Morfolégicamente son descritas como células que en general, carecen de una
membrana basal y tienden a tener multiples procesos o extensiones en forma de hoja. Contienen un
nucleo oval (con 1 o 2 nucléolos), un reticulo endoplasmatico rugoso extensivo, un aparato de Golgi
prominente y material granular citoplasmatico abundante (figura 1). Tiene interacciones dinamicas
con el cardiomiocito y mediante un trabajo coordinado, hacen funcionar al corazén como una bomba
suministradora de sangre. Aunque los cardiomiocitos abarcan aproximadamente un 75% del volumen
del tejido cardiaco, con respecto al numero de células, solo representan el 30% mientras que los
fibroblastos son el 70% del total aproximadamente (Vliegen, van der Laarse, Cornelisse, & Eulderink,
1991). La funcién principal del fibroblasto es crear, mantener y ante ciertos estimulos, modificar la
direccion y crecimiento de la matriz extracelular, proceso que se conoce como remodelacion. Si bien,
la principal funcidn que se le ha atribuido ha sido la anteriormente descrita, existe evidencia que
sugiere que también tiene un papel importante en la transmisiéon de sefiales entre las diferentes
células que conforman al tejido cardiaco. Esta transmisidn se logra mediante las conexinas que
mantienen una unidn fisica entre fibroblastos (Cx 40) o entre fibroblastos y cardiomiocitos (Cx 45)
(Kohl, 2005) (Camelliti, 2004). . Los fibroblastos, mediante ciertos estimulos como el del TGF-B1 o la
angiotensina I, pueden diferenciarse a miofibroblastos, un fenotipo con mayor capacidad de
proliferacién, migracion, contraccion (por la presencia de la actina de musculo liso a, a-SMA) y
secrecién de proteinas (coldgeno tipo 1). Esta forma del fibroblasto solo se encuentra en situaciones

patoldgicas en donde existe la presencia de fibrosis.



Figura 1. Fibroblasto cardiaco ventricular. Note que el
fibroblasto cardiaco tiene un eje corto (S) y otro largo (L)
(Burstein, Libby, Calderone, & Nattel, 2008).

Matriz extracelular.

La matriz extracelular es una red de proteinas que mantiene la integridad estructural del tejido
cardiaco y juega un papel importante en la regulacidon directa e indirecta de las propiedades
eléctricas, mecdnicas y bioquimicas del corazén. Multiples sefiales del ambiente extracelular son
transportadas a través de la matriz extracelular las cuales pueden modificar la morfologia, funcion y
fenotipo de las células cardiacas. Los fibroblastos son las células responsables de mantener la
estructura y organizacidon de la matriz extracelular mediante la secrecién y el depdsito de diversas
proteinas como el colageno tipo | y Ill, laminina y fibronectina. Ademas, los fibroblastos secretan
diversas sustancias como factores de crecimiento, citocinas y metaloproteasas que intervienen en la
remodelacion de la matriz extracelular. Cabe destacar que en situaciones no patoldgicas, los niveles

de remodelacion son bajos (Maclean & Pasumarthi, 2014; Segura, Frazier, & Buja, 2014).

Debido basicamente a la capacidad que tienen los fibroblastos de poder remodelar a la matriz extracelular
y de los cardiomiocitos para poder hipertrofiarse o hipotrofiarse, el corazén puede cambiar su estructuray
su funcionamiento para adaptarse a nuevas situaciones, fenémeno llamado remodelacién cardiaca. Estos
cambios pueden ser benéficos como es el caso de la hipertrofia cardiaca provocada por ejercicio

correctamente dosificado, mejorando la funcidn sistdlica y diastdlica o pudiendo ser adversos como es el



caso de la insuficiencia cardiaca (Baudino & Carver, 2006; De Luca, Stefani, Pedrizzetti, Pedri, & Galanti,

2011; Karaahmet et al., 2010; Porter & Turner, 2009; Sun, Ma, Yong, & Lv, 2007).

Fibrosis Cardiaca

Como hemos mencionado antes, la fibrosis cardiaca es una patologia que es subyacente a muchas
patologias cardiacas resultando en una excesiva acumulacién de las proteinas que conforman a la
matriz extracelular. Los fibroblastos, en especial, el fenotipo diferenciado denominado

miofibroblasto, es responsable de este desequilibrio en la remodelacién cardiaca.

Los fibroblastos producen dos tipos de fibrosis, una reactiva y una reparativa. La fibrosis reparativa
mantiene la integridad estructural después de la muerte de los cardiomiocitos, cubriendo el espacio
dejado por estos, mientras que la fibrosis reactiva es una respuesta a la sobrecarga o la inflamacion y
provoca la expansion de la matriz extracelular entre el musculo (MacLean & Pasumarthi, 2014; Yue,

Xie, & Nattel, 2010). Figura 2.
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Figura 2. Diagrama esquematico de la fibrogénesis cardiaca. En respuesta a una variedad de
estimulos, los fibroblastos cardiacos proliferan, se diferencian, sintetizan las proteinas de la matriz
extracelular y producen citocinas inflamatorias que a su vez retroalimentan de manera positiva al
sistema regenerando el proceso de fibrogénesis. La acumulacion de matriz extracelular causa la



fibrosis cardiaca que puede ser reparativa o bien reactiva. Tomado y modificado de (Yue, Xie, &
Nattel, 2011).

En general, la fibrosis en el miocardio es generada por uno o varios de los siguientes factores: una
perfusion anormal el tejido cardiaco, aumento del volumen y presién de las cavidades del corazén y
una predisposicién genética. Estos factores inician vias de sefializacion comandadas por las
catecolaminas, la aldosterona, los péptidos natriuréticos y el sistema renina-angiotensina que activan
a enzimas como la colagenasa, la elastasa o las metaloproteasas que inician el proceso de
remodelacidn cardiaca, generando la fibrosis. La fibrosis favorece a la disfuncion tanto sistélica como
diastdlica y a la aparicidon de arritmias; esto es debido al incremento de la rigidez del tejido,
desacoplamiento contractil, una perfusién alterada y un desacomplamiento eléctrico que conllevan a
una insuficiencia cardiaca y eventos cardiacos adversos provocando la muerte del individuo (Broberg

& Burchill, 2015; Lopez Salazar et al., 2006; Salazar, Miqueo, Lopez, Iraola, & Martinez, 2006)Figura 3.
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Figura 3. Esquema simplificado de la insuficiencia cardiaca. La fibrosis miocardica es generada por la
actividad de algunas enzimas como la colagenasa, la elastasa y las metaloproteinasas 2 y 9 que
degradan a la matriz extracelular y permiten una mayor migracion de los fibroblastos cardiacos los
cuales secretan una cantidad anormal de proteinas que generan una disfuncién en el miocardio,
desarrollando de esta manera, diferentes manifestaciones clinicas que terminan en la muerte
(Broberg & Burchill, 2015).

Diversas sefiales moleculares son generadas por los fibroblastos, los cardiomiocitos o también
aquellas que intervienen en el proceso de reparacién como los macréfagos o monocitos, para activar

vias que desencadenan el proceso de la fibrosis cardiaca. (Kong, Christia, & Frangogiannis, 2014;



Maclean & Pasumarthi, 2014). En la siguiente tabla se resumen a los factores mas importantes que

promueven a la fibrosis cardiaca.

Tabla 1. Factores promotores de la fibrosis cardiaca.
Modificado de (Segura et al., 2014)

TGF-p1 Deposicion de colageno

Diferenciacion de fibroblastoa
miofibroblasto

Aumento de la sintesis de las
proteinas de la ECM.

Inhibicién de la actividad
proteasa degradadora de la ECM.

Sintesis de colageno

RAAS-Ang I Hipertrofiay fibrosis.
Expresién de TGF-f1
Proliferacion de los fibroblastos
Sintesis de colageno

Aumento de la sintesis de las
proteinas de la ECM.

MMPs Degradacion y remodelacién de
ECM.
TNF-a Regulacion de las MMPs

Activacion de los genes de MMPs

El CaZ+ y su papel en la fibrosis cardiaca.

El Ca®* es un ion al cual, en las dltimas décadas, se le ha dado un papel importante como segundo
mensajero puesto que interviene como transductor de sefiales en procesos tan variados como la
excitabilidad, exocitosis, motilidad, apoptosis o transcripcion de proteinas. La diferencia de
concentracion del Ca** entre el interior (100nm) y el exterior (1-2mM) es grande, de 10,000 a 20,000
veces mayor en el exterior que en el interior por lo cual se requiere de sistemas eficaces para
mantener el equilibrio de este ion. Con respecto a su papel en el desarrollo de la fibrosis cardiaca, se
ha demostrado que tiene capacidad para modular la expresidn de proteinas que componen a la
matriz extracelular. En un estudio in vivo, el mibefradil , un bloqueador mixto de canales de Ca*'tipo L

y T redujo la produccién de coldgeno asi como la diferenciacion de fibroblastos en las ratas que



recibieron angiontensina Il (Ang Il) o aldosterona (Ramires, Sun, & Weber, 1998). En otros trabajos, se
ha visto que la proliferacién inducida por Ang Il se ve reducida por la quelacién del Ca** citosélico en
conjunto con una disminucidn de la actividad de la PKC (Olson, Shamhart, Naugle, & Meszaros, 2008)
aunque también se ha visto que solo la quelacidn externa de Ca** por EGTA impide la proliferacion

inducida por sustancia P de los fibroblastos cardiacos de la rata (Kumaran & Shivakumar, 2002).

En otro estudio se observé que la Ang Il puede incrementar la cantidad de Ca*'intracelular en el
fibroblasto cardiaco siendo relevante esto en el desarrollo de la fibrosis cardiaca ya que la Ang Il esta
involucrada en muchos procesos de esta patologia como lo es la sintesis de proteinas, la proliferacion
de los fibroblastos y la expresidn de otras moléculas profibréticas como el TGF-B1 (Dobaczewski,

Chen, & Frangogiannis, 2012; Villarreal, Kim, Ungab, Printz, & Dillman, 1993).

También se ha visto involucrados los sistemas que regulan las concentraciones de Ca** como lo es el
caso del intercambiador Na‘’/Ca™ (NCX). Usando KB-R7943 como bloqueador de NCX se vio
disminuida la movilidad, contraccién y proliferacién de los miofibroblastos cardiacos (Raizman et al.,

2007).

Mecanismos de regulacion del CaZ+ en el fibroblasto.

