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RESUMEN

La fibrosis cardiaca es un proceso patolégico asociado a la insuficiencia cardiaca
(IC), caracterizado por la acumulacién excesiva de matriz extracelular (MEC) en
el miocardio, producida principalmente por los cardiofibroblastos (CFs)
activados a través del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B3).
Aungue no existen terapias farmacoldgicas especificamente dirigidas a la fibrosis
cardiaca, y hay escasos estudios en células humanas, existen algunos farmacos
aprobados para la fibrosis pulmonar [pirfenidona (PFD) — inhibidor de TGF-B4, y
nintedanib (NTB) — inhibidor del receptor tirosina quinasa], mientras que otros
se encuentran en fases preclinicas tempranas [cilengitide (CIL) — inhibidor de

integrinas].

El objetivo fue analizar el efecto del NTB, CIL y PFD en la fibrosis cardiaca,
comparado con losartan (LOS), inhibidor del receptor de la angiotensina Il y parte
de la terapia actual de la IC. En el cultivo primario de CFs humanos, solo el NTB
mostré efectos reduciendo la expresion de genes profibréticos (COL1AIL,
COL3A1, FN1, CDH2, TGF-B1 y PDGFRat) y aumentando sorprendentemente la
expresién de ACTA2, S100A4 y PDGFRB. NTB no modificd la expresidn de genes
reguladores como, MMP9 y TIMP1. El efecto per se del NTB normalizé a niveles
basales la expresién de genes profibréticos incrementados por el TGF-B;
(COL1A1, ACTA2, CDH2) y fue capaz de revertir la sorprendente disminucion de
la expresion de S100A4, y el esperado aumento de la MMP9 inducido por el TGF-
Bi. Adicionalmente, el NTB disminuyd la migracién de los CFs. La mayoria de
estas acciones per se y de reversion del TGF-B1 provocados por el NTB sugieren
un efecto antifibrético, pero la capacidad de incrementar el ACTA2, e incluso
exacerbar el efecto del TGF-B1 sobre este gen, sugiere un comportamiento muy
singular en los CFs humanos. NTB se comporté de forma dual sobre la
inflamacién a nivel tisular y sistémica. En los CFs, NTB aumentd la expresion
génica de IL-6 y de las moléculas de adhesion, ICAM-1 y VCAM-1. En cambio, a
nivel sistémico, revirtié el aumento de la expresidén de la molécula de adhesién

(Mac-1) inducido por TNF-a en monocitos.

XX



RESUMEN

El modelo in vivo de infarto de miocardio (IM) inducido por la ligadura de la
arteria coronaria (LAD), a los 14 dias de la cirugia aumentd significativamente la
infiltracidon leucocitaria, el depodsito de colageno y la expresién de genes
profibroticos (collal, col3al, fnl, timpl y tgf-Bi) en el tejido cardiaco. Aunque
la proliferacion celular disminuyd, hubo una ligera tendencia al alza del proceso
de angiogénesis. El tratamiento con NTB (LAD+NTB) aument? significativamente
los niveles plasmaticos de troponina I, la expresidén génica de il-6 y los genes
collal, fnly timp1, respecto al grupo LAD+vehiculo, sugiriendo una respuesta

de dafio inflamatoria y fibrotica per se del NTB.

La particularidad del tejido cardiaco, variabilidad de especie y la génesis del dafio
pueden influir en la ineficacia del fdrmaco en el tratamiento de la fibrosis

cardiaca.
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ABSTRACT

Cardiac fibrosis is a pathological process associated with heart failure (HF),
characterized by the excessive accumulation of extracellular matrix (ECM) in the
myocardium, primarily produced by cardiac fibroblasts (CFs) activated through
transforming growth factor beta 1 (TGF-B1). Although there are no
pharmacological therapies specifically targeting cardiac fibrosis and only limited
studies on human cells, some drugs approved for pulmonary fibrosis are
available [pirfenidone (PFD) — a TGF-B; inhibitor, and nintedanib (NTB) — a
tyrosine kinase receptor inhibitor], while others are in early preclinical stages

[cilengitide (CIL) — an integrin inhibitor].

The objective was to analyze the effects of NTB, CIL, and PFD on cardiac fibrosis,
compared to losartan (LOS), an angiotensin |l receptor inhibitor included in
current HF therapy. In primary cultures of human CFs, only NTB showed effects
by reducing the expression of profibrotic genes (COL1A1, COL3A1, FN1, CDH2,
TGF-B1, and PDGFRa) while surprisingly increasing the expression of ACTA2,
S100A4, and PDGFRB. NTB did not modify the expression of regulatory genes
such as MMP9 and TIMP1. The intrinsic effect of NTB normalized the basal levels
of profibrotic genes elevated by TGF-B1 (COL1A1, ACTA2 and CDH2) and was able
to reverse the surprising decrease in S100A4 expression and the expected
increase in MMP9 induced by TGF-B;. Additionally, NTB reduced CFs migration.
Most of these intrinsic and TGF-Bi-reversal effects of NTB suggest an antifibrotic
effect; however, its ability to increase ACTA2 and even exacerbate the TGF-f;

effect on this gene suggests a highly unique behavior in human CFs.

NTB exhibited dual behavior regarding inflammation at both tissue and systemic
levels. In CFs, NTB increased the gene expression of /L-6 and adhesion molecules,
ICAM-1 and VCAM-1. Conversely, at the systemic level, it reversed the increase
in the expression of the adhesion molecule (Mac-1) induced by TNF-a in

monocytes.
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ABSTRACT

In the in vivo myocardial infarction (MI) model induced by coronary artery
ligation (LAD), after 14 days of surgery, there was a significant increase in
leukocyte infiltration, collagen deposition, and the expression of profibrotic
genes (collal, col3al, fn1, timpl, and tgf-Bi) in cardiac tissue. Although cell
proliferation decreased, there was a slight upward trend in the angiogenesis
process. NTB treatment (LAD+NTB) resulted in significant increases in plasma
troponin | levels, il-6 gene expression, and profibrotic genes collal, fn1, and
timpl in cardiac tissue, compared to the LAD+vehicle group, suggesting an

inflammatory and fibrotic damage response intrinsic to NTB.

The particular characteristics of cardiac tissue, species variability, and damage

genesis may influence the drug's inefficacy in treating cardiac fibrosis.
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1. EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES:
CARDIOPATIAS ISQUEMICAS E INSUFICIENCIA CARDIACA

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen un grupo heterogéneo de
patologias crdnicas entre las que se encuentran: la cardiopatia coronaria, las
enfermedades cerebrovasculares, la enfermedad arterial periférica y la
insuficiencia cardiaca (IC). Actualmente, este grupo de enfermedades ocupan el
primer lugar de las causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, seguido
por los tumores (cancer) y las enfermedades respiratorias. Datos recogidos en el
afio 2019, estiman que aproximadamente 18 millones de personas fallecieron a
causa de una ECV, principalmente como consecuencia de un infarto de
miocardio (IM) y por accidentes cerebrovasculares, representando el 32% de las
muertes en todo el mundo. En 2021, Europa se situd dentro de los territorios
donde la tasa de mortalidad debido a las ECV era mas baja (178.1 muertes por
cada 100.000 habitantes), situdndose Espafia en el grupo de paises con una de
las tasas de mortalidad mas bajas (77.1 muertes por cada 100.000 habitantes)
(1,2). Estas tasas de mortalidad son dependientes tanto de los factores de riesgo
(edad avanzada, sexo, antecedentes familiares de enfermedad coronaria
temprana, dislipidemia, diabetes mellitus (particularmente de tipo 2),
tabaquismo, obesidad, inactividad fisica, etc.,), asi como de la atencidn

sociosanitaria de cada pais (3).

No obstante, en Espafia, el grupo de ECV se mantuvo como primera causa de
muerte en el aiflo 2022 (cardiopatias isquémicas y accidentes cerebrovasculares,
entre los mas frecuentes), representando el 26% de las defunciones totales

(252.2 muertes por cada 100.000 habitantes).
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Cardiopatias isquémicas

Las cardiopatias isquémicas, también conocidas como enfermedades de las
arterias coronarias, ocupan el primer puesto de mortalidad dentro de las ECV a
nivel mundial, siendo responsables de aproximadamente 9 millones de muertes
(101.7 muertes por cada 100.000 habitantes, dato del afio 2019), y suponiendo
un 12.6% de la mortalidad a nivel mundial, seguida de los ataques al corazén y

las enfermedades cardiacas hipertensivas (1,4).

En nuestro pais, las cardiopatias isquémicas han ido en aumento en los ultimos
afios, siendo tres veces mayor en hombres que en mujeres. Segun el ultimo
Informe Anual del Sistema Nacional de Salud del 2022 publicado por el
Ministerio de Sanidad (5), el 2.3% de la poblacidn padece una cardiopatia

isquémica.

La cardiopatia isquémica puede acabar dando lugar a un IM, una angina de pecho
o lo que se conoce como ‘isquemia silenciosa’, viéndose exacerbadas por
diversos factores de riesgo (1,2,6). Tal y como se puede observar en la Figura 1,
la tasa de mortalidad debido a las cardiopatias isquémicas tiende a ser mas alta
en territorios como Africa y Asia que en Europa y América del Norte, situdndose
el continente europeo en el grupo de territorios con la tasa de mortalidad mas

baja (95.6 muertes por cada 100.000 habitantes, dato del afio 2021).

Después de un evento isquémico de naturaleza aguda o crénica, asi como a la
presencia de otras cardiopatias congénitas, puede desencadenarse en el
paciente una IC. Esta condicién se caracteriza por una disminucién en la
capacidad funcional del corazén, lo que dificulta una perfusién sanguinea

adecuada hacia los érganos y tejidos del organismo.
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Figura 1. Tasa de mortalidad por cardiopatias isquémicas en el afio 2021. En la figura se
muestran las tasas estimadas de mortalidad, ajustadas por edad, de las cardiopatias
isquémicas por cada 100.000 habitantes. La alta tasa de mortalidad viene representada por la

intensidad de color, siendo la de mayor tasa la del color rojo. En concreto, se especifica la tasa
de mortalidad en Espafia por cada 100.000 habitantes, situandose dentro de los paises con
una tasa baja de mortalidad. Figura extraida y adaptada de (2).

Insuficiencia cardiaca

La IC es considerada una ‘pandemia mundial’ debido a su alta morbilidad y
mortalidad, afectando a aproximadamente 64.3 millones de personas
globalmente. En paises desarrollados, la prevalencia de la IC en la poblacion
adulta varia entre el 1-3%, siendo la principal causa de hospitalizacién en
pacientes mayores de 65 afios en el mundo occidental. En el afio 2017, las tasas
mas altas de prevalencia, ajustadas por edad, se encontraron en Europa central,
en el norte de Africa y en Oriente Medio, mientras que las mas bajas en Europa
oriental y en el sudeste asiatico (7). En 2019, se alcanzé una prevalencia de 56.2
millones de casos notificados a nivel mundial (8). Segun las estadisticas de 2018
de enfermedades cardiacas y accidentes cerebrovasculares, entre el 17% vy el
21% de las personas mayores de 45 afios que habian tenido el primer IM,

presentaron IC después de un seguimiento de 5 afios (9). En el proyecto ATLAS
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realizado en Europa por la “Heart Failure Association” (HFA) y la Sociedad
Europea de Cardiologia (SEC) en el afio 2019, estimo una prevalencia media de
17 por cada 1.000 habitantes y, en concreto, en Espafia oscilaba entre <12 (10).
El envejecimiento poblacional y los avances en el tratamiento han incrementado
el nimero de personas que padecen una IC. La mortalidad sigue siendo alta, con
tasas de supervivencia de 87% al primer afio y 35% a los 10 afios (11). Este
crecimiento supone un importante coste econémico para los sistemas de salud,
estimada en 31.000 millones de ddlares a nivel mundial y se estima que para el
2030 alcance los 70.000 millones de ddlares. En concreto, en Espafia, el coste

por paciente varia entre 12.000 y 20.000€ anuales (Figura 2) (12).

' N\ \ A

[ PREVALENCIA ] INCIDENCIA MORTALIDAD COSTES
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Figura 2. Carga global de la insuficiencia cardiaca. En |a figura se muestra un cuadro resumen
de la prevalencia, incidencia, mortalidad y costes econdmicos que supone la IC a nivel mundial.
Figura extraida y adaptada de (12). ICFEr: insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccidon
reducida; ICFEp: insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccion preservada.

2. FISIOPATOLOGIA DE LAS CARDIOPATIAS ISQUEMICAS E INSUFICIENCIA
CARDIACA

Cardiopatias isquémicas

El IM es una de las manifestaciones clinicas mas graves y agudas de las
cardiopatias isquémicas. La falta total o parcial de oxigeno de manera
prolongada, inicialmente conlleva a una respuesta inflamatoria, seguida de un

dafio tisular (muerte de los cardiomiocitos) que se traduce en una disfuncion

4
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contrdctil y eléctrica del corazdn. El IM afecta sobre todo al ventriculo izquierdo,
pero dependiendo de la extension de la lesién también pueden verse afectados
el ventriculo derecho vy las auriculas (13,14). Existen diversos factores de riesgo
cardiovascular (RCV) que contribuyen al desarrollo del IM. Los mecanismos
fisiopatoldgicos por los que se produce el IM se pueden dividir en causas
aterosclerdticas o causas no aterosclerdticas. En el primer caso, la placa de
ateroma se forma como consecuencia de la acumulacidn de grasa en la pared de
las arterias (aterosclerosis) y su rotura provoca coagulos que pueden obstruir el
flujo de sangre hacia las arterias coronarias. Otras causas no ateroscleroéticas
responsables del IM pueden ser: vasoespasmos de las arterias coronarias,
disfuncién de la microvasculatura coronaria, trombosis coronaria y en menor

medida, diseccion espontanea de la arteria coronaria (Figura 3) (15).