Existen diversas proteinas tanto en la membrana externa de la célula como en las membranas
internas que funcionan como bombas, canales e intercambiadores para el Ca®* sin contar a las
proteinas que se encuentran en el citosol funcionando como buffer para el Ca’* como la calmodulina.
Como se menciond antes, es de vital importancia mantener la homeostasis del ion debido a que este
juega un papel importante en todos los procesos fisioldgicos de la célula, homeostasis que se logra
por la presencia de estas proteinas. Debido al papel que juega el Ca’* en el proceso de contraccién
muscular, existen muchos estudios que abordan como es que se regula este ion en el cardiomiocito,
célula efectora del proceso de contraccién, sin embargo, no existen muchos trabajos que aborden a
los sistemas que regulan al Ca’* en el fibroblasto cardiaco. Chen y col. en el 2009 usaron a una linea
celular de fibroblastos cardiacos auriculares para su estudio sobre los mecanismos de regulacion de
Ca’* en estas células, describiendo a los canales de Ca** tipo L, los receptores a IP3 y los canales
operados por las reservas de Ca** internas (SOC, por su siglas en inglés: Store Operated Channels)

como los mecanismos que generan un incremento de la concentracidn de Ca’*en la célula, mientras



gue los mecanismos que se encargan de la remocion del Ca’*involucran a la bomba Ca**-ATPasa de la
membrana plasméatica (PMCA), la bomba Ca**-ATPasa del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA) y NCX
(Chen et al., 2009).

Pirfenidona.

La pirfenidona (5-metil-1-fenil-2(1H)-piridona) es una droga sintética aprobada en varios paises para el
tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica Inicialmente el interés por esta droga fue por su efecto
antiinflamatorio, sin embargo, su importante efecto antifibrético redefinid los intereses por este
compuesto (Avila, Osornio-Garduio, Rios-Pérez, & Ramos-Mondragoén, 2014; Fisher et al., 2017; Kim
& Keating, 2015; Schaefer, Ruhrmund, Pan, Seiwert, & Kossen, 2011). Diversos estudios como los de
han demostrado que la pirfenidona puede tener un efecto potencial en el tratamiento de la fibrosis
en diferentes érganos como lo puede ser la fibrosis renal, hepatica y pulmonar (Cho & Kopp, 2010;
Kakugawa et al., 2004; Komiya et al., 2017). Especificamente en el corazén, en un estudio se observé que
la pirfenidona reduce la fibrosis auricular izquierda inducida por la insuficiencia cardiaca congestiva y la
susceptibilidad a desarrollar fibrilacién auricular (Lee et al., 2006). En otro estudio, se evalué la capacidad
de la pirfenidona para limitar la fibrosis posterior a un infarto de miocardio en un modelo de rata con
reperfusidn posterior a la isquemia. El tratamiento con pirfenidona se inici6 1 semana después de la
reperfusidn isquémica y continué durante 4 semanas. Esto resulté en una reduccion del porcentaje del
area de infarto en los tejidos adyacentes. Este resultado se asocié con una preservacion de la funcién
cardiaca (fraccién de eyeccién ventricular izquierda) y una reduccién en la susceptibilidad a las arritmias
ventriculares (Nguyen, Ding, Wilson, Marcus, & Olgin, 2010). Con relacién al Ca2+, en un estudio hecho en
cardiomiocitos adultos de la rata, se encontré que la pirfenidona aumenta la conductancia de los canales

de Ca** tipo L en el cardiomiocitos sin afectar su expresiéon (Ramos-Mondragén et al., 2012).

Su efecto antifibrético parece estar dado por una disminucién de la expresion de TGF-B1, la mas
prominente citoquina profibrdtica, sin embargo, la via exacta aun no estd esclarecida, por lo cual

resulta relevante saber como es que lo logra, lo cual nos lleva a hacer esta investigacion.



JUSTIFICACION

La fibrosis cardiaca es una complicacién de numerosas patologias cardiacas. Se ha demostrado que la
fibrosis intersticial y perivascular provoca una disfuncion sistdlica y diastélica, ademas de que puede
estar implicada en la generacién de arritmias (Salazar et al., 2006). Estas disfunciones miocardiales
pueden generar diversas manifestaciones clinicas que en el ultimo de los casos provocarian la muerte
del individuo. EI Ca** ocupa un papel determinante en la generacién de la fibrosis cardiaca. Los
estudios demuestran que la proliferacidn, diferenciacion, migracién y secrecién de proteinas por
parte del fibroblasto cardiaco son mediadas por el Ca** citosélico. Se ha observado en modelos “in
vitro” que el bloqueo de los canales de Ca®* tipo L disminuye la produccién de coldgeno vy la
diferenciacién mientras que el bloqueo de los extrusores del Ca’* como el NCX inhiben la
proliferacidn, la migracion y la contraccién de proteinas (Dobaczewski et al., 2012; Kumaran &

Shivakumar, 2002; Olson et al., 2008; Raizman et al., 2007; Ramires et al., 1998; Villarreal et al., 1993).

La pirfenidona es un farmaco antifibrético usado el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica, sin
embargo, en ensayos experimentales, también se ha demostrado su potencial terapéutico para el
tratamiento de la fibrosis en diversos érganos dentro de los que se incluye al corazén. Se sabe que es
capaz de inhibir la expresién de varias citocinas inflamatorias como la IL-6, IL-12, TNF-a, interferon-y,
al TGF-B1 y puede eliminar especies de oxigeno reactivas en cultivos de fibroblastos de corazén y
pulmén de rata. También ha demostrado potenciar la actividad de los canales de Ca** tipo L de los

cardiomiocitos (Avila et al., 2014; Ramos-Mondragon et al., 2012).

Tomando en cuenta estos datos, es evidente el protagonismo del Ca** en la fibrosis cardiaca y el
potencial antifibrotico de la pirfenidona en el corazén, por esta razon, en este trabajo queremos
determinar si los mecanismos regulacion del calcio intracelular en los fibroblastos cardiacos pueden

ser modulados por la presencia de la pirfenidona.



HIPOTESIS

La pirfenidona modula los niveles intracelulares de Ca** en los fibroblastos cardiacos.

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos de regulacién del Ca** citosélico del

fibroblasto cardiaco en un modelo de fibrosis “in vitro”.

Objetivos Particulares

1. Generar un modelo de fibrosis “in vitro”.
2. Caracterizar los mecanismos de regulacién de Ca®* citosélico en los fibroblastos cardiacos en el
grupo control y con fibrosis
a. Identificar los mecanismos que generan aumento del Ca** citosdlico.
i. Determinar la SOCE mediante el vaciamiento pasivo del reticulo endoplasmico
al bloquear la actividad de la SERCA.
ii. Determinar la liberacién de calcio del RE por la activacién de los receptores de
IP3 mediante la estimulacion con Ang II.
b. Identificar los mecanismos de remocién de Ca** citosélico.
i. Bloquear la actividad de SERCA y PMCA para determinar la participaciéon del
NCX en la extrusion del calcio citosdlico.
ii. Bloquear la actividad de SERCA y NCX para determinar la participacion de PMCA
en la extrusion del calcio citosdlico.
3. Evaluar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos de regulacién de Ca** citosélico en
los fibroblastos cardiacos
a. Caracterizar el efecto agudo que tiene la aplicacion de pirfenidona sobre los niveles
intracelulares de Ca** en los fibroblastos cardiacos provenientes de la cepa Long-Evans
en el grupo control y con fibrosis.
b. Caracterizar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos que aumentan el Ca**

citosolico en los fibroblastos cardiacos en el grupo control y con fibrosis.



i. Determinar la SOCE mediante el vaciamiento pasivo del reticulo endoplasmico
al bloquear la actividad de la SERCA.
ii. Determinar la liberacién de calcio del RE por la activacién de los receptores de

IP3 mediante la estimulacion con Ang II.

Caracterizar el efecto de la pirfenidona sobre los mecanismos de remocién del Ca®*
citosélico en los fibroblastos cardiacos en el grupo control y con fibrosis.
i. Bloquear la actividad de SERCA y PMCA para determinar la participacién del
NCX en la extrusidn del calcio citosolico.
ii. Bloquear la actividad de SERCA y NCX para determinar la participacion de PMCA

en la extrusion del calcio citosolico.
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MATERIAL Y METODOS.

Animales

Se utilizaron ratas Long-Evans macho de 13 a 14 semanas de edad con un peso entre 250 y 300
gramos. Los animales fueron obtenidos del bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla. El cuidado, manejo y uso de los animales fue de acuerdo con la NORMA oficial

mexicana NOM-062-Z00-1999.

Cultivo de fibroblastos cardiacos
Para el cultivo, cada rata se anestesié con sevofluorano para la extraccidon del corazén. Una vez

extraido, el corazén fue perfundido en un sistema de Langendorff con solucidn tirode normal para
remover la sangre del érgano; mientras tanto, se retiraron los pulmones y el tejido conectivo
circundante del corazén. Luego se colocé al corazén en solucién tirode sin Ca** y se lavé 4 veces con
solucién tirode libre de Ca®* en condiciones de esterilidad para luego retirar las auriculas y cortar en
trozos de aproximadamente 1 mm? los ventriculos cardiacos. La suspensidn celular que se obtuvo fue
incubada a 37°C en solucidn de tirode suplementada con colagenasa (1mg/ml) y proteasa (0.1mg/ml).
A los 35 minutos de incubacidn en agitacidn constante es donde se obtiene la mayor cantidad posible
de fibroblastos y en ese momento se detuvo la accidon enzimatica agregando suero fetal bovino a una
concentracidn final de 10%. Posteriormente el sobrenadante fue recuperado y centrifugado a 400 G
durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla de células fue resuspendida en 8ml de
DMEM, suplementado con suero al 10% para luego ser sembrado en 4 cajas Petri de 35mm. Después
de 3 horas se cambid el medio de cultivo para eliminar a las células que no se adhirieron al fondo de
la caja petri. Las células se mantuvieron en DMEM-FBS 10% a 36°C, CO, 5% hasta el momento de su

uso.

Tratamientos.
Una vez que el cultivo primario alcanzé el 100% de confluencia, los fibroblastos fueron resembrados

en cajas petri con fondo de vidrio de un grosor de 0.18mm y con un area de cultivo de 0.81cm? a una
densidad de 20,000 células/cm?. Un dia después, el cultivo se mantuvo en medio libre de suero por 24
horas para homogenizar la fase celular y posteriormente se trataron a los fibroblastos con los

respectivos farmacos de cada grupo como se describe a continuacion.