Rotura de la placa Diseccién arteria coronaria
ﬁ —
PR S
e =
‘.
Vasoespasmos
v Disfuncién microvasculatura
pr—— =
—— .
4

Embolia/Trombosis

o
=

INFARTO DE MIOCARDIO

Figura 3. Representacion grdfica de los mecanismos fisiopatolégicos del infarto de
miocardio. El IM puede originarse por causas aterosclerdticas (rotura de la placa de ateroma)
0 por causas no ateroscleroticas (vasoespasmos, embolia/trombo, diseccion esponténea de la
arteria coronaria y disfuncidn de la microvasculatura). Figura creada con BioRender.com.

Las consecuencias postinfarto dependeran del tamafio del area infartada, del

aumento en la presion de llenado del ventriculo izquierdo y del grado de
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disminucién del gasto cardiaco y, pueden ser tanto mecdnicas como eléctricas

(Tabla 1).

Tabla 1. Complicaciones funcionales postinfarto.

COMPLICACIONES POSTINFARTO

COMPLICACIONES MECANICAS COMPLICACIONES ELECTRICAS

Rotura del tabique interventricular
postinfarto (CIV) (16)
Rotura cardiaca (16)

Arritmias (17):
- Bradicardias ({ FC)
- Taquicardias (TFC)

Insuficiencia mitral isquémica aguda (16)

Defectos en la conduccidn eléctrica (19):
- Bloqueo del nodo AV

Shock cardiogénico (18) g

- Bloqueo de la rama izquierda

del fasciculo de His

Las complicaciones mecanicas son aquellas debidas al dafio fisico producido en el tejido
cardiaco como resultado de la necrosis del miocardio, mientras que las complicaciones
eléctricas son aquellas provocadas por alteraciones en el sistema de conduccion eléctrica del
corazon. CIV: comunicacion interventricular; FC: frecuencia cardiaca; AV: auriculo-ventricular.

A pesar de que todas estas complicaciones presentan una baja incidencia (ej.: la
rotura del tabique interventricular o la rotura cardiaca), todas ellas son graves y
presentan una elevada tasa de mortalidad entre los pacientes que han sufrido
un IM. Las consecuencias en los pacientes que sobreviven pueden desembocar

en una fibrosis en el tejido miocardico, que conduce a una IC.

Insuficiencia cardiaca

La IC es un sindrome clinico causado por diversas enfermedades cardiacas que
afectan a la estructuray funcién del miocardio, alterando el llenado o la eyeccion
del ventriculo y reduciendo el gasto cardiaco, lo que provoca una sobrecarga de
liguidos en el corazdn (20). La IC puede clasificarse como aguda o crdnica y
funcionalmente en dos tipos: insuficiencia cardiaca con fraccidon de eyeccidn

preservada (ICFEp), donde el ventriculo izquierdo no se relaja adecuadamente,
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dificultando su llenado; e insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccion
reducida (ICFEr), donde el ventriculo no se contrae con suficiente fuerza,

limitando la cantidad de sangre que el corazén bombea (21).

La cardiopatia isquémica es el principal factor de riesgo para el desarrollo de IC
(65% para hombres y el 48% para las mujeres) (22), y existen otras cardiopatias
no estrictamente isquémicas que afectan a las valvulas cardiacas, los vasos y al
propio musculo cardiaco que son también causa de IC. Independientemente del
mecanismo fisiopatoldgico que genere la IC (sobrecarga hemodinamica,
disfuncidn isquémica, sobreestimulacidn neurohumoral, etc.,), a nivel tisular, la
IC puede venir asociada a un remodelado ventricular (alteracién del tamafio,
forma y funcion del corazon) y a una fibrosis reactiva en respuesta al dafio o a

cualquiera de los estimulos mencionados (20).

3. RELEVANCIA DE LA FIBROSIS EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

3.1. CONCEPTO DE FIBROSIS

La fibrosis cardiaca es una de las consecuencias patoldgicas asociadas a las ECV.
Esta condicién patoldgica se manifiesta tras un dafio en el tejido cardiaco
[isquemia, elevacion persistente de la presion arterial, niveles altos de glucosa,
cardiopatias congénitas, etc.,] que conduce a un depdsito excesivo de fibras de
colageno y proteinas de la matriz extracelular (MEC) por parte de las células
cardiacas, acompafiado de una hipertrofia de los cardiomiocitos. Este exceso en
la MEC contribuye a la distorsién de la arquitectura cardiaca, promoviendo la
disfuncion del corazén e IC (23,24). Tras el dafio, el corazén sufre un proceso de
remodelado estructural y funcional en el que participan diferentes células
cardiacas, entre las cuales se incluyen los cardiomiocitos, las células endoteliales,
las células del sistema inmunitario y los cardiofibroblastos (CFs) (Figura 4). El

proceso de fibrosis cardiaca estd mediado principalmente por los CFs que, una
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vez activados, se diferencian a CFs activados o, también denominados

miofibroblastos cardiacos (MioFBs) (25-29).

CFs

Depdsito MEC
(fibrosis)

CORAZON SANO CORAZON HIPERTROFICO - FIBROSIS

Figura 4. Representacion grdfica de la generacion de fibrosis tras un estimulo patoldgico
en el tejido cardiaco. Tras un dafio, se produce un exceso de depdsito de la MEC y la
diferenciacién de los CFs a MioFBs. Todo ello provoca un engrosamiento y rigidez de la pared
del ventriculo izquierdo, que conduce a una IC. Figura creada con BioRender.com. CFs:
cardiofibroblastos; CMs: cardiomiocitos; MioFBs: miofibroblastos; MEC: matriz extracelular.

La fibrosis cardiaca inducida por un IM sigue una secuencia de tres fases
programadas: I. Fase inflamatoria, Il. Fase proliferativa y Ill. Fase de maduracion

(30).

I. Fase inflamatoria: la muerte de los cardiomiocitos provoca la activacién de la
respuesta inmunitaria innata en la que los CFs, en la zona isquémica, adoptan un
fenotipo inflamatorio provocando la liberacion de mediadores inflamatorios y
atrayendo a células inmunitarias, como los leucocitos (neutrdfilos), a la zona

dafiada que degradan la MEC para facilitar la migracion celular (31).

Il. Fase proliferativa: tras la resolucién de la fase inflamatoria, se activan las
células mononucleares y los macréfagos que secretan factores de crecimiento.
Estos factores reclutan CFs y MioFBs que depositan proteinas de la MEC en el
tejido de granulacién [ colageno, TMalfa actina del musculo liso (a-SMA)],

formando la base de la cicatriz y manteniendo la estructura del tejido (31).



INTRODUCCION

lll. Fase de maduraciodn: las células reparadoras mueren por apoptosis y el tejido
granular es reemplazado por una cicatriz de colageno. A medida que la cicatriz
madura, se produce una reticulacion del colageno, incrementando la resistencia
de la cicatriz que afecta a la funcion cardiaca (32). Esto conduce a un remodelado

ventricular, ICy posibles alteraciones eléctricas en el corazdn (arritmias) (33).

Ademas, en funcion de la etapa en la que se encuentra el proceso fibrético en
un érgano o tejido, podemos diferenciar la fibrosis en fase temprana (comienza
inmediatamente después de la lesidn) o fase tardia (comienza semanas después

de la lesién y puede alargarse aios) (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del infarto de miocardio sobre la matriz extracelular en las etapas tempranas
y tardias de la fibrosis.

FASE TEMPRANA DE LA FIBROSIS FASE TARDIA DE LA FIBROSIS

- Migracién de células inmunitarias a la zona . ., .
- Dilatacion continua del VI.

del infarto.
. . . - Remodelado del VI.
- P quimiotaxis de CFs estimulados por . .
TGF-B - Hipertrofia de los CMs.
. . . o - Necrosis continua de los CMs => fibrosis
- Proliferacion de CFs y diferenciacién a .
. reparativa o de reemplazo.
MioFBs.

- Hipertrofia mural de la pared del VI.
- { colageno tipo lll/colageno tipo I.
- Acumulacién de coldgeno en la zona

- Inflamacion celular y necrosis de los CMs.

- D actividad MMPs.

- Expresion TIMPs en la zona del infarto. .

| . ) . infartada.

- D colageno tipo lll/colageno tipo I. o, L
- Formacion de cicatrices.

- | estrés sistolico y diastdlico.
Y - Hipertrofia del VI.

- Deformacién del tejido.
- /M acortamiento del miocardio, TFC.
CFs: cardiofibroblastos; CMs: cardiomiocitos; MioFBs: miofibroblastos; TGF-B: factor de

crecimiento transformante beta; MMPs: metaloproteinasas de la matriz; TIMPs: inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas; FC: frecuencia cardiaca; VI: ventriculo izquierdo.

Ademas, cabe destacar que, si la fibrosis tardia perdura en el tiempo, se
establece una ‘fibrosis reactiva o patoldgica’ que acaba alterando la funcion

normal del corazon.
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3.2. VIAS Y MEDIADORES DE SENALIZACION DE LA FIBROSIS CARDIACA

Se han descrito varias vias moleculares implicada en el proceso de fibrosis
cardiaca dependiendo de la causa subyacente que desencadene la reaccidn
fibrotica. Las sefiales inflamatorias parecen ser mas importantes en la fibrosis
reparativa e isquémica y se asocian con una intensa activacién de las vias de
sefializaciéon de citocinas y quimiocinas. Por otro lado, el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) y los factores de crecimiento fibrético, como la
sefializaciéon del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y la
sefializacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), parecen
estar implicados en la mayoria de las afecciones cardiacas fibréticas

independientemente de la causa que lo desencadene (Figura 5) (23).

Péptidos

Factores de cti
Citoquinas ~ Vasoactivos

Receptor TGF-B; Integrinas C"eCim?ento v
: LJ
Rho/ROCK
quinasa ligada i
_ FIBROGENICA

DMOTOVIDIVVDIN

NUCLEO

Figura 5. Diversas vias moleculares implicadas en el proceso de fibrosis cardiaca. Diversos

receptores de membrana, como el receptor del TGF-B,, integrinas, receptores para factores de
crecimiento, citocinas y péptidos vasoactivos, activan rutas intracelulares especificas. Estas
incluyen SMADs, quinasas ligadas a integrinas, MAPKSs, y las vias Rho/ROCK, que conducen a
la modulacién de la expresidn génica en el nucleo. El resultado es el aumento en la sintesis de
proteinas de la MEC, caracteristica del proceso fibrogénico en condiciones de dafio tisular o
remodelado patoldgico. TGF-B+: factor de crecimiento transformante beta 1; MAPKs: proteina
quinasa activadas por mitégenos; ROCK: proteina quinasa asociada a Rho; MEC: matriz
extracelular. Figura creada con BioRender.com

10
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3.2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA (TGF-f)

3.2.1.1. Isoforma TGF-f

El TGF-B es un importante regulador de la fibrosis cardiaca, siendo el factor
fibrogénico mas estudiado (34). Este factor de crecimiento se presenta en tres
isoformas distintas, codificadas por genes distintos: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-Bs.
Aungque las tres isoformas utilizan los mismos receptores en la superficie celular
[principalmente los receptores TGF-B tipo | (TGF-BRI) y tipo Il (TGF-BRII)] vy
comparten objetivos comunes, tienen patrones de regulacién diferentes y
desempeian funciones distintas en condiciones fibroticas (35). El TGF-B;1 es la
isoforma predominante en el sistema cardiovascular (CV), siendo la mas
relevante en el proceso de fibrosis, y se expresa de manera ubicua; mientras que
las otras dos isoformas se encuentran en un rango mas limitado de tejidos y
células. La isoforma TGF-f3,, a pesar de estar menos estudiada en la fibrosis
cardiaca, puede participar en procesos similares, pero destacan su papel en el
desarrollo embrionario cardiaco. Sin embargo, la isoforma TGF-B3 se ha asociado
a la resolucion de la fibrosis y al proceso de remodelado, pero su relevancia en

la fibrosis cardiaca es menor (36).

3.2.1.2. Vias de sefializacion del TGF-f

En un corazén normal, el TGF-B1 en condiciones basales estd presente en una
forma latente (inactiva) impidiendo que pueda interactuar con sus receptores.
Sin embargo, tras una lesion cardiaca, la forma latente se convierte en su forma
activa. Esta activacién puede ser desencadenada por varios mediadores,
incluyendo proteasas como la plasmina, las metaloproteinasas, MMP2 y MMP9
(37), asi como por condiciones como la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (38) y un entorno ligeramente acido (39). La activacién de una
pequefia cantidad de TGF-B; es suficiente para desencadenar una respuesta

celular significativa.

11
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El TGF-B1 se une al receptor TGF-BRII presente en la superficie celular, formando
un complejo que transfiere la sefial al receptor TGF-BRI, ubicado también en la
membrana. Esta sefalizacion se lleva a cabo a través de la via de las SMADs,
especialmente SMAD3, que es crucial en la activacion de los CFs después de un
IMYy, por tanto, es esencial para el remodelado fibrético del ventriculo infartado.
La sefializacion de SMAD3 promueve la sintesis de proteinas de la MEC, la
transcripcidon de integrinas y la expresién de la proteina o-SMA (Figura 6).
Ademas, la activacidén de esta via regula la proliferacion de MioFBs, ayudando a
formar cicatrices organizadas y preservando la integridad del corazén infartado
a través de una via reparadora de integrinas y ROS (40-42). La ausencia de
SMAD3 en modelos experimentales resulta en una fibrosis reducida, a pesar de
una mayor densidad de MioFBs, sugiriendo que la disminucién del remodelado
fibrotico se debe a la reduccidn de las respuestas profibréticas mediadas por el
TGF-B. Sin embargo, SMAD2 no tiene un papel importante en la activacién de los
CFs presentes en corazones fibroticos, posiblemente debido a diferencias en su
proceso de activacion y translocacion al nucleo. Aunque las vias independientes
de SMAD también podrian contribuir al proceso fibrotico, estudios sugieren que
la sefializacién TGF-B/quinasa 1 activada por TGF-B; (TAK1) tiene un papel
significativo en la hipertrofia cardiaca y la fibrosis intersticial (Figura 6). Para
evitar respuestas fibrogénicas excesivas, el organismo cuenta con mecanismos
de regulaciéon negativa de las cascadas de TGF-B. Los SMADs inhibidores
(SMADG6/7), el pseudorreceptor BAMBI y la endoglina soluble actian como
inhibidores enddgenos de la sefializacion del TGF-B, limitando asi las respuestas
profibréticas (Figura 6) (43—45). En resumen, el TGF-B; desempefia un papel
central en la fibrosis cardiaca mediante la activaciéon de CFs y la regulacion de
proteinas de la MEC. Las vias de sefalizacion del TGF-B, incluyendo las
dependientes de SMAD y las independientes, contribuyen a la activacion de los

CFs y, por tanto, influyen en la respuesta fibrogénica del corazén. La regulacion
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negativa de esta sefializacién es fundamental para prevenir una fibrosis

descontrolada y mantener la integridad estructural y funcional del corazon.
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Figura 6. Regulacion de la sefalizacion del TGF-B, en la fibrosis cardiaca. E| TGF-B, activo se

Generacién
MioFBs

une a los receptores TGF-BRI/II, activando tanto las vias de sefializacién dependientes de SMAD
(principalmente SMAD3) como las independientes de SMAD. Para evitar respuestas
fibrogénicas excesivas, existen mecanismos de regulacién negativa de las cascadas del TGF-B.
Los SMADs inhibidores (SMAD6/7) y el pseudorreceptor BAMBI actian como inhibidores
endoégenos de la sefializacion del TGF-B, limitando asi las respuestas profibroticas. Figura
extraida y adaptada de (35).

3.2.1.3. Implicacion del TGF-f en la fibrosis cardiaca

La activacion del TGF-B; tiene un rol fundamental en la fibrosis cardiaca, ya que
regula tanto el proceso inflamatorio como el depdsito de proteinas de la MEC.
Los estudios en modelos experimentales de ratones con sobreexpresién de TGF-
B1 en el miocardio han demostrado que induce fibrosis ventricular, con depésito
de proteinas de la MEC (fundamentalmente, colageno) y una inhibicidn de las

colagenasas intersticiales (46). Por otro lado, ratones transgénicos que expresan
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de manera constitutiva TGF-B1 en el corazén (debido a una mutacién que evita
la unién del complejo latente del TGF-B1 a la MEC) desarrollan fibrosis
Unicamente en las auriculas y no en los ventriculos, debido a una respuesta
exagerada por parte de los CFs auriculares (47). Ademas, en modelos
experimentales murinos “knock-out” de esta citocina, también se ha confirmado
el papel del TGF-B;1 en la fibrosis cardiaca. Por ejemplo, ratones deficientes en
TGF-B1 muestran una fibrosis atenuada con la edad y una mejor distensibilidad
del ventriculo izquierdo en comparacién con los ratones controles (48). La
inhibicién del TGF-B en ratas con sobrecarga de presién cardiaca previene la
fibrosis miocardica, subrayando su importancia en la respuesta fibrogénica (49).
El TGF-B1 ejerce efectos profibréticos principalmente a través de la activacién de
los CFs, que se diferencian en MioFBs, y la induccion de proteinas de la MEC,
como el colageno (50). El TGF-B1 también promueve la produccion de inhibidores
de proteasas como el inhibidor tisular del plasminégeno 1 (IAP-1) y los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs), e inhibe la sintesis de
MMPs, que ayudan a mantener la MEC. La accidn de TGF-B1 en combinacidn con
la proteina matricelular, CCN2 (también conocida como CTGF, factor de
crecimiento del tejido conectivo), puede contribuir a una respuesta fibrosa

prolongada (51).

3.2.2. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (SRAA)

El SRAA es crucial para mantener la presidn arterial, la perfusion de los tejidos y
el volumen extracelular. EI SRAA contribuye a la homeostasis celular modulando
la funcion CV y renal, y su desregulacién participa en procesos inflamatorios,
ateroscleréticos y fibroticos (52). Este sistema se activa principalmente cuando
las células yuxtaglomerulares del rifldn secretan una enzima denominada renina
en respuesta a determinados estimulos como la hipovolemia, hipoosmolaridad
o altos niveles de catecolaminas. La renina secretada convierte el

angiotensindgeno hepatico en angiotensina | (Ang.l) (péptido inactivo), que por
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accién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se convierte en el
péptido activo denominado angiotensina Il (Ang.ll), principal agente del SRAA
(Figura 7). La Ang.ll ejerce actividades bioldgicas al unirse a los diferentes
subtipos de receptores (Figura 8) (53). La mayoria de los efectos de la Ang.ll
estan mediados por la unidn al receptor de Ang.l (AT-1), que esta ampliamente
presente en muchos tejidos y érganos, incluidos la piel, los pulmones, los rifiones
y el corazén. A través de estos receptores, la Ang.ll produce vasoconstriccién,
activacion del sistema nervioso simpatico (SNS), retencién de liquidos por
secrecién de aldosterona, y cabe destacar sus efectos hipertréficos cardiacos y
vasculares (54). De hecho, hay evidencias cientificas que vinculan esta via
neurohumoral con la patogénesis de la fibrosis cardiaca. Dicho efecto
fibrogénico de la Ang.ll se traduce a nivel tisular en estimular la proliferacién de
los CFs, la migracion de los CFs induciendo la sintesis de integrinas, la conversion
a MioFBs y aumentar significativamente la sintesis de proteinas de la MEC

[colageno y fibronectina (FN)], e inhibir la apoptosis (Figura 7) (55).

l Angiotensinégeno

| Renina | — l

MioFBs

Proliferacién
- Supervivencia

| MEC

Figura 7. Efectos fibrogénicos del péptido activo angiotensina Il. La Ang.ll generada por
accion de la ECA, ejerce sus efectos fibrogénicos a través del receptor AT-1, lo que conduce a
la proliferacidn, la supervivencia, la conversién a MioFBs y la estimulacidn de la sintesis de la
MEC. Figura extraida y adaptada de (25). CFs: cardiofibroblastos; Ang.: angiotensina; ECA:
enzima convertidora de angiotensina; AT-: receptor de angiotensina; Erk: proteina quinasa
regulada por sefales extracelulares; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; PKC: proteina
quinasa C; TGF-B: factor de crecimiento transformante beta 1; MEC: matriz extracelular;
MioFBs: miofibroblastos.
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A nivel cardiaco, la Ang.ll no solamente actUa a través del receptor AT-1, sino
que puede actuar sobre distintos receptores generando diferentes efectos
(Figura 8) (56). El receptor AT-2 inhibe las acciones del receptor AT-1,
suprimiendo la proliferacién de los CFs y reduciendo la sintesis de proteinas de
la MEC, contrarrestando asi los efectos profibroticos de la Ang.ll (57,58). En
modelos experimentales de IM y sobrecarga de presion cardiaca, respalda el
papel profibrético de la sefalizacion AT-1 ya que el bloqueo de este receptor
reduce significativamente la fibrosis (59,60). En estudios in vitro realizados en
CFs de ratas se ha demostrado que tanto la Ang.ll como la aldosterona estimulan
la sintesis de colageno. Ademas, la Ang.ll es capaz de inhibir la actividad de la
MMP1 contribuyendo a la acumulacidén progresiva del coldageno en el miocardio
(61). En relacion directa con el proceso fibrético, la Ang.ll induce la expresion del

TGF-B4 en los CFs a través del receptor AT-1 (Figura 8) (62).

Ang| —| AT-(1-7
[ ] —e—— i
< 1 J-proliferacion

Ang.ll ——> PG
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Vasoconstriccion Vasodilatador J;’I_Nl
Hipertrofia =
Proliferacién l JTIMP1
“Mnorepinefrina JIAP-1
Tsed Antiinflamatorio
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Figura 8. Subtipos de receptores de angiotensina y sus diferentes funciones implicadas en el
proceso fibrético. La Ang.ll ejerce sus efectos mediante los receptores AT-1/-2, pero también
puede actuar sobre otros receptores, como AT-(1-7) ejerciendo efectos protectores, y AT-4,
regulando factores fibroticos. Los IECAs y ARAs actuan bloqueando estas vias, reduciendo la
inflamacién, la hipertrofia y la fibrosis. Ang.: angiotensina; IECA: inhibidor de la enzima
convertidora de Ang.; ECA: enzima convertidora de Ang.; AT-: receptor de Ang.; PA: presion
arterial; ARA-: antagonista del receptor de Ang; PG: prostanglandinas; ON: dxido nitrico; ET-1:
endotelina-1; TIMP1: inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1; IAP-1: inhibidor del activador
del plasminégeno 1. Figura extraida y adaptada de (56).
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En pacientes con ECV asociadas con la fibrosis miocardica [hipertensidn arterial
(HTA), hipertrofia cardiaca, aterosclerosis e IC], se ha observado un aumento de
los niveles séricos de Ang.ll. Después de sufrir un IM, se activa el SRAA como
respuesta al aumento del estrés de la pared ventricular debido a la presidon
telediastdlica aumentada. El aumento consecuente de los niveles de Ang.ll,
promueven el proceso inflamatorio y la secrecién de TGF-B, IL-1B y TNF-q,
favoreciendo la formacién de MioFBs (63). En modelos experimentales de
cardiopatia hipertensiva e insuficiencia cardiaca crénica, los niveles elevados de
mediadores de la via del SRAA, tanto circulantes como locales, contribuyen al
desarrollo de fibrosis miocardica y a la disfuncion diastélica (64). De hecho, en
los CFs la activacion de varias cascadas de sefializacion intracelular, como la
MAPK, la proteina quinasa C (PKC) y la proteina quinasa regulada por sefales
extracelulares (Erk), activan la via Ang.II/AT-1. Ademads, algunas de las acciones
fibrogénicas de la Ang.ll requiere de la activacién del TGF-B, (52). Por otro lado,
los beneficios del bloqueo de la ECA y AT-1 en pacientes con insuficiencia
cardiaca crénica o IM pueden estar relacionados con la inhibicién de la fibrosis
inducida por la angiotensina. Adicionalmente, la aldosterona, desempefa un
papel significativo en la activacidn de los CFs tras una lesion en el miocardio. En
CFs murinos aislados, la aldosterona es capaz de desencadenar una respuesta
proliferativa, estimular la migraciéon y promover un fenotipo que sintetiza MEC.
Ademas de sus acciones sobre los CFs, la aldosterona es capaz de promover la
activacion de seiales fibrogénicas en los cardiomiocitos, macréfagos, linfocitos

y células vasculares (Figura 9) (65,66).

En conjunto, la acciéon coordinada de la Ang.ll y la aldosterona en diferentes
organos asegura el mantenimiento de la presién arterial y la restauracion de la
perfusion renal. Sin embargo, cuando el SRAA se activa de forma continua o
inapropiada, puede contribuir a la aparicién de enfermedades como la HTA y la

IC.
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EFECTOS DE LA ALDOSTERONA
|

Fibrosis y J variabilidad del Efectos pro-trombéticos Potenciacién de la
remodelado miocardio ritmo cardiaco (1TMAP-1) catecolamina
Reabsorcion Na* y agua | | Disfuncion endotelial | | Pérdida de K* y Mg*2 | \, cumplimiento vascular

Disfuncion del Enfermedad renal Arritmias Lesion y fibrosis
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Figura 9. Efectos de la aldosterona en la enfermedad cardiovascular. La figura muestra los
efectos de la aldosterona en el sistema CV y sus consecuencias. IAP-1: inhibidor del activador
del plasmindgeno 1; HTA: hipertensidn arterial; IC: insuficiencia cardiaca; VI: ventriculo
izquierdo. Figura adaptada de (56).