Tratamiento con Angiontensina II
Para tratar a los fibroblastos cardiacos con Angiontensina Il, se usé DMEM-FBS 10% y A/A al 1% con

una concentracion de Angiontensina Il al 100nm por 48 horas para inducir la condicidon de fibrosis

(Neub, et.al, 1994; Cheng-Chin, et.al, 2004).

Tratamiento con Pirfenidona
Las células tratadas con pirfenidona fueron puestas bajo la accién de este farmaco en DMEM-FBS 10%

y A/A al 1% a una concentracion de 300uM por 48 horas para estudiar los efectos que tiene sobre los
mecanismos de regulacion del Ca®* citosdlico del fibroblasto cardiaco basados en las dosis
recomendadas por la FDA y diversos estudios que usan a la pirfenidona (Takashi, et.al., 2014; Hilberg,

et.al., 2007; Rubino, et.al., 2009).

Tratamiento con Losartan.
El losartan es un medicamento usado para el tratamiento de la fibrosis cardiaca por lo cual se usé

como control positivo. Las células fueron tratadas con losartan en DMEM-FBS 10% y A/A al 1% a una

concentracién de 1mM por 48 horas (Buford, et.al., 2007)

Tratamiento con Angiontensina Il y Pirfenidona.
Para ver el efecto que tiene la pirfenidona en los fibroblastos cardiacos en estado de fibrosis, se

trataron a las células con Angiotensina Il al 100nM y Pirfenidona al 300nM en DMEM-FBS 10% y A/A al
1%.(Neub, et.al, 1994; Cheng-Chin, et.al, 2004; Takashi, et.al., 2014; Hilberg, et.al., 2007; Rubino,
et.al., 2009).

Tratamiento con Angiontensina Il y Losartan.
Para comparar el efecto que tiene la pirfenidona en los fibroblastos cardiacos en estado de fibrosis

con el efecto que tiene el losartdn sobre estas mismas células, los fibroblastos cardiacos fueron
tratados con Angiontensina Il al 100nM y losartdn al 1mM por 48 horas. (Neub, et.al, 1994; Cheng-
Chin, et.al, 2004; Buford, et.al., 2007).

Tratamiento con Angiontensina II, Pirfenidona y Losartan.
Para determinar si hay un efecto potenciado por el uso de ambos farmacos en los fibroblastos

cardiacos en estado de fibrosis se usé Angiotensina Il al 100nM, Pirfenidona al 300uM vy losartan al
1mM en DMEM-FBS 10% y A/A al 1% por 48 horas. (Neub, et.al, 1994; Cheng-Chin, et.al, 2004;
Takashi, et.al., 2014; Hilberg, et.al., 2007; Rubino, et.al., 2009; Buford, et.al., 2007).



Medicion de la concentracion intracelular del Ca2+.
Las células tratadas fueron lavadas con PBS estéril y luego cargadas con Fluo 4 AM a una

concentracion de 2uM durante 90 minutos a 372C. Después del tiempo de incubacion, los fibroblastos
cardiacos fueron mantenidos en solucidon extracelular normal en un incubador humedo hasta el
momento de su uso. La medicion se hizo con el microscopio invertido Nikon Eclipse-TiU y con el
equipo de medicién de Ca** PTI Delta Ram 814- Photon Technology el cual emite un haz de luz con
una longitud de onda de 480nm, misma que excita al Fluo 4 AM acoplado al Ca®' y que al ser
estimulado, emite un haz de luz con una longitud de onda de 510nm. El equipo capta y transforma las
sefiales luminosas a eléctricas que, traducidas por un convertidor analogo-digital, se convierten en

sefiales digitales que forman a las imagenes captadas por el microscopio.

Inmunofluorescencia
Para determinar el cambio de fenotipo en los fibroblastos se analizd la expresion de la a-SMA, una

proteina que, de acuerdo a la literatura, puede ser usada como marcador de fibrosis (Ramires, Sun, &
Weber, 1998; Yu et al., 2014). Inicialmente, habiamos considerado utilizar la técnica de RT-PCR para
determinar los cambios en los niveles de expresion del mensajero que codificaba tanto para la a-SMA
como para el colageno, sin embardo, decidimos usar la inmunofluorescencia ya que esta nos permite
analizar los cambios en la expresidn final de la proteina, ademas de corroborar su organizacién en
fibras de estrés. Para esto se sembraron fibroblastos cardiacos obtenidos de los cultivos primarios en
cubreobjetos previamente tratados con gelatina al 2%. Posteriormente, se realizd el tratamiento
correspondiente a los fibroblastos cardiacos con Ang Il de la misma manera que con los fibroblastos
usados en el registro de las sefiales de Ca** con microfluorescencia. Una vez hecho esto, las células se
fijaron con Metanol/Acetona 50/50 por 5 minutos a -20°C. Posteriormente se lavé 3 veces cada
cubreobjeto con PBS frio cada 5 minutos. Luego, los cubreobjetos con los fibroblastos fueron
incubados en BSA al 1% por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente fueron incubados
con el anticuerpo de a-SMA policlonal de conejo (1:100) en BSA al 1% por 1 hora a temperatura
ambiente. Pasado esto, se lavaron los cubreobjetos 3 veces con PBS cada 5 minutos y en seguida, se
incubaron nuevamente a los cubreobjetos con el anticuerpo secundario Anti-conejo asociado a
Alexa-Fluor 488 (1:200). Después se lavaron nuevamente a los cubreobjetos con PBS 3 veces cada 5
minutos y se tifieron y montaron en portaobjetos. Los nucleos celulares fueron contratefiidos con

DAPI.



Soluciones
Para la diseccion del corazén se empled solucion tirode con NaCl 140mM, KCI 5.4mM, MgCl, 1mM,

Na,HPO4 1mM, HEPES 10mM, Glucosa 10mM y CaCl, 1.8mM en agua desionizada ajustado a un pH de

7.38. Esta misma solucién pero sin CaCl, 1.8mM se empled para hacer la digestidon enzimatica.

Para llevar a cabo los protocolos de medicién del Ca®* se usé SEN con NaCl 136mM, KCl 4mM, MgCl,
1mM, HEPES 10mM, CaCl; 1.8mM y glucosa 11mM en agua desionizada ajustado a un pH de 7.4 y en
el caso de los protocolos donde se requeria SEN sin Ca®* se agregé EGTA 0.5mM si suplementar con

CaC|2.

Analisis estadistico.
Los resultados son presentados mediante el valor de la media * error estandar de la media. Para

comprobar la existencia de diferencias entre dos grupos se realizé la prueba T de Student no pareada.
Para comprobar la existencia de diferencias de dos grupos con respecto a un control se usé un
ANOVA. Se considerd una diferencia significativa cuando el valor de p <0.05. En los graficos se denota
el nimero de animales utilizados como “N” y el numero de células registradas como “n”. El software

Imagemaster, Image J y GraphPad se usaron para el analisis de los datos.



RESULTADOS.

Para determinar si el tratamiento con Ang Il 100nM producia la diferenciacién del fibroblasto hacia
miofibroblasto, fenotipo fibrético del fibroblasto, usamos la técnica de inmunofluorescencia para
evaluar cualitativamente la presencia de a-SMA, proteina usada como marcador fibrético. En la
siguiente figura se puede observar la presencia de las fibras de a-SMA en las células tratadas con Ang

Il a diferencia de los fibroblastos control donde no existe presencia de estas fibras.

DAPI a-SMA Merge

Control

Ang ll

Ang lI+Pirf

Figura 4. a-SMA evaluada por inmunofluorescencia. En los fibroblastos cardiacos control (paneles superiores)
se puede observar una inmunoreactividad inespecifica para la a-SMA (color verde alrededor de los nucleos
tefidos en color azul). En los fibroblastos cardiacos tratados con Ang Il 100nM (paneles intermedios) se hace
evidente la presencia de las fibras de estrés de a-SMA. En los fibroblastos cardiacos tratados con Ang Il 100nM
y Pirfenidona 300uM (panales inferiores) se observa nuevamente la ausencia de a-SMA.



Efecto agudo de la pirfenidona sobre los niveles intracelulares de Ca2+ de los fibroblastos

cardiacos.
Para averiguar si la pirfenidona tenia un efecto inmediato sobre los niveles intracelulares de Ca*",

aplicamos el farmaco de manera aguda en los fibroblastos del grupo control y del grupo fibrético. El
protocolo consistié en aplicar después de un periodo de registro basal en solucién extracelular
normal (SEN), el farmaco durante 300 segundos y luego lavar. Las concentraciones usadas de
pirfenidona fueron: 0.3uM, 1uM, 3uM, 10 uM, 30uM, 100 uM y 300uM (Takashi,2010; Hilberg et.al.,
2012; Rubino et.al., 2009, Hilberg et.al., 2007).

En los siguientes graficos se puede observar que las diferentes concentraciones de pirfenidona

aplicadas de manera aguda no afectan los niveles intracelulares de Ca** en los fibroblastos cardiacos

de la condicién control (Figura 5).
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Figura 5. Efecto agudo de la pirfenidona en fibroblastos cardiacos del grupo control. Se muestra el promedio de
los trazos obtenidos por el efecto agudo de la pirfenidona a 0.3uM (A), 1uM (B), 3uM (C), 10uM (D), 30uM (E),
100pM (F) y 300uM (G). La aplicacién del farmaco no indujo cambios en la concentracién intracelular de Ca**
en ninguna de las condiciones experimentales probadas. N=3, n=11.



En los cultivos de fibroblastos que fueron tratados durante 48 horas con Ang Il para inducir la fibrosis

se realizd también la aplicacion aguda de pirfenidona y podemos observar en los graficos de la figura

6 que en estas condiciones el farmaco tampoco afecto los niveles basales de Ca®" intracelular (Figura
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Figura 6. Efecto agudo de la pirfenidona en fibroblastos cardiacos tratados con Ang Il. Se muestra el promedio
de los trazos obtenidos por el efecto agudo de la pirfenidona a 0.3uM (A), 1uM (B), 3uM (C), 10uM (D), 30uM
(E), 100uM (F) y 300uM (G). La aplicacién de pirfenidona no cambid la concentracién del Ca®* citosélico. N=3,

n=7.



Efecto crénico de la pirfenidona en los mecanismos de regulacion de calcio de los
fibroblastos cardiacos.

Los mecanismos de regulacion del calcio en los fibroblastos cardiacos han sido poco estudiados, sin
embargo, existen trabajos que describen a los principales actores en este proceso homeostatico. Chen
et.al. propone como principales mecanismos que generan un aumento en la concentracién del calcio
citosolico en los fibroblastos cardiacos a los receptores de IP3 mientras como principales mecanismos

de eliminacién del calcio citosélico propone a la SERCA, PMCA y NCX.

En este proyecto, nuestro interés es determinar si el tratamiento crénico con pirfenidona es capaz de
alterar el funcionamiento de estos mecanismos de regulacién del calcio como una posible explicacién
por la cual la droga ejerce su efecto antifibrético. Los protocolos usados asi como los resultados

obtenidos son mencionados a continuacion.



Transitorios de calcio inducidos por la fuga de calcio del reticulo endoplasmico y por la entrada de
calcio operada por los almacenes intracelulares

El protocolo para determinar la capacidad de almacenamiento del reticulo endoplasmico y la entrada
de calcio operada por los almacenes intracelulares (SOCE por sus siglas en inglés: Store Operated
Calcium Entry) fue de la siguiente manera:

CPA 10uM
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Figura 7. Protocolo CPA 10uM. En el trazo se observan dos picos, el primero corresponde a la fuga de calcio del

reticulo endoplasmico y el segundo a la entrada de calcio operada por los almacenes intracelulares de calcio.

Se considera al reticulo endoplasmico como el principal almacén de calcio. Para determinar si los
fibroblastos con los diferentes tratamientos alteraban su capacidad para almacenar dicho ién en el
reticulo endoplasmico, se utilizé CPA 10 pM por 30 minutos en SEN sin presencia de Ca* para lograr
una inhibicién temporal de la SERCA en los fibroblastos estudiados. EI CPA 10 uM impide la recaptura
de Ca* y al estar en un ambiente sin presencia de Ca’" extracelular, existe un aumento en la
fluorescencia provocado por la liberacién de calcio de los almacenes intracelulares hacia el citosol. En
el caso de los préoximos 30 minutos, las células estudiadas se mantuvieron con CPA 10 uM en SEN con
presencia de Ca**, donde se registré otro aumento de la fluorescencia debido a SOCE activada por el
previo vaciamiento del reticulo. Este mecanismo fue estudiado para discernir si los diferentes
tratamientos modificaron los pardmetros medidos en SOCE. (Chen et al, 2009). En la siguiente figura

se puede observar el valor promedio obtenido en los registros con este protocolo.
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Figura 8. Media de los trazos en el registro de la sefial de Ca”* citosélico obtenida por la fuga del reticulo
endoplasmico y SOCE en las diferentes condiciones.

Los parametros analizados en cada uno de los trazos registrados fueron los siguientes:

e Amplitud: informa de la concentracidn maxima de calcio alcanzada ya sea por la fuga del
reticulo endoplasmico o por SOCE

e Integral: otorga informacion sobre la cantidad total de calcio liberado por la fuga del reticulo
endoplasmico o de la cantidad total de calcio entrante por SOCE

e Tiempo al pico: funciona como un indicador de la velocidad de los mecanismos de fuga de
calcio del reticulo endoplasmico o de SOCE para llegar a la maxima concentracion del ion
calcio.

e Tau de decaimiento al 63%: funciona como indicador de la velocidad de los mecanismos de
extrusion del calcio citosdlico, NCX y PMCA, al 63%.

e Tau de decaimiento al 50%: funciona como indicador de la velocidad de los mecanismos de
extrusion del calcio citosdélico, NCX y PMCA, al 50%.



Efecto de la fibrosis sobre la liberacion y entrada de calcio.
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Figura 9. Ca** liberado por la fuga de calcio del reticulo en los fibroblastos en condicidn fibrética. Existe un
aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentracién de Ca®' citosdlico por efecto del
bloqueo de SERCA por el CPA (A). Los fibroblastos en condicidn fibrdtica (rojo) requirieron un mayor tiempo

para alcanzar la concentracion pico de Ca** (D) y un menor tiempo para retornar al estado basal (E). N=4
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Para el caso de los fibroblastos tratados con Ang Il 100nM, se puede observar en la imagen A de la
Figura 9, un aumento del tiempo requerido para alcanzar la maxima concentracién de calcio por la
fuga desde el reticulo endopldsmico y una disminucién del tiempo necesario para alcanzar
nuevamente el valor basal de calcio. Esta informacién pone en evidencia que en los fibroblastos en
situacion de fibrosis disminuye la velocidad a la que se fuga el calcio del reticulo endopldsmico y

aumenta la velocidad de extrusion del calcio citosdlico (p<0.05). Ver Figura 9, graficos Dy E.
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Figura 10. Entrada de calcio en los fibroblastos de la condicidn fibrética. No encontramos cambios en la
velocidad de entrada del calcio (D), en la concentracion maxima de calcio (B) ni en la cantidad total de calcio (C)
que entrd cuando se activaron los SOC. Solo la velocidad de extrusion de calcio disminuyd en casi un 50% (E).
N=4 Neontroi=15 Nangn=11. * p<0.05



Para el caso de SOCE, los fibroblastos en condicidn de fibrosis Unicamente mostraron una mayor
velocidad por parte de PMCA y NCX para extruir al calcio citosdlico medida al 50% del retorno a la

basal; esto puede observarse en la imagen A de la Figura 10 corroborado con el grafico E con una

*p<0.05.

Efecto de la pirfenidona sobre la liberacion y entrada de calcio.
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Figura 11. Calcio liberado por la fuga del reticulo endoplasmico en los fibroblastos tratados con pirfenidona.
Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentracion de calcio citosélico por
efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). Los fibroblastos tratados con pirfenidona requirieron un mayor
tiempo para alcanzar la concentracion maxima de calcio (D). N=3 ncontroi=15 npirt=7.



Para el caso de los fibroblastos del grupo control que fueron trata tratados con Pirfenidona, podemos
observar en la Figura 11A y 11D que el tiempo para alcanzar la concentracion maxima de calcio

aumento de manera significativa (p<0.05) y que existe una tendencia a disminuir la cantidad de calcio

liberado (11B y 11C).

Cuando analizamos el efecto de la pirfenidona sobre la entrada de calcio, no encontramos diferencias

significativas ni en la amplitud de la respuesta, el tiempo en llegar a la concentracién maxima o en la

velocidad de extrusion del calcio.
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Figura 12. SOCE en los fibroblastos tratados con pirfenidona. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a
un aumento de la concentracidn de calcio citosdlico por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA y a la SOCE

(A). No hubo efectos de la pirfenidona sobre los pardmetros medidos en SOCE en los fibroblastos. N=3
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Efecto del losartdn sobre la liberacién y entrada de calcio.
A peticién del comité tutorial, decidimos incluir un grupo experimental en el cual tratamos a los

fibroblastos con losartan, otro antifibrotico antagonista de los receptores de angiotensina AT1. El
tratamiento con losartan a la concentracidon de 1mM tuvo un efecto claro sobre la liberacién de calcio
del RE y a pesar de que se aprecia un aumento en la cantidad de calcio liberado y en la amplitud de la
respuesta, solo la velocidad de liberacion fue menor y estadisticamente significativa (p<0.001) (Figura

13A-D). No encontramos diferencias significativas en la velocidad de extrusion del ion.
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Figura 13. Calcio liberado del reticulo endoplasmico en los fibroblastos tratados con losartan. Existe un
aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentracidn de calcio citosdlico por efecto del
bloqueo de SERCA por el CPA (A). Los fibroblastos tratados con losartan requirieron un mayor tiempo para
alcanzar la concentraciéon pico de calcio (D). NO hubo cambios en la amplitud de la sefial regis
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trada (B), en la integral (C) o en las velocidades de decaimiento (E y F). N=3 Ncontroi=15 nios=10.

En el caso de SOCE, el tratamiento con losartan aumentod la concentracion maxima de calcio alcanzada
por este mecanismo y duplicé la cantidad total de calcio entrante (Figuras 14A-D; p<0.001) a pesar de

gue el tiempo medio de extrusion se redujo en un 50% (Figura 14E).
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Figura 14. SOCE en los fibroblastos tratados con losartan. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un
aumento de la concentracion de calcio citosélico por efecto de la SOCE(A). El losartan aumento la cantidad de
calcio entrante (C), alcanzando una mayor concentracion de calcio citosdlico (B), no obstante, la velocidad de
extrusion, medida como la tau de decaimiento al 50% aumenté al doble (E). N=3 ncontroi=15 nios=10

Efecto la pirfenidona sobre la liberacion y entrada de calcio en los fibroblastos tratados con Ang II.
En la Figura 15 podemos observar que en la condicidn fibrética, la liberacién del calcio de RE en los

fibroblastos tratados con pirfenidona, aumentd en un 90%, sin cambio significativos en el tiempo al
pico ni en la cantidad total de calcio liberado (Figura 15A-D). Ademas, hubo un aumento en la
velocidad de extrusiéon de calcio medido, disminuyendo el valor de la Taugs y de la Tauges, en un 30y

60%, respectivamente (Figura 15E y F; p<0.001).
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Figura 15. Calcio liberado del reticulo endoplasmico en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con
pirfenidona. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentracidon de calcio
citosdlico por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). El tratamiento con pirfenidona aumentd la
concentracién pico de calcio que se alcanza con la fuga del reticulo (B) y disminuyd el tiempo para retornar a la
basal de calcio (E y F). N=3 Ncontroi=15 Nangii+pirt=9.

Por lo que respecta a la entrada de calcio, observamos un aumento al doble en la cantidad total de
calcio entrante y mds de dos veces la concentracion maxima, sin encontrar cambios significativos en el

tiempo al pico de la respuesta o en la velocidad de extrusion del calcio. (Figura 16).
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Figura 16. SOCE en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona. Existe un aumento de la
fluorescencia asociada a un aumento de la concentracion de calcio citosdlico por efecto de la SOCE (A). El
tratamiento aumento la cantidad de calcio liberado por la fuga del reticulo (C), alcanzando una mayor
concentracién de calcio citosélico (B) sin modificar de manera significativa los tiempos al pico (D) y de extrusion
de calcio (E) (F). N=3 Nncontrol=15 Nangii+pirf=9.