3.2.3. OTRAS VIAS DE SENALIZACION DEL PROCESO FIBROTICO

3.2.3.1. Quimiocinas y citocinas

Son proteinas involucradas fundamentalmente en el sistema inmunitario que
regulan el proceso inflamatorio y desempefan roles fundamentales en la fibrosis
cardiaca (67). La quimiocina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) es clave
en las enfermedades cardiacas, ya que actua atrayendo monocitos y macréfagos
fibrogénicos a la zona dafada, favoreciendo la proliferacidn de CFs y la sintesis
de colageno (68). Por otro lado, la quimiocina 10 inducida por interferon gamma
(CXCL10/IP-10) tienen efectos antifibrdticos actuando como regulador negativo
de la fibrosis (69). Las citocinas proinflamatorias como el TNF-a, la IL-1B y la IL-6
contribuyen al proceso de remodelado de la MEC, reduciendo la sintesis de
colageno y favoreciendo su degradacion, lo que puede conducir a una dilatacion
del ventriculo (70). El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es especialmente
importante en dicho remodelado ya que posee efectos profibréticos y

antifibréticos dependiendo del receptor involucrado [receptor 1, 2 del factor de
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necrosis tumoral alfa (TNFR-1,-2)] (71). Ademds, citocinas como la IL-4, la IL-10 y
la IL-13 tienen efectos antiinflamatorios o fibrogénicos segin el contexto
fisiopatoldgico. En conjunto, estas proteinas regulan la activacidn de los CFs, el
reclutamiento de células inmunitarias y las respuestas fibrogénicas del corazén

(72-75).

3.2.3.2. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El estrés oxidativo juega un papel crucial en la patogénesis de la fibrosis cardiaca
(28). La isquemia y la disminucién del metabolismo aerdbico generan una
disfuncién mitocondrial y una acumulacién de ROS. Adicionalmente, tras la
restauracion del flujo sanguineo (reperfusidn) se potencia la formacion de ROS
que activan las vias inflamatorias y apoptéticas que amplifican el dafio tisular
(apoptosis y necrosis de los cardiomiocitos, activacién de neutrdfilos, etc.,).
Respecto a la fibrosis, las ROS regulan la homeostasis de la MEC a través de la
activacién de la via de sefializacion del TGF-B; (76). Ademas, un aumento en el
estrés oxidativo activa a las MMPs que degradan los colageno tipo | y tipo lll que
dan soporte a los cardiomiocitos, contribuyendo a la dilatacién ventricular y a
una disfunciéon mecanica, como ocurre en la IC (77). También son mediadores
clave de los efectos de citocinas y de la Ang.ll en los CFs, influyendo en el

remodelado fibrotico del corazon.

3.2.3.3. Factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)

La familia PDGF estd compuesta por factores de crecimiento homo- o
heterodiméricos (incluyendo PDGF-AA, -BB, -AB, -CC y -DD) que seinalizan a
través de dos receptores diferentes: PDGFRa y PDGFRp, cuya expresidon aumenta
en condiciones de fibrosis cardiaca. PDGF-A, PDGF-C y PDGF-D promueven la
proliferacion de los CFs y la sintesis de la MEC, ademas de estimular la
produccién de TGF-B (78). En modelos animales, la sobreexpresion de estos

factores induce fibrosis miocardica y es capaz de activar a los CFs (79,80). El
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receptor PDGFRa, expresado en los CFs, es clave en la activacion de estas células
y la acumulacién de la MEC; mientras que el PDGFRp tiene un impacto menor en
la fibrosis directa, aunque cabe sefialar que es importante en la maduracion
vascular. El bloqueo del receptor PDGFRa reduce la fibrosis, mientras que la

inhibicion del PDGFR[ también afecta al proceso de angiogénesis (78,81).

3.2.3.4. Endotelina-1 (ET-1)

La ET-1 (péptido) es un mediador potente de la fibrosis cardiaca que actua tanto
en modelos in vitro como in vivo. La ET-1 puede funcionar como un intermediario
entre la inflamacién y la fibrosis, interaccionando con el TGF-B y la Ang.ll, que
inducen su produccion en diversos tipos celulares (82). En pacientes con
afectacién cardiaca y en modelos de fibrosis cardiaca hipertensiva, la ET-1 se
secreta activamente y se encuentra regulada positivamente (83). En estudios in
vitro, la ET-1 favorece la proliferacién de los CFs, la sintesis de proteinas de la
MEC, reduce la actividad de las colagenasas y promueve un fenotipo de CFs
resistente al proceso de apoptosis (84). La sobreexpresion en modelos
experimentales de ET-1 en el corazén conduce a una fibrosis miocardica y a una
disfuncién ventricular (85). Se ha demostrado que los antagonistas de la ET-1

reducen la fibrosis en modelos de HTA e IM (86).

3.2.3.5. Moléculas de superficie: Integrinas

Tras una lesion miocardica, las células detectan cambios en el microambiente a
través de moléculas presentes en la superficie celular que activan cascadas
intracelulares. Las integrinas son receptores transmembrana clave en la
interaccion célula-MEC y estan involucradas en el proceso fibrdtico (87). La
integrina B1 se sobreexpresa en los CFs activados en el miocardio infartado y en
corazones sobrecargados por presidn, estimulado por el TGF-B a través de la via
de sefializacion SMAD3 (42). Asimismo, las integrinas también afectan a las

células inmunes y vasculares. La integrina avp3, activada por la tenascina-C
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(TNC), esta relacionada con la fibrosis en modelos de infusiéon de Ang.ll (88),
mientras que la integrina av, presente en las células perivasculares, contribuye
al desarrollo de fibrosis en el remodelado cardiaco inducido por angiotensina
(89). Sin embargo, no esta claro si estas integrinas actian directamente en la
conversion celular a CFs o a través de mediadores paracrinos. Ademas, las
integrinas B2, expresadas principalmente en leucocitos, también desempefian
un papel central en los procesos inflamatorios y de remodelado de la fibrosis
tisular. Estas moléculas median la adhesion de los leucocitos al endotelio
vascular y su migracién hacia el tejido miocdardico lesionado, permitiendo asi la
infiltracién inflamatoria y la activacién de los macréfagos. Una activacidn
sostenida de integrinas B2, puede perpetuar la inflamacién crénica, exacerbando
el depdsito de MEC y conduciendo a un remodelado adverso en el tejido
cardiaco. Esto resulta en un incremento de la rigidez miocardica, pérdida de

funcionalidad contractil y predisposicion a una IC (87).

3.3. CELULAS EFECTORAS DE LA FIBROSIS CARDIACA

El corazéon humano sano estd compuesto por varios tipos de células con
funciones especificas que interactlan entre si para mantener la homeostasis y la
funcién cardiaca. El corazén esta constituido principalmente por cardiomiocitos
y células no musculares, denominadas no cardiomiocitos (no-CMs), que
representa el 30 y el 70% de las células totales del corazén, respectivamente
(Figura 10). A pesar de que los cardiomiocitos representan un porcentaje
pequefio de las células cardiacas, ocupan el 75% del volumen del miocardio
debido a su tamafo. Dentro de los no-CMs, el 45-50% lo constituyen las células
endoteliales que se encuentran recubriendo los vasos sanguineos y capilares del
corazon. El resto de los tipos celulares del corazén son células del sistema
inmune (=5-10%) [macroéfagos, linfocitos y mastocitos] y CFs (=10-15%). Los CFs

son los responsables de la produccion y mantenimiento de la MEC y desempefan
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un papel relevante en la respuesta a la lesiéon y al proceso de remodelado
cardiaco. Cabe destacar la existencia de otros tipos celulares menos abundantes
(<10%) como los pericitos y las células musculares lisas, que también forman

parte del tejido cardiaco (Figura 10) (90,91).

Cardiomiocitos (CMs)  Células endoteliales (CEs) . .
Células inmunitarias  Fibroblastos (CFs) Pericitos y otras cél.
(= 30%) (= 45-50%) mesenquimales
(= 5-10%) (= 10-15%)
(< 10%)
[

No cardiomiocitos (no-CMs)

Figura 10. Componentes celulares de un corazon humano adulto. La figura muestra los
diferentes tipos celulares que constituye un corazén adulto. Esta formado, principalmente, por
CMs y no-CMs, siendo estos Ultimos el 70% de las células que conforman el corazén. Figura
adaptada de (91) y creada con Biorender.com. CMs: cardiomiocitos; CEs: células endoteliales;
CFs: cardiofibroblastos; no-CMs: no cardiomiocitos.

3.3.1. CARDIOFIBROBLASTOS

Los cardiofibroblastos (CFs) fueron descritos por primera vez en 1858 por Rudolf
Virchow como “Spindelzelle des Bindegewebes”, que significa células fusiformes
del tejido conectivo (92). El término ‘fibroblasto’ fue introducido por Ernst
Ziegler para describir a las células que producen tejido conectivo nuevo durante
la cicatrizacion. Posteriormente, el cientifico espafiol Santiago Ramén y Cajal
replicd esta observacién describiendo a las ‘células fusiformes’ o ‘fibrocélulas’
como productoras de tejido de granulacidn tanto en la curacion de heridas como
en la formacién de cicatrices. Los CFs son células de origen mesenquimal
presentes en todos los tejidos del cuerpo (93,94). Morfoldgicamente, son células

planas y fusiformes que presentan extensiones citoplasmaticas para poder
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interaccionar con otras células y con la propia MEC. Ademds, carecen de

=

Figura 11. Cultivo de CFs humanos primarios. La figura muestra una foto obtenida en campo

claro con un microscopio Optico invertido de luz polarizada (Leica DMi8) de un cultivo de
cardiofibroblastos (CFs) humanos primarios (casa comercial Innoprot®) creciendo en pase 6
(Barra = 100 um).

3.3.1.1. Origen de los cardiofibroblastos

Durante el desarrollo embrionario cardiaco, los CFs se originan a partir de células
mesenquimales. Este proceso se inicia con la migracion de las células
proepicardicas hacia el corazén embrionario, donde forman la capa epicardica.
Estas células sufren una transformacion epitelial-mesenquimal (EMT) en la que
las células epiteliales cambian su fenotipo de células adherentes a células
migratorias y con capacidad de diferenciaciéon, a CFs. Este proceso es inducido
principalmente por la periostina y el TGF-p (96—98). En modelos experimentales
de fibrosis cardiaca, alrededor del 30% de los CFs activados se originan de células
endoteliales mediante la transicion endotelial-mesenquimal (EndMT),
desencadenada por estimulos profibréticos como el TGF-f o la hipoxia,
permitiendo que adquieran caracteristicas de CFs y migren al intersticio para
ejercer sus funciones. Ambos procesos (EMT y EndMT) son cruciales para la
formacidn de estructuras cardiacas y se reactivan en procesos patoldgicos a nivel
cardiaco. Permiten el reclutamiento de CFs a dreas lesionadas sin depender del
reclutamiento de CFs que se encuentran en areas alejadas del dafio. Sin

embargo, no todos los CFs provienen de estas transformaciones. Los CFs
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presentes en las valvulas auriculoventriculares se originan del endocardio a
través de procesos similares. Tras el desarrollo embrionario, las células derivadas
del epicardio y del endocardio pierden su capacidad activa de migracidon y
diferenciacion, volviéndose inactivas en la produccién de nuevos CFs. En el
corazon adulto, los CFs representan la poblacién mayoritaria de células no
musculares (no-CMs) y se mantienen principalmente en un estado quiescente,

siendo en gran medida residuales del desarrollo embrionario (99,100).

3.3.1.2. Funciones cardiacas de los cardiofibroblastos

Los CFs son esenciales para la regulacién de diversas funciones cardiacas.
Influyen en la homeostasis de la MEC, la comunicacidon con los cardiomiocitos, la
actividad eléctrica del corazén, y la producciéon de factores de crecimiento y
citocinas. Los CFs no solo interactian entre si, sino también con las células
endoteliales y células del musculo liso, participando en procesos como la
angiogénesis, la proliferacion celular, la hipertrofia de los cardiomiocitos y la
apoptosis. Ademas, los CFs pueden reprogramarse en diferentes tipos celulares,
incluyendo células madre pluripotentes, mioblastos o neuronas (101,102). En
términos de estructura y funcién cardiaca, los CFs son cruciales para mantener
laintegridad estructural y la actividad eléctrica del corazdn, a pesar de ser células
no excitables (103). Son fundamentales en el proceso de remodelado patolégico
del corazén y forman el anillo fibrético que separa eléctricamente las auriculas y
los ventriculos, para asegurar una contracciéon y un funcionamiento cardiaco
adecuado (104). Los CFs estan conectados con los cardiomiocitos a través de
uniones “gap”, denominadas conexinas (Cx40, Cx43 y Cx45, relevantes en el
corazodn), que son vitales para la conduccién eléctrica, asi como también para
permitir el intercambio de nutrientes y regular la actividad celular. Alteraciones
en la expresion o funcion de estas conexinas pueden producir problemas en la
comunicacioén celular, provocando arritmias u otras patologias cardiacas (105—

107).
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Otra funcién relevante de los CFs es la sintesis y secrecion de moléculas
bioactivas, como citocinas (ej.: TNF-a, IL-1B), péptidos activos (ej.: Ang.ll, ET-1) y
factores de crecimiento (ej.: TGF-B), que acttian sobre el miocardio de forma
autocrinay paracrina (108). Los CFs son esenciales para mantener la homeostasis
de la MEC en condiciones normales y su remodelado durante las enfermedades
cardiacas (Figura 12). Esta funcién de regulacién de la MEC, los CFs la desarrollan
por su capacidad de sintetizar proteinas que son parte de la MEC (colageno tipo
l'y tipo lll, FN, etc.) y, a su vez, enzimas que degradan dicha MEC, como las MMPs
e incluso sintetizan otras enzimas que inhiben la accién de las MMPs (TIMPs)
(109). También juegan un papel importante en el proceso de angiogénesis,
regulando la formacién de los vasos sanguineos presentes en el corazon a través
de factores estimulantes [factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF)] e inhibidores (CTGF, PDGF) (Figura
12) (110). Ademas, los CFs también influyen en el desarrollo y mantenimiento de
los cardiomiocitos, secretando factores como FGF y periostina, que inducen su
proliferacion (111). En resumen, los CFs son células multifuncionales claves en el
desarrollo y la funciéon del corazén. No solo proporcionan el andamiaje
estructural que sostiene a todos los tipos de células cardiacas, sino que también
se encargan de regular el crecimiento de los cardiomiocitos y de la formacion de
vasos sanguineos en el corazén. Ademas, los CFs participan activamente en la
electrofisiologia cardiaca, contribuyendo al correcto funcionamiento del corazén
(Figura 12) (29,112). Por tanto, los CFs desempefian un papel clave en el
mantenimiento de su integridad estructural a través de la proliferacién
controlada y el recambio de la MEC, por lo que se perciben como el tipo celular
primario responsable de la fibrosis cardiaca durante el remodelado miocardico

adverso (29,93,108).
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Figura 12. Funciones de los CFs e implicaciones en el proceso fibrético. Los CFs son capaces
de producir y secretar una amplia variedad de moléculas que les permite influir en varios
procesos celulares y moleculares que determinan la estructura y funciéon del corazoén.
Participan en procesos de homeostasis de la MEC, en la hipertrofia y apoptosis de los CMs, en
el proceso de angiogénesis y en la electrofisiologia del corazén. Figura adaptada de (29) y
creada con Biorender.com. CFs: cardiofibroblastos; MEC: matriz extracelular; TIMPs:
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas; MMPs: metaloproteinasas; CMs:
cardiomiocitos.

3.3.1.3. Activacion de los cardiofibroblastos: miofibroblastos

En respuesta a una situacion de estrés o lesion (IM o HTA), los CFs residentes
pueden activarse y convertirse en MioFBs (Figura 13). Adicionalmente a los CFs
residentes, otros tipos celulares como las células endoteliales, las células
epiteliales y las células derivadas de la médula ésea, pueden transformarse en
CFs en respuesta a determinados estimulos de dafio. De hecho, la respuesta
inflamatoria consecuente a la lesién favorece el reclutamiento de células
hematopoyéticas originadas de la médula ésea (monocitos o células madre
mesenquimales) y células sanguineas circulantes al sitio de la lesidn, que pueden

diferenciarse a CFs y activarse a MioFBs (Figura 13) (29,94).
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Figura 13. Origen de los CFs durante el desarrollo embrionario o durante un proceso
patolégico. Durante el desarrollo embrionario cardiaco, las células del epicardio experimentan
una transformacion EMT, mientras que las células endoteliales pueden someterse al proceso
EndMT y convertirse en CFs. Tras una lesion, las células derivadas de la médula ésea pueden
ser reclutadas al sitio de la lesion y transformarse en CFs. Si la lesidn persiste, estos CFs se
diferencian a MioFBs. Figura adaptada de (29) y creada con Biorender.com. EMT: transicién
epitelial-mesenquimal; EndMT: transicidn endotelial-mesenquimal; CFs: cardiofibroblastos;
MioFBs: miofibroblastos.

Tras una lesidn, la pérdida de la integridad de la MEC expone a los CFs a un estrés
y a diversas vias de sefializacion: hormonas especificas (ej.: Ang.ll, aldosterona),
factores de crecimiento (ej.: TGF-B4) y citocinas (ej.: IL-6, IL-1B, TNF-a). Estas vias
favorecen la proliferacidon y migracion de los CFs y su diferenciaciéon a MioFBs,
que incrementan la sintesis de diversas proteinas de la MEC (113,114). Estos
MioFBs reemplazan a los cardiomiocitos dafiados y forman una cicatriz
resistente para prevenir la progresiéon del IM y la dilatacion ventricular. Sin
embargo, la produccion excesiva de colageno por los MioFBs en areas remotas a
la zona del infarto contribuye a un remodelado ventricular adverso que conduce
a un deterioro de la funcién cardiaca (108). Los MioFBs fueron identificados por
Gabbiani en el afio 1971 como células esenciales para el crecimiento, desarrollo
y reparacion de tejidos. Presentan caracteristicas tanto de CFs como de células

musculares lisas y, aparecen en el tejido de granulacién de la zona lesionada,
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pero no en el tejido cardiaco sano (108). Se distinguen por presentar un ntcleo
alargado y en ocasiones ovalado, con un citoplasma mas denso y granular,
reflejando su elevada capacidad de sintesis de proteinas de la MEC
(principalmente colageno) (115). Ademas, cuentan con un reticulo endoplasmico
rugoso con gran actividad celular y un gran aparato de Golgi (112).
Adicionalmente, poseen largas prolongaciones citoplasmdticas que facilitan la
comunicacién célula-MEC. Los MioFBs pueden derivar de multiples fuentes
como se refleja en la Figura 13 (99,116-118) y expresan marcadores tipicos de
células musculares lisas, como a-SMA y la cadena pesada de miosina de musculo
liso, y proteinas de adhesion como la vinculina y la paxilina. Ademas, mediante
complejos de adhesion denominados fibronexus, los MioFBs pueden ejercer
fuerza sobre la MEC, contribuyendo a la contraccién de la cicatriz formada
durante el proceso de reparacion (118,119). Los MioFBs responden rapidamente
a quimiocinas liberadas en dreas lesionadas, facilitando su migracién hacia la
zona afectada. Alli, secretan citocinas proinflamatorias (ej.: IL-1a, IL-1B, IL-6 y
TNF-a) y contribuyen a mantener la respuesta inflamatoria (120). Estas citocinas
son fundamentales en la fibrosis reparadora tras un IM y en la formacién de
cicatrices fibrdticas hipertroficas (121). La transformacion de los CFs a MioFBs
provoca un desequilibrio en la MEC, acumulando depdsitos fibrdticos que

reemplazan a los cardiomiocitos y deterioran la funcién cardiaca (120).

3.3.1.4. Marcadores de cardiofibroblastos y miofibroblastos

Actualmente, no existe un marcador especifico que diferencie a los CFs de los
MioFBs, pero si existen cambios en la expresién de determinados marcadores
presentes en ambos tipos celulares. Mayoritariamente, se observa una
sobreexpresion de marcadores como el colageno tipo | y el colageno tipo I, FN,
o-SMA, proteina especifica de fibroblastos 1 [FSP1 (S100A4)] y vimentina, para
confirmar dicha transicion fenotipica. Adicionalmente, en funcidn del contexto

patoldgico en el que se encuentren las células, se sobreexpresan unos
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marcadores u otros. Ademads, muchos de estos marcadores empleados para la
identificacion de los CFs pueden encontrarse en otros tipos celulares (células
endoteliales, pericitos o incluso célulasinmunes) (122). En la Tabla 3 se muestran
algunos de estos marcadores mas ampliamente utilizados para la identificacion

de los CFs y los MioFBs, junto con la expresion de cada uno de ellos.

Tabla 3. Marcadores de CFs y MioFBs presentes en el corazon. Adaptada de (122).

EXPRESION

MARCADOR - FUNCION

Colageno tipo |

y tipo Ii Proteina MEC +++
FN Proteina MEC ++ +4+
a-SMA Isoforma del filamento contractil de h
(ACTA2) actina (dudosa i
expresion)
FSP1 Proteina de unién al Ca*? ++
Vimentina Proteina de filamento intermedio +++
PDGFRa Receptor de tirosina quinasa +++ —

Serina proteasa especifica de
FAP ) . _ +
prolina unida a la membrana

Periostina Proteina matricelular de MEC +++ +

Receptor tirosina quinasa que se
DDR2 3 + ++
une al coldgeno de membrana

Participa en la transicion

TCF21 + —
EMT
Adhesidn celular y comunicaciéon
CD90 , . ++
célula-célula

+

TNC Proteina MEC — (mas

especifica)

+++: expresion alta; ++: expresion media; +: expresion baja; — : expresion nula o sin expresion
(en algunas ocasiones dudosa). CFs: cardiofibroblastos; MioFBs: miofibroblastos; FN:
fibronectina; a-SMA: alfa actina del musculo liso; FSP1: proteina especifica de fibroblastos 1;
PDGFR-: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas; FAP: proteina activadora
de fibroblastos; DDR2: receptor de discoidina de tipo 2; TCF21: factor de transcripcion 21; TNC:
tenascina-C; MEC: matriz extracelular; EMT: transicidn epitelial-mesenquimal.
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3.3.2. CARDIOMIOCITOS

Los cardiomiocitos son las células musculares responsables de la contraccién y
relajacidn del corazén. Presentan un aspecto estriado, debido a sus filamentos
paralelos de actina y miosina organizados en sarcomeros. Estos cardiomiocitos
contienen numerosas mitocondrias responsables de proporcionar la energia
necesaria para la conduccién de sefiales y la contraccion de la célula cardiaca
(123). Ademds de su funcidn contractil, pueden actuar a través de sefales
quimicas secretando una amplia variedad de factores de crecimiento y citocinas
(ej.: TNF-a) que pueden afectar negativamente a la contractilidad del corazén
tras una lesion (124,125). También son capaces de liberar factores profibroéticos
como el TGF-B y promover la proliferacién de los CFs y el depodsito de proteinas
de la MEC (126). Asimismo, expresan y secretan el VEGF contribuyendo al
proceso de remodelado vascular (127). Ante un proceso fibrético, se reduce la
elasticidad de miocardio debido a la acumulacién excesiva de proteinas de la
MEC y a la formacion del tejido fibroso, afectando a la contractilidad de los
cardiomiocitos y provocando una disfuncién diastdlica. La muerte de los
cardiomiocitos suele ser el evento clave en la activacion de las sefiales fibroéticas
en el miocardio, ya que presentan una escasa capacidad de regeneracién tras un

dafio formandose el tejido cicatricial que compromete a la funcién cardiaca.

3.3.3. CELULAS ENDOTELIALES

Las células endoteliales constituyen el =45-50% del total de células presentes en
el corazon y juegan un papel crucial en la fibrosis cardiaca (91). Tras un dafio
cardiaco, las células endoteliales contribuyen a la fibrosis de varias maneras:
promueven la expresién de moléculas de adhesién como la molécula de
adhesidn intercelular 1 (ICAM-1) y la molécula de adhesidn celular vascular 1
(VCAM-1), que reclutan macroéfagos vy linfocitos fibrogénicos a la zona dafiada,
facilitando el desarrollo de fibrosis (128-131); secretan factores como el TGF-B3,

el FGF y la ET-1 relacionados con la fibrosis miocardica en modelos de
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enfermedades cardiacas (132,133); generan mediadores proinflamatorios que
activan a los leucocitos que contribuyen al proceso de fibrosis; y, ademas,
pueden sufrir el proceso EndMT transformandose en CFs y contribuir a la
acumulacion de MEC (99,134,135). Por tanto, la disfuncidn endotelial es una via
clave en el desarrollo y la progresién de la IC (136). Se ha demostrado que la
gravedad de la disfuncién endotelial tiene un valor prondstico para eventos CV.
Varios estudios han demostrado que VCAM-1 soluble es un predictor
independiente de muerte en pacientes con enfermedad arterial coronaria (137),
mientras que otros estudios confirmaron que la molécula ICAM-1 soluble es el
predictor de la enfermedad arterial periférica e IM (138). Ademas, las células
endoteliales también participan en la angiogénesis, un proceso fundamental
para la funcién normal del miocardio, asi como para la aparicidn y progresion de
la hipertrofia cardiaca (139). Pese a su papel profibrético, también se ha descrito
que pueden actuar como reguladores negativos del proceso de fibrosis,
secretando factores como el factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) y la
quimiocina CXCL10, que inhiben la activacion y migracién de los CFs, sugiriendo

un posible efecto protector contra la fibrosis (69,140,141).

3.3.4. CELULAS INMUNITARIAS

El proceso inflamatorio es un proceso clave para la curacidn de tejidos y la
formacién de cicatrices. Sin embargo, cuando la inflamacién persiste puede
conducir a la formacién de tejido cicatricial extenso, lo que finalmente lleva a un
fallo orgdnico completo. Las células del sistema inmunitario, junto con el resto
de las células cardiacas, desempefian un papel clave en el proceso de fibrosis al
activar y diferenciar células en MioFBs mediante la liberacidon de factores

proinflamatorios y profibroticos.