Efecto del losartdn sobre la liberacién y entrada de calcio en los fibroblastos tratados con Ang I1
El tratamiento con losartan a una concentracidn de 1 mM, aumentd en aproximadamente un 20% la

liberaciéon (Figura 17A) y la entrada de calcio (Figura 18A), sin embargo, en ambos casos el efecto no



fue estadisticamente significativo.
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Figura 17. Calcio liberado del reticulo endoplasmico en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con
losartan. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentraciéon de calcio citosdlico
por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). El tratamiento con losartdn no modific6 de manera
significativa los parametros medidos de la fuga de calcio. N=3 ncontrol=15 nangli+los=10
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Figura 18. SOCE en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con losartan. Existe un aumento de la
fluorescencia asociada a un aumento de la concentracion de calcio citosdlico por efecto de la SOCE (A). El
tratamiento con losartan no modificé de manera significativa los parametros medidos en SOCE. N=3 Nncontroi=15
nangll+los=10.



Efecto de la co-aplicacién de losartdn y pirfenidona sobre la liberacion y entrada de calcio en los
fibroblastos tratados con Ang IL

La liberacion de calcio del RE aumentd al doble de la condicidn control en los fibroblastos fibréticos
tratados de manera conjunta con pirfenidona y losartan (p<0.05). Este efecto se vio acompafiado de
una tendencia a incrementar la cantidad total de calcio liberado (Figura 19A-C); ambas respuestas
son muy similares a las encontradas al tratar los fibroblastos fibréticos solo con la pirfenidona.
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Figura 19. Calcio liberado del reticulo en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona y
losartan. Existe un aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentraciéon de calcio citosdlico
por efecto del bloqueo de SERCA por el CPA (A). El tratamiento con pirfenidona y losartdn aumenté la
concentracién maxima alcanzada por la fuga de calcio (B). N= 3 ncontroi=15 Nangit+pirf+ios=11



Para el caso de la entrada de calcio a través de los SOC, el tratamiento con ambos farmacos en la
condicion fibrdtica aumento la concentracion maxima de calcio alcanzada y disminuyo a la mitad el
tiempo de extrusidn del calcio al 50% (Figura 20A, B y E). Aunque la concentracion de calcio total

entrante aumentd a practicamente el doble de la condicidn control, el efecto no fue estadisticamente

significativo.
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Figura 20. SOCE en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona y losartan. Existe un
aumento de la fluorescencia asociada a un aumento de la concentracién de calcio citosdlico por efecto de la
SOCE (A). El tratamiento aumento la cantidad de calcio pico alcanzada por SOCE (B) y disminuyd el tiempo para
regresar a la basal calcio al 50% (E). N=3 ncontroi=15 Nangii+pirf+ios=11



Efecto de la inhibicion de NCX y PMCA.
PMCA y NCX son descritos en la literatura como dos de los principales mecanismos de extrusién de

Ca”* por lo que para estudiar el efecto de los diversos tratamientos en estos mecanismos se realizé lo

siguiente:

Para estudiar la contribucién de PMCA sobre la extrusién de calcio, utilizamos el protocolo que a

continuacion se describe:
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Figura 21. Protocolo Benzamil 20uM. El pico observado en el trazo corresponde a la fuga de calcio del reticulo
endoplasmico bajo el efecto del Benzamil, bloqueador de NCX.

En este protocolo se co-aplicaron dos drogas: el CPA para bloquear la actividad de la SERCA y el
Benzamil para bloquear el NCX. Ambas drogas se co-aplicaron durante 25min en ausencia de calcio y
el aumento resultante en la concentracién de Ca**intracelular seria debido a la fuga de calcio del RE y
a la extrusién del ion por un mecanismo diferente del NCX, muy probablemente por la actividad de la
PMCA, qué de acuerdo a la literatura, es uno de los principales mecanismos de extrusién de calcio

junto con el NCX (Brini & Carafoli, 2011).
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Figura 22. Trazos promedio de la sefial de calcio evocada por fuga de calcio desde el RE. En cada una de las
condiciones de co-aplicd benzamil 20uM para bloquear la actividad del NCX.

Para estudiar la contribucion de NCX en la extrusién de calcio, utilizamos el protocolo que a

continuacion se describe:
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Figura 23. Protocolo Ortovanadato 20uM. El pico observado en el trazo corresponde a la fuga de calcio del
reticulo endoplasmico bajo el efecto del Ortovanadato, un bloqueador de la PMCA.



Para este registro seguimos bloqueando a SERCA para permitir un aumento de la concentracién de
Ca”* citosdlico por la fuga del reticulo endoplasmico pero siendo modulada por NCX. Para lograr esto,
se usé CPA al 10uM como bloqueador de SERCA y al Ortovanadato 20uM para bloquear a PMCA
durante 25 minutos en SEN sin presencia de Ca**. Al final del protocolo, las células son mantenidas en
SEN sin presencia de Ca2+ para no evocar a SOCE. En la siguiente Figura se puede observar el trazo de

las medias obtenido en los registros con este protocolo.
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Figura 24. Trazos promedio de la sefial de calcio evocada por fuga de calcio desde el RE. En cada una de las
condiciones de co-aplicé orthovanadato 20uM para bloquear la actividad del NCX.

Los parametros que evaluamos en las respuestas evocadas fueron los mismos que describimos

anteriormente: amplitud, area bajo la curva, tiempo al pico y tau de extrusion.

En la siguiente figura se muestran las diferencias encontradas usando CPA en cada una de las
condiciones y el efecto del Ortovanadato y Benzamil como bloqueadores de PMCA y NCX

respectivamente.
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Figura 25. Efecto del
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distintos en las diferentes
condiciones.



En la figura 25A observamos que en los fibroblastos controles, al bloquear la actividad del NCX con el
benzamil, el transitorio de calcio aumenta en amplitud y en duracién, enlenteciéndose la fase de
decaimiento (Figura 27 y 29). Cuando bloqueamos la actividad de la PMCA, el efecto sobre la amplitud
del transitorio fue muy similar al observado con el benzamil, lo cual denota una participacién
equitativa de ambos mecanismos sobre la extrusion del calcio intracelular (Ver condicién control en

las figuras 26-29).

Cuando evaluamos el efecto del bloqueo de ambos mecanismos en los fibroblastos tratados con
pirfenidona, en fibroblastos fibréticos y en los fibréticos tratados con losartan, encontramos que al
usar el benzamil, el transitorio de calcio aumento en amplitud y en duracidn, sin embargo, al aplicar el
ortovanadato, solo encontramos un ligero incremento en la amplitud, pero sin cambios en el resto del
transitorio de calcio (Figura 25 B, C y F). En estos experimentos encontramos también una
disminucién en el tiempo al pico al usar ambas drogas (Figura 28). Esto denota qué en estas
condiciones experimentales, la PMCA y no el NCX tiene el papel preponderante en la extrusion del

calcio. (Figura 26-29)

Por lo que respecta a las condiciones de fibroblastos tratados con losartan, fibroblastos fibréticos
tratados con pirfenidona o co-tratados con pirfenidona y losartan, del bloqueo del intercambiador
tuvo un efecto no esperado: la amplitud del transitorio de calcio y su duracién, disminuyeron de
manera drastica a pesar de que se enlentecid la velocidad de extrusion (Figura 25). Este efecto podria
deberse a que en el pirfenidona como el losartdn podrian estar activando mecanismos
compensatorios (una sobreactivacion de PMCA o NCX) o sobreactivando mecanismos de remocién de
calcio, que normalmente tienen un papel menor en el tamponamiento de calcio, un ejemplo seria el
MCU en la mitocondria (Figura 26-29). El bloqueo de la PMCA, no afecté de manera significativa la
amplitud del transitorio de calcio en los fibroblastos fibréticos tratados con pirfenidona pero
disminuyo la velocidad de extrusion al punto que la el valor final de la concentracién de calcio es

mayor que la condicién sin bloqueador (Figura 25-29).

A continuacion mostramos los graficos del andlisis cuantitativo, mediante los cocientes de cambio en
los diferentes parametros del transitorio de calcio, al aplicar los farmacos benzamil u ortovanadato

(farmaco/ sin farmaco).
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Figura 26. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre la amplitud del transitorio de calcio liberado del RE. Se
muestran los cocientes de cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX o el ortovanadato, un inhibidor
de la PMCA, en las diferentes condiciones experimentales. N=3 ncontroi=15 Nangi=11 Npirt=7 Nios=10 Nangil+pirf=9
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Figura 27. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre el calcio total del RE. Se muestran los cocientes de
cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX o el ortovanadato, un inhibidor de la PMCA, en las
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Figura 28. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre el tiempo al pico del transitorio evocado por la
liberacidn de calcio de RE. Se muestran los cocientes de cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX o
el ortovanadato, un inhibidor de la PMCA, en las diferentes condiciones experimentales. N=3 ncontroi=15
Nangi=11 Npirf=7 Nios=10 Nangli+pirf=9 Nangli+los=10 Nangli+pirf+los=11.

o
=
o ns
- — 3_
Ee
®© S T
S m2 ns
52 ns T ns
= ns
o 1408 L O - S — PN oA S P SR
o == ns ns = gt x ns
5 0
l—

Ort Ben Ort Ben Ort Ben Ort Ben Ort Ben Ort Ben Ort Ben
" Comtrol  Amgll Pirf Les Angll+Pif  Angll+Los Ang ll+Pirf+Los

Figura 29. Efecto del benzamil y el ortovanadato sobre la velocidad de decaimiento del transitorio evocado por
la liberacion de calcio de RE. Se muestran los cocientes de cambio al aplicar el benzamil, un bloqueador del NCX
o el ortovanadato, un inhibidor de la PMCA, en las diferentes condiciones experimentales. N=3 Nncontroi=15
Nangi=11 Npirf=7 Nios=10 Nangli+pirf=9 Nangli+los=10 Nangli+pirf+los=11.



Liberacidn de calcio del RE inducida por la activaciéon del receptor a IP3

El protocolo empleado para estimular los receptores IP3 y provocar la liberacion de calcio de reticulo

endoplasmico fue el siguiente:

Ang Il 100nM

Ca’'t -E'"‘“"‘, LSSSSSs s~
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Figura 30. Protocolo Ang Il 100nM. El pico en el trazo corresponde a la liberacion de calcio del reticulo
mediante los receptores de IP3.