Los monocitos y macréfagos juegan un papel crucial en la regulacién de las
respuestas fibrdticas en diversos tejidos (142,143). En el corazdn sano, los

macroéfagos residentes ayudan a mantener la homeostasis cardiaca (144), pero
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tras una lesion, estos macréfagos residentes son reemplazados por macréfagos
derivados de monocitos, que participan en procesos como la inflamacién, la
fibrosis, el remodelado de la MEC, la angiogénesis y la regeneracién (145). Los
macrofagos en corazones dafiados son heterogéneos y versatiles, produciendo
citocinas (ej.: IL-10, TNF-a) y factores de crecimiento (ej.: TGF-B, PDGF y FGF)
para regular la fibrosis y el remodelado de la MEC (146). Tradicionalmente, los
macréfagos se dividen en dos tipos: macrdéfagos M1 (proinflamatorios) y
macréfagos M2 (reparadores) (147). En corazones infartados, sefiales como los
patrones moleculares asociados a dafo (DAMPs) y los receptores “toll-like
receptors” (TLR) desencadenan respuestas inflamatorias que activan a los CFs
(148). Un aspecto crucial en este proceso es el papel de las moléculas de
adhesién CD11b y CD18, que conforman el complejo Mac-1, también conocido
como integrina amB2. Mac-1 es fundamental para la adhesidn, migracidén y
fagocitosis de monocitos y macréfagos durante la respuesta inflamatoria.
Ademas, facilita la interaccion de estas células con la MEC y otros componentes
del microambiente inflamatorio, modulando tanto la respuesta proinflamatoria
como las funciones antifibrdticas mediante la eliminacion de células apoptdticas,
reduciendo de esta manera el dafio fibrético producido (149,150). Ademas,
factores como la Ang.ll y la aldosterona promueven el proceso fibrético al
estimular a los macréfagos. Sin embargo, estos también pueden tener un efecto
antifibrético al inhibir la activacién de los CFs y facilitar la eliminacién de células

apoptoticas, reduciendo de esta manera el dafio fibrotico (142).

Ademas, de los monocitos y macréfagos, otro tipo de célula inmunitaria
implicada en el proceso fibrético son los mastocitos. En areas fibréticas del
miocardio se produce una expansion de este tipo celular que contribuye al
proceso fibrético modulando las respuestas inflamatorias (151). Estos
mastocitos desencadenan el proceso fibrético liberando mediadores
fibrogénicos almacenados en sus granulos (ej.: TNF-a, TGF-B, IL-4 y PDGF), que

activan a los CFs y amplifican la respuesta fibrética. Ademads, este proceso de
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desgranulacién puede ser activado por factores como los del complemento, las
ROS, la adenosina o las citocinas (152,153). Otra célula inmunitaria importante
son los linfocitos, particularmente, los linfocitos T juegan un papel decisivo en el
proceso de fibrosis cardiaca (tanto en el IM como en la IC no isquémica)
(154,155). En el IM, los linfocitos T se reclutan mediante quimiocinas (156),
mientras que, en la IC por sobrecarga de presidn, el reclutamiento de linfocitos
T puede ser inducido por estrés mecanico y por la activacién de vias
neurohumorales (157). Se ha demostrado que los linfocitos T contribuyen a la
fibrosis cardiaca mediante: la activacion directa de los CFs, promoviendo su
diferenciacion a MioFBs mediante el TGF-B (158); la regulaciéon de citocinas
fibrogénicas (IL-4 e IL-13) que estimulan la sintesis de colageno (159); la
interaccion con macroéfagos amplificando el proceso fibrético; y la influencia en
la supervivencia de los cardiomiocitos facilitando su reemplazo por tejido
fibrético (160). Por otro lado, los granulocitos, incluidos los neutrdfilos,
participan principalmente en la respuesta inflamatoria aguda del miocardio y
ayudan en la reparacién tisular al influir en los macréfagos, aunque se eliminan
rapidamente de las areas lesionadas (161). En cuanto a los eosindfilos y
baséfilos, debido a la poca cantidad presente en el miocardio lesionado, no se

considera que tengan una funcion relevante en el proceso de fibrosis cardiaca.

3.4. MATRIZ EXTRACELULAR Y COLAGENO

3.4.1. MORFOLOGIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La MEC cardiaca presenta una organizacion tridimensional compleja que
contribuye tanto a la arquitectura como a la funcionalidad del tejido cardiaco
(Figura 14). Esta compuesta por dos estructuras principales: por un lado, la

membrana basal, que rodea a los cardiomiocitos y a los vasos sanguineos

presentes en el corazon, y, por otro lado, la matriz intersticial, rica en células que

se encarga de proporcionar soporte estructural para la organizacion de los
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cardiomiocitos y de los vasos sanguineos mas grandes (162,163). Segun las
caracteristicas morfoldgicas, la MEC cardiaca se subdivide en: epimisio, que
rodea a todo el musculo cardiaco y se encuentra en las superficies endocardicas
y epicardicas, proporcionando soporte a las células endoteliales y mesoteliales
(células epiteliales especializadas); perimisio, que se encuentra rodeando a las
fibras musculares, agrupandolas en haces organizados y estructurando el tejido
cardiaco y, por ultimo, el endomisio, que deriva del perimisio y que se encuentra
rodeando de manera individual a cada uno de los cardiomiocitos formando
conexiones esenciales para la transmisién de sefiales mecdnicas y bioquimicas
(164). Esta disposicion no solo garantiza el soporte estructural del miocardio,
sino que también facilita procesos funcionales como la transmisién de fuerza
durante la contraccién y la modulaciéon de sefiales mecanicas, quimicas y

eléctricas en condiciones fisioldgicas y patoldgicas (165-167).

MEC NORMAL

Receptores
L

-3

Células epiteliales —— I

Membrana basal -

Matriz intersticial } Vasos sanguineos

| i Matriz intersticial:
L Jasal - Colagenos (tipo 1 y Ill)
- Colageno IV - MMPs, TIMPs

- Lamininas - EN
- N - CFs
- Proteoglicanos - CMs

- - - Proteoglicanos
Microvasculatura (vasos sanguineos): - Glicosaminoglicanos

- Células endoteliales vasculares - TINC

- Células inmunitarias - Elastina

Figura 14. Representacion general de la estructura de la matriz extracelular sana presente
en el tejido cardiaco. La MEC cardiaca sana esta compuesta por una membrana basal, una
matriz intersticial y una microvasculatura, con diferentes componentes. Figura creada con
BioRender.com. MEC: matriz extracelular; FN: fibronectina; MMPs: metaloproteinasas; TIMPs:
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas; CFs: cardiofibroblastos; CMs: cardiomiocitos;
TNC: tenascina-C.
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3.4.2. COMPOSICION Y REGULACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La MEC cardiaca esta compuesta por proteinas estructurales, matricelularesy de
adhesién, como glucoproteinas, glucosaminoglicanos, proteoglicanos, factores
de crecimiento y proteasas, organizados para mantener la homeostasis tisular y
responder a las necesidades funcionales del corazén (90). Las principales
proteinas estructurales son los coldgenos fibrilares, que forman una red
tridimensional que conecta a los cardiomiocitos y a los vasos sanguineos. Los
coldgenos predominantes en el miocardio son el tipo | (80-85%) y el tipo Ill (10-
15%), pero también se encuentra el colageno tipo IV (<5%), tipo V (<1-3%) y tipo
VI (<1%). El colageno tipo | proporciona rigidez, mientras que el tipo lll mantiene
la integridad estructural del miocardio debido a que es mas distensible
(164,168-170). Los colagenos no fibrilares, como el tipo IV y V, juegan roles en
la activacion de los CFs y ensamblaje del colageno. Los coldgenos tipo | y tipo IlI
son sintetizados principalmente por los CFs y MioFBs en forma de propéptidos

N-y C- terminales (171,172).

En el tejido cardiaco sano, la composicidn y orientacion de los componentes de
la MEC estan estrictamente regulados. La homeostasis de los colagenos
estructurales depende del equilibrio entre su sintesis y degradacién, controlado
por las MMPs, responsables de degradar las fibras de colageno, y las enzimas
inhibidoras (TIMPs) que bloquean su actividad (173). El equilibrio entre las MMPs
y los TIMPs es esencial para el mantenimiento estructural y funcional del
corazon, ya que cambios en la organizacidon y composicién de la MEC, en
particular de las fibras de colageno, son fundamentales para el desarrollo y

progresion de la IC.

Ademas de los coldgenos, la MEC estda compuesta por otras proteinas
estructurales como son la glucoproteina dimérica FN y la laminina, secretadas
principalmente por los CFs y los cardiomiocitos. La FN se encarga de regular la

adhesién y migracidon celular, el proceso de cicatrizacién de heridas y la
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angiogénesis. Ademas, su variante EDA-FN es clave en la conversion de CFs a
MioFBs (174,175). Por su parte, la laminina contribuye a la migracion vy
proliferacion celular, y es esencial para la supervivencia de los cardiomiocitos y
el proceso de angiogénesis (176). Por otro lado, las proteinas de adhesion, como
las integrinas, son esenciales para conectar el citosqueleto de las células con la
MEC y mantener la estructura y comunicacidn celular en el corazén. Estas
integrinas son expresadas tanto por los cardiomiocitos como por los CFs
presentes en el miocardio (177). El receptor DDR, particularmente el subtipo
DDR2 presente en los CFs, también juega un papel relevante al unirse al colageno
(178). Asimismo, también predominan unas proteinas que se encargan de

regular la comunicacién entre células, que se denominan cadherinas (179).

A parte de la presencia de proteinas estructurales, la MEC también contiene
proteinas matricelulares que actian como intermediarios entre las proteinas de
la propia MEC y las células. Estas incluyen trombospondinas (TSP), tenascinas,
periostina, osteopontina (OPN) y la familia CCN (180), que regulan la reparacion
de tejidos, la cicatrizacidn de heridas, el crecimiento celular y la apoptosis. Por
ejemplo, la TSP-1 estabiliza la MEC mediante la inhibicién de las MMPs vy la
activacion del TGF-B, promoviendo la diferenciacion de CFs a MioFBs. La TNC y
la proteina secretada acida y rica en cisteina (SPARC), estan asociadas con los
MioFBs y participan en el proceso de remodelado cardiaco y acumulacién de
coldgeno. Por otro lado, la OPN, regulada positivamente en la fibrosis, actua
como citocina o proteina matricelular, apoyando la activacion de los CFs (181).
La proteina periostina, localizada en los MioFBs y en la matriz intersticial, regula
el ensamblaje de la MEC y potencia procesos fibrogénicos. Su ausencia afecta el
reclutamiento de CFs y a la fibrogénesis del colageno (182). Asimismo, el CTGF
(o CCN2), es un mediador clave en la sintesis de la MEC en condiciones fibréticas.
Este factor de crecimiento promueve la produccién excesiva de MEC inducida
por el estimulo TGF-f y juega un papel importante en el remodelado vy fibrosis

cardiaca (183).
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Ademds de los CFs y los cardiomiocitos, la MEC también estd constituida por
otros tipos celulares como son las células endoteliales vasculares que forman la
microvasculatura del miocardio y son esenciales para asegurar un suministro
constante de nutrientes (90). También se encuentran en el intersticio cardiaco
las células inmunitarias (macréfagos, mastocitos, células dendriticas y linfocitos)
y las células murales vasculares (células musculares lisas y pericitos) (184). Estas
poblaciones celulares varian en funcién de su capacidad para producir y secretar
diferentes componentes de la MEC. Este equilibrio celular y molecular es
fundamental para mantener la funcionalidad cardiaca y responder a lesiones o

estrés.

3.4.3. IMPLICACIONES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LA
FIBROSIS CARDIACA

La MEC desempefia un papel fundamental en los procesos de fibrosis cardiaca,
caracterizados por un remodelado estructural y funcional del miocardio en
respuesta al dafno o estrés. Durante el proceso de fibrosis se produce un
desequilibrio en la composicion del coldgeno, con un aumento en la sintesis del
colageno tipo | en detrimento del coldgeno de tipo Ill, conduciendo a una mayor
rigidez del tejido cardiaco. Este desequilibrio estd promovido por Ila
desregulacion en las MMPs, particularmente de la MMP9, y sus inhibidores,
TIMPs. A nivel cardiaco, la MMP9 ademds de degradar componentes de la MEC
como el coldgeno, la FN y la laminina, tiene efectos cardioprotectores
independientes, siendo crucial su expresién en la regulacién de la fibrosis
cardiaca (25,185). Por otro lado, las proteinas matricelulares que componen la
MEC, como son la FN, la laminina y la periostina, junto con mediadores como el
TGF-B4, favorecen la diferenciacion de los CFs a MioFBs, promoviendo la
acumulacion del coldgeno en el tejido cardiaco. Alteraciones en la MEC pueden
impedir la adhesion efectiva de los cardiomiocitos a la membrana basal,

comprometer la integridad posicional de los cardiomiocitos y facilitar la
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dilatacién del corazén (186). Otras proteinas, como la TSP-1, se eleva en
condiciones de fibrosis y ayuda a estabilizar la MEC inhibiendo las MMPs,
ademds de activar el TGF-B y promover la conversidon de los CFs a MioFBs
(180,187). Asimismo, proteinas como la TNCy la SPARC se inducen en corazones
con fibrosis, promoviendo la migracion de los CFs y el reclutamiento de MioFBs,
asi como también la acumulacién de coldgeno, cuya eliminacién puede mitigar
el dafio fibroético. Ademas, la proteina SPARC también potencia la sefalizacion
de factores de crecimiento y el proceso de angiogénesis (188,189). Ademas, las
células inmunitarias también juegan un papel importante en el proceso de
fibrosis cardiaca. La infiltracion de macréfagos y otras células del sistema inmune
en el tejido dafiado contribuyen significativamente a la activacién de los CFs y a
la sintesis de MEC. En conjunto, la acumulacion excesiva de MEC vy la
reorganizacién de sus componentes generan rigidez, disminuyen la capacidad

contractil del corazén y favorecen el desarrollo de IC.