El protocolo consiste en aplicar Ang Il la cual se une a los receptores AT1 y activa la via de la PLC,
generando a partir de la descomposicién del PIP, el DAG y el IP3. Este ultimo activa a su receptor en
el reticulo endoplasmico y provoca la liberacidn de calcio hacia el citosol. De acuerdo a la literatura, la
liberacién de calcio inducido por la activacién de los receptores a IP3 es el principal mecanismo de
liberacidn de calcio en células no excitables eléctricamente. La concentracion usada de Ang Il fue de
100nM en solucidn libre de Ca2+ durante 10 minutos, esto para asegurar que el aumento intracelular
de calcio se deba solo a la liberacién y no a la entrada del ion. En la siguiente Figura se puede observar

los trazos de las medias obtenidas para cada una de las condiciones experimentales.
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Figura 31. Trazos promedio de la liberacidn de calcio evocada por la estimulacion de los receptores a IP3
mediante la aplicacién de ANGII.

Los parametros analizados en cada uno de los graficos son la amplitud, el area bajo la curva, el tiempo al pico y
la tau de extrusion.



Liberacién de calcio del RE por activacion de los receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con Ang
11

La aplicacién aguda de la Ang Il provoca un aumento transitorio en la concentracion intracelular de
calcio. Tanto en la condicién control como en la condicion fibrética, la Ang Il provocd seiiales
practicamente idénticas, aumentando solo el tiempo al pico para alcanzar la concentracién maxima
de calcio en los FiC’s fibréticos. Esta respuesta es muy similar a la encontrada en los experimentos

donde evaluamos la liberacion pasiva de calcio desde el RE bloqueando a la SERCA con el CPA (Figura

32).
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Figura 32. Estimulacién de los receptores a IP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis. Los fibroblastos
fueron expuestos a Ang Il con lo que se provocd un aumento en la fluorescencia asociada a un aumento en la
concentracién de calcio citosélico (A). No hubo cambios significativos en la amplitud (B), calcio liberado (C) o en
la tau de decaimiento (E). En los fibroblastos fibréticos aumentd el tiempo al pico para alcanzar la
concentracién maxima de calcio (D). N=5. Ncontrol=22 Nang 1=20



Efecto del tratamiento con pirfenidona sobre la liberacién de calcio inducida por la activacion de los
receptores a IP3.

El tratamiento durante 48 horas con pirfenidona de los fibroblastos del grupo control indujo cambios
en la respuesta evocada por la aplicacidon de la ANGII: la liberacién de calcio del RE disminuyd en un
30% y la cantidad total de calcio liberado fue de solo un 15% del valor control (Figura 36A-C). Esta
disminucidn tan drastica se explica por un enlentecimiento de la velocidad de liberacién y por un

aumento de la velocidad de extrusion del ion (Figura 33D y E).
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Figura 33. Estimulacidon de los receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con pirfenidona. Los
fibroblastos fueron expuestos a Ang Il con lo que se provocé un aumento en la fluorescencia asociada
a un aumento en la concentracidn de calcio citosélico (A). Los fibroblastos tratados con pirfenidona
presentan una menor cantidad de calcio liberada por la activacién de los receptores a IP3 (C)
disminuyendo también la concentracién maxima alcanzada (B) y requiriendo un mayor tiempo para
lograr dicha concentracidn (D) y un menor tiempo para regresar al estado basal (E). N=4. ncontroi=22
npirf=14.



Efecto del losartdn sobre la liberacién de calcio del RE inducida por la activacién de los receptores a
IP3.

Al igual que en los experimentos con CPA, el tratamiento con losartan durante 48h, no tuvo efectos
significativos sobre la liberacion de calcio del reticulo endoplasmatico inducida por la aplicacién en

este caso de ANG Il (Figura 34).
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Figura 34. Estimulacion de los receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con losartan. Los fibroblastos fueron
expuestos a Ang Il con lo que se provocd un aumento en la fluorescencia asociada a un aumento en la
concentracién de calcio citosélico (A). Los fibroblastos tratados con losartan requieren un menor tiempo para
regresar a las condiciones basales (E). No encontramos diferencias significativas en la amplitud (B), liberacién
total de calcio (C) ni en el tiempo al pico (D). N=5. ncontrol=22 Nios=24



Efecto de la pirfenidona sobre la liberacion de calcio del RE estimulado por la activacion de los
receptores a IP3 en los fibroblastos tratados con Ang II.

El tratamiento de los fibroblastos en la condicién fibrdtica con la pirfenidona, restablece la amplitud
del transitorio de calcio, la cantidad total de calcio liberado y la velocidad de liberacién a valores
similares a los encontrados en la condicion control (Figura 35A-D), y aunque la velocidad de extrusién

es mayor (Figura 35E), el balance final no afecta la cantidad total de calcio liberada.
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Figura 35. Estimulacion de los receptores a IP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con
pirfenidona. Los fibroblastos fueron expuestos a Ang Il con lo que se provocé un aumento en la fluorescencia
asociada a un aumento en la concentracion de calcio citosélico (A). Los fibroblastos en condiciones de fibrosis
tratados con pirfenidona requieren un menor tiempo para regresar a las condiciones basales (E). No
encontramos diferencias en la amplitud (B), calcio liberado (C) ni en el tiempo al pico (D).N=4. ncontroi=22 Nang
+pirf=11



Efecto del losartdn sobre la liberacién de calcio inducida por la activacion del receptor a IP3 en los
fibroblastos fibréticos.

Cuando analizamos el efecto del losartdn sobre la liberacién pasiva de calcio del RE no obtuvimos
diferencias significativas en presencia de este farmaco. Al estimular la liberacidon de calcio por la
activacién de los IP3-R, la respuesta evocada fue muy variable (en algunas células de un mismo vidrio
se observaba como algunas disminuian la concentracién de manera mas rdpida que otras) y aunque el
valor promedio (Figura 36A) del transitorio de calcio es netamente diferente en la fase de
decaimiento, el andlisis estadistico no mostré diferencias significativas entre ambas condiciones

(Figura 36B-E).
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Figura 36. Estimulacion de los R’sIP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con losartan. Los
fibroblastos fueron expuestos a Ang Il con lo que se provocd un aumento en la fluorescencia asociada a un
aumento en la concentracion de calcio citosdlico (A) Los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con
losartan no mostraron tener diferencias en los parametros medidos en la liberacion de calcio (C), la amplitud
(B) o en el tiempo al pico (D). N=4. ncontrol=22 Nang i+pirf=10.



Efecto del cotratamiento con pirfenidona y losartdn sobre la liberacion de calcio inducida por la
activacioén de los receptores a IP3.

El trazo de la figura 37A muestra el efecto obtenido en los fibroblastos en condicién de fibrosis
tratados con pirfenidona y losartan al estimularlos de manera aguda con Ang Il 100nM. Se puede
apreciar que existe una menor cantidad de calcio liberada por los receptores IP3 (C) *p<0.05 y una
mayor velocidad en la remocion del calcio citosélico (E) *p<0.05. Pareciera que aunque la pirfenidona
y el losartan son farmacos antifibréticos, los efectos que tienen sobre la liberacidon de calcio son
antagonicos, ya que la presencia de losartan, parciamente restablece la sefial evocada por ANG Il en

los fibroblastos tratados con pirfenidona (Figura 33y 37).
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Figura 37. Estimulacion de los receptores a IP3 en los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con
pirfenidona y losartan. Los fibroblastos fueron expuestos a Ang Il con lo que se provocé un aumento en la
fluorescencia asociada a un aumento en la concentracion de calcio citosdlico (A). Los fibroblastos en
condiciones de fibrosis tratados con pirfenidona y losartan tuvieron una menor cantidad de calcio liberada por
los receptores IP3 (C) asi como un menor tiempo en regresar a su estado basal (E). Aunque la amplitud de la
respuesta fue menor (B), no fue estadisticamente significativo al igual que el tiempo al pico (D). N=5. ncontroi=22
Nang I|+pirf=16.



DISCUSION

Diferenciacion de los fibroblastos cardiacos.
La fibrosis cardiaca es una enfermedad caracterizada por un exceso en la cantidad de las proteinas

gue componen a la matriz extracelular teniendo como consecuencia alteraciones en la funcién
cardiaca. Las investigaciones que abordan a esta patologia atribuyen al fibroblasto el papel
protagonista debido a que se le considera como la principal fuente de secrecion de las proteinas que
conforman a la MEC (Kamimura et al., 2012; Porter & Turner, 2009; Segura et al., 2014). Esta célula es
susceptible de ser estimulada por una variada cantidad de factores hormonales dentro de los que
destaca la Ang Il, un péptido vasoactivo que favorece el aumento de presion arterial. Con relacién a la
fibrosis cardiaca, se ha visto que la Ang Il es capaz de inducir la secrecion de diversas proteinas y
sustancias relacionadas con la fibrosis como el colageno tipo | y el TGF-B1. También se ha demostrado
gue interviene en el proceso de diferenciacion del fibroblasto hacia miofibroblasto, un estadio celular
caracterizado por la presencia de a-SMA y una mayor capacidad tanto contractil como secretoria. Esto
lo logra debido a que al unirse con el receptor AT-1, genera una cascada de seiializacidn que involucra
a las MAPKs (JNK, p38 y ERK) las cuales fosforilan a Smad2 y Smad3 y forman un complejo junto con
Smad4 que puede internalizarse en el nucleo, donde promueve la transcripcion de los genes
asociados con TGF-B1, coldgeno tipo |, coldageno tipo Il y fibronectina, entre otros. También el
receptor AT-1 es capaz de activar a la via de sefializacion JAK-STAT y promover la transcripcion del
TGF-B1 (Dobaczewski et al., 2012; Furukawa et al., 2003; Gabriel, 2009; Schiller, Javelaud, & Mauviel,
2004). La estimulacion del receptor AT-2 también activa a las MPAKs promoviendo la sintesis de las

proteinas y factores antes mencionados (Murphy et.al, 2015; Schnee et.al., 2000).

Diversos autores han estudiado el fenomeno de la fibrosis utilizando fibroblastos cardiacos y la
estimulacion con diversos factores para generar un ambiente pro-fibrético y un modelo in vitro.
Dentro de los factores utilizados destaca la Ang Il. En este trabajo utilizamos Ang Il a una
concentracién de 100nM, ya que de acuerdo a trabajos previos, esta concentracidn es suficiente para
inducir la activacion de los fibroblastos y la conversion hacia miofibroblastos. La presencia de este
fenotipo se hace evidente por la aparicién de la fibras de a-SMA (figura 4) (Chung, Kao, Liou, & Chen,

2014; Kawano et al., 2000; Neuss, Regitz-Zagrosek, Hildebrandt, & Fleck, 1994).

Es importante sefalar que a diferencia de otros trabajos donde utilizan fibroblastos cardiacos que al

ser cultivados adquieren el fenotipo de miofibroblastos, en nuestro trabajo los fibroblastos utilizados



fueron siempre del pasaje 1 y como observamos en las imdgenes de la inmunofluroescencia (Figura
4), en la condicion control no fueron inmunoreactivos para la presencia de la a-SMA, lo cual nos indica
que los FiC’s no se encontraban en estado activado. Este efecto pudiera deberse a que nosotros
utilizamos solo el primer pasaje de cultivo y en otros trabajos utilizan también pasajes posteriores

hasta llegar incluso al sexto (Twardowski & Black, 2014; Zhu et al., 2013).

Con el antecedente de un trabajo realizado por Ramos-Mondragon en el 2012 donde se observd que
la pirfenidona aumentaba la conductancia de los canales de Ca®* tipo L en los cardiomiocitos, surgié la
curiosidad por ver el efecto que tenia esta droga en los mecanismos de regulacién del Ca®* descritos
en el fibroblasto cardiaco, célula a la que se le atribuye el protagonismo del desarrollo de la fibrosis
cardiaca. Chen et.al han identificado diversos mecanismos reguladores de la concentracién de
Ca’'intracelular, mismos que hemos estudiado en este proyecto como posibles vias por las cuales la

pirfenidona pudiera tener el efecto antifibrdtico que lo caracteriza.

Efecto agudo de la pirfenidona en los niveles basales de Ca2+.
Para el caso del efecto agudo, los resultados mostrados en la figura 5 evidencian que ante la

aplicacion de la pirfenidona, la concentracidn intracelular de calcio en los fibroblastos no cambia por
lo cual se puede deducir que en condiciones controles, el tratamiento con pirfenidona no es capaz por
si solo de modular la [Ca2+]i. De la misma manera, los fibroblastos en condicién de fibrosis inducida
por la aplicacidon durante 48 horas de Ang Il (100nM) tampoco mostraron cambios en la concentracion
citosélica de Ca®* durante la aplicacién aguda de pirfenidona (figura 6) por lo cual podemos concluir
que la pirfenidona no tiene una accién inmediata que involucre al Ca®* para reducir o revertir a la
fibrosis cardiaca. Existen diversos trabajos que abordan a la problematica de la fibrosis cardiaca
usando a la pirfenidona como tratamiento donde se puede observar el efecto antifibrotico que tiene
la droga cuando se aplica en periodos que van desde dias a semanas, lo que hace constatar que es
necesario un periodo de tiempo largo para poder apreciar los efectos de la droga (Lee et al., 2006;
Miric et al., 2001; Mirkovic et al., 2002; Yamazaki et al., 2012). En tiempos de tratamiento mas cortos,
existe un trabajo donde se aplicé pirfenidona por 3 horas a una concentracidon de 178uM con el
objetivo de valorar los cambios en los niveles de TNF-a sin obtener alguna diferencia importante y

teniéndose que triplicar la concentracion de este farmaco para lograr una respuesta significativa

(Grattendick, Nakashima, Feng, Giri, & Margolin, 2008). Por todo esto no es de extrafiarse que no se



vea un efecto agudo de esta droga en la concentracidn citosélica de Ca** tanto en los fibroblastos en

condiciones normales como en los que estdn en una situacion de fibrosis.

Efecto cronico de la pirfenidona en los mecanismos homeostaticos de Caz+.
Posteriormente, se quiso valorar si los mecanismos descritos en la literatura como los principales

reguladores de Ca®* en el fibroblasto cardiaco pudieran ver afectado su funcionamiento por efecto del

tratamiento crénico con pirfenidona.

Fibroblastos cardiacos en condiciones no fibroticas.

Para las condiciones en los fibroblastos cardiacos en condiciones normales, es decir, sin tratamiento

con Ang Il existieron cambios bajo el tratamiento, tanto con losartan como con pirfenidona.

El tratamiento con pirfenidona en los fibroblastos en condiciones normales tuvo importantes
repercusiones en los mecanismos de regulacién del Ca®*. Como se vio, existe un aumento del tiempo
al pico en la fuga de Ca®" (fig. 11) posiblemente provocado por un aumento de la capacidad de
extrusién del Ca** por parte de NCX y PMCA y una disminucién de la eficacia de los receptores de IP3
para aumentar la concentracién de Ca** citosdlico. Estos hechos, sin embargo varian si se analiza a los
extrusores de manera individual donde se observa que la modulacién de la fuga de calcio por PMCA 'y
NCX generan un mayor porcentaje de concentracion de Ca® (fig. 26) y un mayor porcentaje de la
cantidad total de Ca®* liberada por la fuga del reticulo endopldsmico cuando es modulada por NCX
(fig. 27) en comparacion con los fibroblastos control donde el porcentaje de estos parametros es
mayor, lo cual sugiere que NCX y PMCA ven aumentada su funcidon cuando trabajan de manera
conjunta y se ve disminuida cuando lo hacen de manera individual. Con respecto a la estimulacién de
los receptores IP3, hay una menor cantidad de Ca®* liberada por la activacién de estos receptores con
la aplicacion aguda de Ang Il (fig. 33), lo que sugiere que existe una menor intervencién de estos
receptores, ya sea por su funcidn, su expresion o el grado de activacién a través de la via de la PLC.
Sumado a esto, con el aumento de la eficacia de NCX y PMCA de manera conjunta como extrusores,
se puede explicar el mayor tiempo al pico y la mayor velocidad a la hora de regresar a la
concentracién de Ca®* basal (fig. 33). Estos resultados son importantes ya que no existen trabajos en
la literatura que aborden los efectos de la pirfenidona en estos mecanismos en ningun tipo celular lo
cual pudiera servir de guia para otros trabajos como lo de Walter en el 2014 donde se estudian los

efectos adversos de esta droga (Walter et al., 2014).



Por otra parte, en los fibroblastos tratados con losartdn se observa que el tratamiento crénico
provoca una mayor concentraciéon y cantidad de Ca’* entrante a través de los SOC (fig. 14). A su vez,
se observa que al bloquear la actividad de la PMCA y favorecer solo la extrusién a través del NCX,
existe un porcentaje menor de la cantidad total de Ca** presente en el citosol por la fuga del reticulo
endopldsmico lo que indicaria que NCX desaloja al Ca’* de manera mas eficaz bajo el tratamiento
cronico con losartan (fig 27). Por otra parte, PMCA también ve aumentada su funcién bajo este
tratamiento debido a que disminuye la concentracién de Ca** alcanzada por la fuga del reticulo
endoplasmico (fig. 27). Estos resultados demuestran que el losartan tiene efectos en la homeostasis
de Ca®" en el fibroblasto cardiaco en condiciones normales sobre la actividad de NCX y PMCA. Si bien
existen cambios significativos, en estudios referentes a la viabilidad celular como el de Oztiirk en el
2011, el losartan parece no tener un efecto apoptotico en los fibroblastos en condiciones normales y
sus efectos van mas encaminados a una disminucion de la proliferaciéon de estas células (Ozturk,

Tezel, & Yalcin, 2011).

Fibroblastos cardiacos en condiciones fibroticas.
Para el caso de los fibroblastos cardiacos bajo condiciones de fibrosis, observamos que la Ang Il

modifica la actividad de algunos de los mecanismos homeostaticos del Ca**.En primera instancia, los
resultados observados muestran que la Ang Il tiene un efecto en la fuga de Ca** del reticulo
endoplasmico aumentando el tiempo para alcanzar la concentracién mdaxima y aumentando la
velocidad de extrusion (fig. 9). Esto también coincide con el aumento en la velocidad de extrusion del
Ca* durante la entrada del ion a través de los canales de Ca®* activados por el vaciamiento del RE, los
SOC (fig.10). Con esto podemos deducir que la actividad del NCX y de PMCA como extrusores del Ca”
se ve aumentada en los fibroblastos cardiacos en estado fibrético. Otro punto importante a notar es
gue existe una menor activacion de los receptores de IP3 como generadores del aumento de la
concentracién de Ca®* citosélico debido a que el tiempo al pico se ve aumentado lo cual quiere decir
que los fibroblastos cardiacos en situacidn de fibrosis presentan una menor actividad de sus
receptores IP3 (fig. 32). Esto, combinado con el aumento de la funcidon que presentan NCX y PMCA
como extrusores de Ca** puede explicar parte del mayor tiempo al pico requerido en la fuga de calcio
(fig.9). Con respecto a SOCE, el tratamiento con Ang Il no ejercié cambios significativos en los
pardmetros medidos a excepcion de la velocidad de extrusion del Ca®' gue se ve aumentada como lo
fue en el caso de la fuga de Ca** del reticulo endoplasmico (fig. 10). Por otra parte se puede observar

que existe una disminucidn de la cantidad de calcio liberada por la fuga del reticulo endoplasmico



bajo los efectos del Benzamil y Ortovanadatoen comparacién con el control (fig 27) lo que confirma

que tanto PMCA como NCX tienen su actividad aumentada en el proceso de fibrosis.

Existe una limitada informacién de los procesos homeostéticos del Ca** bajo el efecto de moléculas
precursoras de la fibrosis cardiaca como lo es la Ang Il en el fibroblasto cardiaco, sin embargo si se ha
visto esto en otras células como los cardiomiocitos donde la actividad de NCX se vio aumentada en las
ratas que se sometieron a la colocacion de una banda adrtica con el objetivo de generar en ellas una
hipertrofia ventricular izquierda la cual vieron acompafiada con un incremento del colageno
extracelular, una caracteristica de la fibrosis cardiaca (Rge et al., 2017). Este hecho coincide con
nuestros resultados donde se observa un aumento en la extrusién de Ca”* por este mecanismo.
Estudios hechos en fibroblastos cardiacos hablan de la importancia de NCX en el desarrollo de la
fibrosis. Kamimura y colaboradores en el 2012 encontraron que al inhibir a NCX, desaparecieron los
efectos producidos por la administracién continua de Ouabaina durante 14 semanas la cual desarrollo
fibrosis del ventriculo izquierdo en ratas Sprague-Dawley (Kamimura et al., 2012). Ikeda en el 2013
observé que la Ang Il y el TGF-B1 promovieron la proliferacion de los fibroblastos cardiacos pero al
usar KB-R7943 como inhibidor NCX, esto no sucedié (lkeda et al., 2013). El mismo bloqueador fue
usado por Raizman en el 2007 en ratas Sprague—Dawley donde vio que la motilidad y proliferacion de
los miofibroblastos fue disminuida (Raizman et al., 2007). Por otra parte, el efecto de la Ang Il, como
molécula profibrética, en PMCA no ha sido reportado en fibroblastos cardiacos sin embargo, Axelband
en el 2009 encontraron que la Ang Il a concentraciones bajas (10™° mol / I) inhibia la actividad de
PMCA en un 50% y que al aplicar posteriormente una concentracién alta de Ang Il (5 x 10'mol / L), la
funcion de PMCA se recuperaba, esto en células del tubulo proximal del rifion de oveja (Axelband et
al.,, 2009). En el fenomeno de hipertrofia se ve presente el desarrollo de la fibrosis cardiaca
ocasionada, entre otras causas, por la diabetes. Liang en el 2014, compard la eliminacidon de Ca**a
través de multiples mecanismos en células beta de ratones diabéticos db / db y encontré un aumento
de la actividad de PMCA y NCX, misma situacion que pudiera extrapolarse con nuestros resultados
obtenidos en los fibroblastos cardiacos (Liang et al., 2014). Con respecto a los receptores IP3, Bokkala
1997 vio que la estimulacidn crénica con Ang Il dio como resultado una disminucién de la expresién
de los receptores de IP3 tipo | y Ill en las células epiteliales del higado de la rata WB (Bokkala &
Joseph, 1997). Si bien, las células son diferentes a las estudiadas en este trabajo, el tipo de receptores

coincide con los encontrados en los fibroblastos cardiacos (Chen y cols en el 2009). Zhang en el 2017



encontrd en los fibroblastos ventriculares un aumento en la expresion de STIM1 y ORAI1, dos
participantes clave en SOCE, tras la exposicion a la Ang Il (Zhang et al., 2016). Si bien, se ha visto que
SOCE estd implicada en la expresion de ciertas proteinas relacionadas con el desarrollo de la fibrosis
(Ross et al., 2017), en nuestros resultados no encontramos un efecto significativo de la Ang Il en los
pardmetros medidos de este mecanismo. Esto puede deberse a la cepa usada, que en nuestro caso,
fue Long-Evans mientras que en los otros trabajos se usaron ratas de la cepa Sprague-Dawley, asi
también como el tiempo de cultivo, los pasajes celulares usados, la duracién del tratamiento y la

concentracién de la droga.

El tratamiento con pirfenidona en los fibroblastos en situacién de fibrosis parece revertir algunos de
los efectos generados por la Ang Il. Se puede observar que el tratamiento en la condicion fibrética
genera una mayor concentracién de Ca’* alcanzada por la fuga del reticulo y un mayor tiempo
requerido en la remocién del Ca’* respectivamente asi como la normalizacién del tiempo al pico (fig.
15), pardmetro afectado por la Ang Il. Con esto se pude decir que los sistemas de extrusion del ca”
citosolico ven disminuida su actividad, efecto opuesto en el caso de los fibroblastos cardiacos tratados
con Ang Il. Esto también explicaria lo mostrado en la estimulacion de los receptores de IP3 donde se
observa que también se normalizé el tiempo al pico (fig. 35). Si analizamos el efecto del tratamiento
de manera individual en PMCA y NCX, encontramos que existe un menor porcentaje en la amplitud
(fig. 26) y en la concentracién generada por la fuga de Ca”* (fig. 27) lo cual indicaria que la actividad
individual de estos sistemas estaria aumentada por efecto de la pirfenidona. Esto puede deberse a
gue una subida abrupta de calcio por la inhibicion de los otros sistemas de remocion de calcio
permitiria una mayor activacion de PMCA por parte de la calmodulina. Asi mismo, NCX se ha visto que
aumenta su capacidad de extrusién conforme aumenta la concentracion de calcio. Ambos hechos
explicarian porque hay mayor actividad extrusora si trabajan de manera individual que cuando
trabajan de manera conjunta. Esto demuestra que el efecto antifibrético de la pirfenidona con
relacién al Ca** esta mediado principalmente por la actividad de los extrusores que como ya hemos
descrito antes, se les cataloga como un importante mecanismo en el desarrollo de la fibrosis cardiaca
ocasionada por diversas patologias y factores fibréticos (Axelband et al., 2009; Kamimura et al., 2012;

Liang et al., 2014; Raizman et al., 2007; Rge et al., 2017).

Para el caso de los fibroblastos en condiciones de fibrosis tratados con losartdn se observa que en los

parametros medidos tanto en la fuga de Ca** del reticulo endopldsmico como en SOCE (fig. 17-18), no



existe una diferencia significativa con respecto al control lo cual habla del efecto antifibrético que
tiene usando como mediador al Ca®*.Al analizar a NCX y PMCA de manera independiente, se observa
gue ambos sistemas al trabajar de manera individual bajo el efecto del losartan aumentaron ain mas
la concentracion de calcio por efecto de la Ang Il (fig. 26) y en el caso de PMCA, se observa una mayor
cantidad de Ca®" liberada por la fuga del reticulo endoplasmico (fig. 27) cuando acta como extrusor
principal lo cual estd asociado al menor tiempo al pico que presenta (fig. 28), mostrando de esta
manera que el losartan tiene un importante efecto en ambos sistemas de extrusién, sin embargo,
parece que invierte el efecto ocasionado por la Ang Il, disminuyendo la actividad de estos
mecanismos, cuando trabajan en conjunto. Ya en la literatura existen trabajos que abordan el efecto
del losartan sobre los mecanismos de regulacién del calcio en diferentes células. Axelband encontré
que el losartan no tiene efectos en la actividad PMCA cuando esta se ve aumentada por efecto de la
Ang Il en las células del tubo proximal del rifién (Axelband et al., 2009). Con respecto a NCX, su
expresion podria disminuir por efecto del tratamiento con losartdn ya que se ha visto una
sobreexpresion bajo los efectos de Ang Il (Liu et al., 2016). En los trabajos anteriormente
mencionados, se ha demostrado que losartan es un importante agente anti-fibrético debido a la
capacidad bloqueadora del receptor AT-1 y que los efectos que pudiera tener en los mecanismos de

regulacién del calcio en el fibroblasto cardiaco estarian dados por este bloqueo.

Por ultimo, se puede observar que el tratamiento combinado para revertir el efecto de la fibrosis en
los fibroblastos cardiacos presenta caracteristicas de los efectos encontrados con el uso de la
pirfenidona y losartdn. Se observa que el co-tratramiento aumenta la concentracién de Ca®* por la
fuga del reticulo endopldsmico y por SOCE (fig. 19-20), cosa que sucede en el tratamiento con
pirfenidona en los fibroblastos en condiciones de fibrosis que como ya se explicé anteriormente, es
consecuencia de la disminucién de la actividad de PMCA y NCX en conjunto. Por otra parte, se nota
una disminucién en la cantidad de Ca** liberada por los receptores IP3 provocada por la aplicacién de

la Ang Il (fig. 37). Todo esto habla de un efecto potenciado por el uso de ambos farmacos.

En nuestros resultados se observa que, con respecto al Ca?*, pirfenidona y losartan acttan
disminuyendo la actividad de NCX y PMCA cuando trabajan de manera conjunta y aumentandola
cuando lo hacen de manera individual lo cual podriamos asociarlo al efecto antifibrético que ejercen.
No se puede afirmar si los efectos sobre los mecanismos moduladores del calcio se vean afectados

mas por un farmaco con respecto al otro con los resultados obtenidos en este trabajo debido a que



cada uno afecta de manera diferente a los diferentes sistemas. Li y cols 2017 evalud el efecto de
ambas drogas en diversos marcadores fibréticos como el a-SMA, el colageno, entre otros y concluyd
gue tanto la pirfenidona como el losartan tienen un similar efecto cardioprotectivo (Li et al., 2017).

Por ultimo, como se ha mencionado anteriormente, NCX juega un papel importante en la capacidad
de los fibroblastos para desarrollar fibrosis. Existen mas trabajos que establecen esta relacién a parte
de los ya descritos como lo son los trabajos de Nakamura y cols en 1998 o el de Sakamoto y cols en el
2009 (Ebashi & Sciences, 1998; Sakamoto et al., 2009). Sin embargo, es importante darle una mencidn
especial al trabajo de Romero donde se observa que el bloqueo de NCX con Benzamil disminuyd los
niveles de TGF-B1, una molécula potencialmente fibrética (Romero et al.,, 2005). En la literatura
muchos investigadores han concluido que el efecto mas importante de la pirfenidona como molécula
anti-fibrotica es la disminucidn de los efectos y expresion de TGF-B1 (Lee et al., 2006; Oku et al., 2008;
Shimizu et al., 1998), sin embargo, el mecanismo por el cual logra esto es desconocido. Con base a los
resultados obtenidos en este proyecto y estableciendo una relacién con el trabajo de Romero, NCX
puede estar relacionado con el efecto inhibitorio de TGF-B1 por parte de la pirfenidona y secundario
a esto, el efecto antifibrotico que se le atribuye. Con respecto a PMCA, se sabe que la presencia de
TGF-B1 aumenta la expresiéon de PMCA. El hecho de que la pirfenidona disminuya a TGF-B1
disminuiria la expresién de PMCA y por ende, disminuiria la actividad de PMCA que, como muestran

nuestros resultados, se ve aumentada por Ang Il (Kuo et al., 1997).

Si bien también se ha mencionado la participacién de los canales TPR como un mecanismo regulador
del Ca**, el TRPM7 que es el que se expresa en la fibroblastos , tiene un papel preponderante en la
regulacion del magnecio intracelular por sobre la del calcio. Su activaciéon incrementa con la
disminucién del pH extracelular y por tal motivo, su presencia adquiere relevancia en proceso

fisiopatoldgicos como la isquemia.



CONCLUSIONES.

e La Ang Il promueve la aparicion de fibras de estrés de a-SMA, un marcador caracteristico de
los miofibroblastos.

e Los fibroblastos cardiacos expresan de manera funcional a la SERCA, la PMCA y NCX, como
principales mecanismos de extrusién de calcio, y a los receptores a IP3 y los SOC’s como
proteinas que permiten el aumento de calcio citosdlico.

e Laaplicacion aguda de pirfenidona no provoca cambio en los niveles intracelulares de calcio.

e La aplicacién crénica de pirfenidona modula la homeostasis de Ca** solo en los fibroblastos
tratados con ANG I, aumentando la liberacidon de calcio, la entrada de calcio a través de los
SOC vy la extrusién del ion.

e El losartan aplicado de manera crénica modula la entrada de calcio y el proceso de extrusion

del idn en los fibroblastos controles y tratados con ANG II.
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