3.5. REMODELADO CARDIACO

El remodelado cardiaco se refiere a una serie de cambios en la expresidn génica,
asi como alteraciones moleculares, celulares e intersticiales, que se traducen
clinicamente en modificaciones en el tamafio, la forma y la funcién del corazén.
Este proceso adaptativo y fisiopatoldgico ocurre en respuesta a condiciones
como un IM, una sobrecarga de presion (HTA, estenosis adrtica), una miocarditis,
una miocardiopatia dilatada o una sobrecarga de volumen. Su objetivo es
compensar el gasto cardiaco inadecuado, normalizando la tension sobre las
paredes del corazéon. El remodelado es facilitado principalmente por los
cardiomiocitos, aunque también participan el intersticio cardiaco, el colageno, la
vasculatura coronaria y los CFs (190). En respuesta a un IM, el proceso de
remodelado cardiaco involucra varios mecanismos clave, como son: la

angiogénesis, la necrosis/pérdida de cardiomiocitos, la hipertrofia de los
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cardiomiocitos restantes y la proliferacion de los CFs. Estos mecanismos resultan
en un aumento en el depdsito de colageno y alteraciones en la MEC, ademas de
cambios en hormonas intracelulares, citocinas, matrikinas y factores de
crecimiento. Entre estos factores se encuentran la IL-6, el TGF-B, la ET-1, el TNF-
o, el FGF y la Ang.ll, los cuales juegan roles fundamentales en la apoptosis, en la

angiogénesis y en las respuestas cardioprotectoras tras la lesiéon (191-194).

El proceso de reparacién del tejido cardiaco tras un IM se divide en dos fases:

una fase inflamatoria, que comienza con la oclusién de la arteria coronaria y se

caracteriza por la degradacién de la MEC, la infiltracidn de células inflamatorias

y, lainduccion de citocinas y péptidos bioactivos (163); y una fase de remodelado

tisular, donde se produce la degradacion adicional de la MEC para permitir la
infiltracién de células inflamatorias y la proliferacién de macréfagos y CFs, lo que
favorece la formacién de cicatrices (167). Durante el proceso de cicatrizacion, se
observa un aumento en los niveles de lamininas e integrina B1 en la interfaz
miocdrdica, lo que favorece la acumulacion de los CFs y el posterior depésito de

colageno, contribuyendo al desarrollo de fibrosis (Figura 15) (195,196).

Tras un IM, el remodelado cardiaco implica la formacién de una red
microvascular a través del proceso de angiogénesis, esencial para proporcionar
el oxigeno y los nutrientes necesarios a las células responsables de la reparacion.
Un desequilibrio en la sintesis y degradacion del coldgeno y, otros componentes
de la MEC, puede incrementar la presidn miocardica y causar la disfuncién del
corazon. La degradacion del coldgeno presente produce una dilataciéon y una
disminucién de la rigidez del ventriculo, mientras que un aumento en el coldgeno
o reticulacién da lugar a un miocardio mds rigido provocando una disfunciéon
diastélica ventricular (197). Los CFs secretan factores como la Ang.ll y el TGF-B
que afectan al proceso de reparacion y recambio del colageno. La secrecién del
factor TGF-B induce la hipertrofia de los cardiomiocitos y aumenta la produccion

de TIMPs, lo que disminuye eficazmente la degradacion de la MEC provocando
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su acumulacién. La fibrosis y el exceso de colageno endurecen el miocardio,

alteran su dindmica mecanica y eléctrica, y pueden resultar en IC (195).

Tras la lesion, los cardiomiocitos supervivientes modifican sus interacciones con
otras células y con la MEC, lo que lleva a un remodelado del ventriculo, tanto en
el area lesionada como en zonas remotas al dafio (163,198). La MEC puede
adaptarse temporalmente a los cambios biomecdnicos, pero un aumento
excesivo y prolongado de la carga provoca un depdsito anormal de coldgeno,
provocando una dilatacién del ventriculo izquierdo y, por ende, conducir a una
IC (199). La disposicién y composicidn de las fibras de coldgeno en el corazén
afectan la distribucion del estrés y al movimiento del liquido en los
compartimentos extracelulares. Los cardiomiocitos responden a esta carga
mecdnica mediante sefiales quimicas que coordinan la contraccion muscular
(200). Bajo condiciones hipertréficas, la transmisidon de la carga mecanica a lo
largo del miocardio puede engrosar la pared del ventriculo y aumentar la
contractilidad cardiaca, lo cual puede ser beneficioso o perjudicial. Si el
remodelado se vuelve no adaptativo, con hipertrofia descompensada, puede

desencadenar una ‘fibrosis reactiva o patoldgica’ (196,201).
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MEC DANADA

Proceso inflamatorio crénico
o dafio severo

Células epiteliales ——

Membrana basal 1

Matriz intersticial -

Tsintesis MEC
lexpresién MMP y destruccién MEC

Figura 15. Representacion general de la estructura de la matriz extracelular cardiaca tras
sufrir un dano. Tras un estimulo dafiino, los CFs se activan y se diferencian a MioFBs bajo la
influencia de mediadores profibrdticos (TGF-B:, Ang.ll, ET-1, etc.). Los MioFBs producen
cantidades excesivas de MEC mientras reducen la expresién de las MMPs, lo que favorece la
acumulacién de colageno y el remodelado tisular patoldgico, caracterizando el proceso de
fibrosis. Figura creada con BioRender.com. MEC: matriz extracelular; MioFBs: miofibroblastos;
CFs: cardiofibroblastos; TGF-B:.: factor de crecimiento transformante beta 1; Ang.ll:
angiotensina Il; ET-1: endotelina-1; FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; IL-: interleucina;
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; MMPs: metaloproteinasas.

3.5.1. TIPOS DE LESIONES FIBROTICAS

En condiciones fisioldgicas, las fibras de coldgeno en el corazén adulto brindan
soporte a los cardiomiocitos. Sin embargo, tras una lesion, el corazdén presenta
una capacidad limitada para regenerarse y esta capacidad depende de la
formacidn de cicatrices fibrodticas para reparar el dafio. La fibrosis miocardica se

puede clasificar en tres tipos segun criterios histopatoldgicos (202,203):

- Fibrosis reparativa o de reemplazo: se produce después de un IM, cuando los

cardiomiocitos necréticos son reemplazados por una cicatriz fibrética de

colageno para prevenir la ruptura cardiaca (Figura 16).
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Fibrosis reparativa o reemplazo

2 - A gy @)

Figura 16. Representacion histoldgica de la fibrosis reparativa o de reemplazo generada en
el tejido cardiaco tras una lesion. Se muestra un esquema representativo (izquierda) junto
con un corte transversal de tejido cardiaco infartado de ratdn tras la tincién “Sirius Red”
(derecha). El color rojo representa los depdsitos de colageno en la zona lesionada. Figura
adaptada de (203) e Imagenes obtenidas con un microscopio invertido de fluorescencia Leica
DMi8 (Barra = 100 um).

- Fibrosis reactiva o intersticial: ocurre en la zona del borde del infarto y en el

miocardio no dafiado, debido a la expansién del tejido conectivo (endomisio y
perimisio). Se caracteriza por la acumulacion de proteinas de la MEC sin una
pérdida significativa de cardiomiocitos, lo que provoca un endurecimiento del
miocardio (Figura 17).

Fibrosis reactiva/intersticial

Figura 17. Representacion histologica de la fibrosis reactiva o intersticial generada en el
tejido cardiaco tras una lesion. Se muestra un esquema representativo (izquierda) junto con
un corte transversal de tejido cardiaco infartado de ratdn tras la tincidn “Sirius Red” (derecha).
El color rojo representa los depdsitos de coldgeno en la zona lesionada. Figura adaptada de
(203) e Imagenes obtenidas con un microscopio invertido de fluorescencia Leica DMi8 (Barra
=100 pum).
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- Fibrosis _perivascular: aparece alrededor de los vasos sanguineos
intracoronarios, especialmente en la capa adventicia de la microvasculatura
cardiaca (Figura 18). Este tipo de fibrosis puede estrechar los vasos sanguineos
y restringir el flujo sanguineo, siendo comin en enfermedades cardiacas
hipertensivas (204).

Fibrosis perivascular

-

s % 1

Figura 18. Representacion histolégica de la fibrosis perivascular generada en el tejido
cardiaco tras una lesion. Se muestra un esquema representativo (izquierda) junto con un corte
transversal de tejido cardiaco infartado de ratdn tras la tincion “Sirius Red” (derecha). El color
rojo representa los depdsitos de colageno en la zona lesionada. Figura adaptada de (203) e
Imdgenes obtenidas con un microscopio invertido de fluorescencia Leica DMi8 (Barra = 100
um).

La persistencia en el tiempo del estimulo profibrético puede perpetuar la fibrosis
intersticial y perivascular originando una ‘fibrosis reactiva patoldgica’ que

mayormente compromete a la funcion cardiaca (204,205).

3.6. DIAGNOSTICO DE LA FIBROSIS CARDIACA: BIOMARCADORES

Para el diagnéstico de la fibrosis cardiaca, la biopsia endomiocardica sigue siendo
el método estandar, pero debido a sus limitaciones, se recurre a métodos
alternativos no invasivos que consisten en utilizar biomarcadores cardiacos
especificos, clasificados en diversos grupos tal y como se muestra en la Tabla 4
(206-209), donde aparecen algunos de los biomarcadores mas empleados en la

practica clinica para el diagnéstico de la patologia fibrdtica:
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Tabla 4. Biomarcadores cardiacos empleados para el diagnéstico de la fibrosis/insuficiencia
cardiaca.

2 IMPLICACION EN LA NIVELES
BIOMARCADOR FUNCION

FIBROSIS/IC INDICATIVOS

REMODELAdo DE LA MEC Y FIBROSIS
Promueve Asociada con fibrosis y Niveles >25-30
GAL-3 activacién CFsy remodelado, peor ng/mLen IC, <20
produccién de prondstico en ICy ng/mLen
coldgeno miocardiopatia dilatada personas sanas
PICP: Liberado en la Alt.amente Niveles 1:
) . ) correlacionado con la ., .
sintesis colageno . NP produccidn activa
; fibrosis miocardica y .,
tipo | FVCI colageno
PICP/PIIINP
/ PIIINP: Generado
en la conversién del Correlacionado con la Niveles 1*: indican
procolageno tipo lll | fibrosis y gravedad de IC fibrosis
a coldgeno tipo Il
SsST2 Relacionado con Refleja la gravedad de Niveles >35 ng/mL
respuesta cardiaca fibrosis y riesgo de indican prondstico
al estrés y fibrosis eventos adversos en IC negativo
MMMP1: menor
Alteracién MMPs/TIMPs fibrosis; MMP9
MMPs . . . .
Degradan la MEC contribuye a la fibrosis o relacionada con
degradaciéon MEC areas de fibrosis
en miocardiopatia
LESION DE CARDIOMIOCITOS
Troponinas . ., . . .
. Biomarcadores Lesidn miocardio, Troponina | >0.4
cardiacas o . P .
(Tel) especificos de diagndstico de IM y ng/mL dafio
necrosis miocardica pronéstico de IC miocardico
DETERIORO BIOMECANICO
BNP >400 pg/mL
Péptidos
.p ae . Diagndstico de IC, Ic
natriuréticos Indicadores de correlacionados con descompensada;
(BNP, estrés y sobrecarga . . BNP <100 pg/mL
, fibrosis en etapas
NT-proBNP) cardiaca descarta IC aguda;
avanzadas de IC RS
<35 pg/mLindica
ausencia de IC
INFLAMACION RESPUESTA INMUNE
Citocina que induce Asociada con fibrosis en Correlacion con
CT-1 q - HTAy IC, pero limitada .
la expresion de niveles de PICP,
colageno tipo I y Il como marcador de ero no con FVC
& poly fibrosis P

J: disminucién; 4: aumento; GAL-3: galectina-3; PICP: propéptido carboxiterminal del
procolageno tipo I; PIINP: propéptido aminoterminal del procolageno tipo Ill; FVCI: fraccion
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volumétrica de coldgeno intersticial; FVC: fraccion volumétrica del colageno; IC: insuficiencia
cardiaca; sST2: isoforma soluble de supresion de tumorigenicidad 2; MMPs:
metaloproteinasas; TIMPs: inhibidor tisular de las metaloproteinasas; BNP: péptido
natriurético cerebral; NT-proBNP: propéptido natriurético cerebral N-terminal; CT-1:
cardiotrofina-1; HTA: hipertension arterial; MEC: matriz extracelular; IM: infarto de miocardio;
CMs: cardiomiocitos.

4. ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS ACTUALES EN EL TRATAMIENTO DE LA
INSUFICIENCIA CARDIACA

El manejo terapéutico del paciente con IC es complejo en funcidn del tipo de IC
(ICEFp o ICEFr), de las comorbilidades y de los signos y sintomatologia clinica de
cada paciente. La mayoria de los pacientes requieren combinaciones
terapéuticas y ajuste de dosis individualizadas para un control adecuado de la
patologia. En la Tabla 5, se indican las estrategias farmacolégicas recomendadas
por las guias clinicas actuales para el manejo de la IC (208,210-212). La mayoria
de estos grupos terapéuticos van dirigidos a mejorar los parametros
hemodindmicos sistémicos de los pacientes, y asi reducir el trabajo cardiaco,
mejorando la contractilidad del corazén. Adicionalmente, existe tratamientos
coadyuvantes junto con otros farmacos para controlar las comorbilidades CV
asociadas a la IC, como son los farmacos hipolipemiantes, los farmacos
hipoglucemiantes, los anticoagulantes, etc. A pesar de las numerosas opciones
terapéuticas disponibles, todas ellas mejoran la calidad de vida del paciente,
alivian los sintomas y previenen el progreso de la enfermedad, pero no resuelven
de forma definitiva la patologia. De hecho, los datos epidemioldgicos sefialan
que, incluso en pacientes controlados farmacoldgicamente, la mortalidad se
mantiene muy elevada (aproximadamente un 50%) a los 5 afos desde su

diagnostico (12).

Por tanto, se necesitan nuevas terapias dirigidas a dianas mds especificas que

resuelvan la patologia cardiaca asociada a la IC como es la ‘fibrosis reactiva’.
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Tabla 5. Estrategias farmacoldgicas actuales para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca.

GRUPO MECANISMO .
) EFECTOSEN LA IC FARMACOS
FARMACOLG. ACCION
. ., lapril,
Mejoran la funcién :Ziisp:ill
IECA/ARA-Il | (-) SRAA, LAng.Il cardiaca, \PA, one pr”'
(vasoconstrictor) I morbimortalidad, p/ !
. . . losartan,
previenen la fibrosis .
valsartan
. ) en.2|ma Modulan el SRAA,
Inhibidores renina, . . . .
. Previenen la fibrosis aliskireno
renina bloqueando la ,
. . cardiaca
sintesis de Ang.l
Mejoran la funciéon
- cardiaca, previenen la
(-) neprilisina y el o resti)')n delaIC LCZ696
ARNI SRAA (efecto prog (sacubitrilo/
reducen la carga de .
dual) . valsartan)
volumen, previniendo la
fibrosis
Bloquean .
aIdo:Ic:rona Previenen remodelado
ARM ! ventricular, { fibrosis, espironolactona,
Jdreducen . .,
mejoran funcién eplerenona
sobrecarga ,
cardiaca
volumen
Bloquean J Morbimortalidad,
- j | i lol
B-bloqueantes recept?re.s B mejt?lran a e,structu.ra \ blsoprc? ol,
adrenérgicos funcidén cardiaca, evitan carvedilol,
el remodelado y metoprolol

(-)SNS, L FCyla
contractilidad

I sintomas de IC

Diuréticos

“MExcrecidn agua
y electrolitos

Alivian la congestién
(sobrecarga ventricular)
y los sintomas asociados

a la retencion liquidos

furosemida,
bumetanida,
espironolactona

iSGLT2

(-) reabsorcion
glucosa en
rinones,

N diuresis

Mejoran funcién
cardiaca
{ hospitalizaciones y
mortalidad y evitando la
fibrosis cardiaca

dapagliflozina,
empagliflozina

(-): inhibicion; {4 : disminucion; 4*: aumento; IC: insuficiencia cardiaca; IECA: inhibidores de la

enzima convertidora de angiotensina; ARA-Il: antagonistas del receptor de Ang.Il: PA: presion
arterial; SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona; Ang.ll: angiotensina |l; ARNI:
inhibidores de la neprilisina/antagonistas de los receptores de angiotensina; ARM:
antagonistas del receptor mineralocorticoide; SNS: sistema nervioso simpatico; FC: frecuencia
cardiaca; iSGLT2: Inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa tipo 2.

46



INTRODUCCION

5. PERSPECTIVAS DE FUTURO EN EL TRATAMIENTO DE LA FIBROSIS
CARDIACA

La fibrosis cardiaca es uno de los procesos asociados a la IC, es por ello por lo
que sus vias de activacion o células efectoras podrian ser claves como dianas
terapéuticas con el objetivo de tratar dicha patologia. El control o la reversidon
de la “fibrosis reactiva o patolégica’ evitaria el progreso de la IC. Actualmente, en
la terapia CV no existe ningun farmaco dirigido especificamente a reducir la
fibrosis cardiaca. No obstante, la fibrosis es un proceso comun que puede afectar
a todos los érganos y sistemas. De hecho, existen farmacos antifibréticos que se
encuentran en diversas fases de ensayos clinicos (Figura 19), principalmente en
fases |y Il de investigacion, dirigidos a otros organos (213). Los escasos farmacos
en fase IV ya aprobados, estan indicados para el tratamiento de la fibrosis
pulmonar idiopatica [pirfenidona (PFD) y nintedanib (NTB)]. Ambos farmacos
fueron aprobados y comercializados por la “Food and Drug Administration”
(FDA) en 2014. En el caso del tratamiento de la fibrosis cardiaca, no hay ningun
compuesto, a excepcion de la pirfenidona, que se esté investigando a nivel
clinico (fase 11) (214), pero son escasos los estudios experimentales en el drea CV

(Figura 19).

La Tabla 6 muestra las nuevas estrategias farmacoldgicas dirigidas
especificamente a las vias fibréticas: inhibidores del TFG-B (pirfenidona,
tranilast), inhibidores de los receptores asociados a tirosinas quinasas [VEFGR,
FGFR, PDGFR] (nintedanib) e inhibidores de integrinas (cilengitide). A parte de
los farmacos aprobados para tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica,
otros que estan aprobados para otras patologias (tumores [cilengitide] o alergias
[tranilast]) son objeto de estudios preclinicos por su potencial propiedad

antifibrotica.
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Tabla 6. Fases de desarrollo de farmacos dirigidos a dianas terapéuticas implicadas en la

fibrosis.

DIANA TERAPEUTICA

Inhibidores
del TGF-B

COMPUESTO

Pirfenidona
(PFD)

FASE DE DESARROLLO FIBROSIS CARDIACA

—Estudios preclinicos (murinos): |, fibrosis
cardiaca, previniendo el remodelado y el

depdsito de coldgeno. Ademas, tiene efectos
antiinflamatorios significativos (215-218).
->Ensayos clinicos (fase II): muestran eficacia en
fibrosis cardiaca postinfarto en pacientes con
ICFEp (214).

* NCT05531955 (en curso): tratamiento de la
fibrosis cardiaca después de sufrir un IM.

Tranilast

—>Ensayos preclinicos (murinos): { fibrosis
cardiaca al suprimir TGF-B y tiene propiedades
antiinflamatorias (219-222).

—>Ensayos  preclinicos  (CFs humanos):
{ proliferacién, migracion y fibrosis inducida
por Ang.Il (223).

*Ausencia de ensayos clinicos.

GW788388

—>Ensayos preclinicos (murino): | fibrosis

cardiaca en ratones con enfermedad de Chagas
(224).
*Ausencia de ensayos clinicos.

Inhibidores de
tirosina quinasa
(VEGFR, FGF, PDGFR)

Nintedanib
(NTB)

—>Ensayos _ preclinicos (murinos):  escasos

estudios donde se demuestra su posible efecto
beneficioso en la fibrosis cardiaca (225,226).

—>Ensayos  clinicos: Evidencia  limitada
(227,228), faltan investigaciones en este campo.

Inhibidores de
integrinas
(avB3 y avp5)

Cilengitide
(ciL)

Antitumoral para pacientes con glioblastoma
recién diagnosticado (229).

—>Estudios preclinicos (murinos): propiedades
antiangiogénicas y antifibroticas (230-232).

*Ausencia de ensayos clinicos.

J: disminuciéon; TGF-B: factor de crecimiento transformante beta; PFD: pirfenidona; ICFEp:
insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccidn preservada; IM: infarto de miocardio; CFs:
cardiofibroblastos; NTB: nintedanib; CIL: cilengitide; VEGFR: receptor del factor de
crecimiento del endotelio vascular; FGFR: receptor del factor de crecimiento de fibroblastos;
PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.
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INTRODUCCION

La escasez de evidencia sobre la accidn de fdrmacos antifibréticos a nivel
cardiaco, junto con la relevancia clinica que supone el desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de la disfuncion cardiaca, comin a diversas
patologias (IC), centran el interés de la presente Tesis Doctoral. La hipotesis de
la presente Tesis Doctoral es que los farmacos (pirfenidona, cilengitide,

nintedanib y losartan) podrian reducir la respuesta fibrética a nivel cardiaco.
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Figura 19. Agentes farmacolégicos en fase de investigacion clinica dirigidos contra las vias
centrales de la fibrosis en diferentes érganos. La figura muestra los diferentes agentes
farmacoldgicos, junto con su diana efectora, que se encuentran actualmente en diferentes
fases de ensayo clinico contra la fibrosis en diferentes drganos, destacando el NTB y la PFD. En
concreto, en la figura se destaca con un recuadro rojo los farmacos en fase de investigacion
contra la fibrosis cardiaca, donde queda evidente la escasa investigacion farmacoldgica contra
este 6rgano. Figura extraida y adaptada de (213). PFD: pirfenidona; NTB: nintedanib.
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Il.  OBIJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral consiste en analizar la potencial

aplicacion de fdrmacos antifibréticos en el territorio cardiovascular (CV).

Para ello, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el potencial efecto antifibrético de los farmacos en

cardiofibroblastos (CFs) humanos primarios determinando:

1.1. La expresidn génica y proteica de diversos marcadores involucrados

en el proceso fibrotico.

1.2. La funcién de migracidn celular mediante ensayos funcionales.

2. Estudiar el potencial efecto antiinflamatorio sistémico de los farmacos.

3. Investigar el potencial efecto antifibrético de los farmacos en un modelo
in vivo de fibrosis cardiaca generado mediante la ligadura de la arteria

coronaria descendente anterior izquierda (LAD), determinando:

3.1. La infiltracion leucocitaria en el tejido cardiaco infartado.

3.2. El depésito de colageno en el tejido cardiaco infartado.

3.3. La proliferaciéon celular y el proceso de angiogénesis en el tejido

cardiaco infartado.

3.4. La expresion génica de marcadores proinflamatorios y profibréticos

en el tejido cardiaco.

3.5. Los biomarcadores plasmaticos de dafo cardiaco.
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MATERIAL Y METODOS

BLOQUE |: EXPERIMENTOS IN VITRO

1. CULTIVO DE CARDIOFIBROBLASTOS HUMANOS PRIMARIOS

1.1. MUESTRA EXPERIMENTAL

Se emplearon células primarias de CFs humanos adquiridos de la casa comercial
Innoprot® (P10452). Los CFs humanos primarios fueron aislados de corazones
adultos sanos y criopreservados en nitrégeno liquido en pase 2, conteniendo
>5x10° células/mL. Para el inicio del cultivo, el vial adquirido se calenté a 372Cy
se llevd a cultivar a un frasco T75 (previamente pretratado con polilisina, 2
ug/cm?) junto con 15 mL de medio apto para fibroblastos (FM-2, “Fibroblasts
Medium-2”) que contiene todos los nutrientes necesarios para el crecimiento
Optimo de estas células. Ademas, el medio estad suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 5%, factor de crecimiento FGS-2 (“Fibroblasts Growth Suplement-
2”) y un 1% (v/v) de estreptomicina (100 pg/mL) y penicilina (100 U/mL) para
evitar la contaminacioén. El frasco se mantuvo a 372C y 5%CO; hasta alcanzar la
confluencia adecuada (80-90%). Las células se amplificaron hasta el pase 5-6
para realizar los experimentos. Finalmente, las células se traspasaron a placas de
cultivo aptas para su tratamiento y se incubaron a las condiciones éptimas hasta
alcanzar la confluencia deseada, segun el tiempo de tratamiento al que se fueran

a someter.

1.2. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

Alcanzada la confluencia dptima para el tratamiento de los CFs humanos

primarios, se establecieron dos protocolos experimentales:

1.2.1. EFECTO DE ESTIMULOS PROFIBROTICOS

Para establecer el modelo in vitro, los CFs humanos primarios fueron tratados

con los estimulos TGF-B4, Ang.l y condiciones de hipoxia, a diversas
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concentraciones, durante dos tiempos diferentes, 24 y 48h (Tabla 7 y Figura 20).
Las condiciones de hipoxia se establecieron utilizando una cdmara de hipoxia
(Thermo Scientific® Forma Steri-Cycle i160) de la seccién de cultivos celulares de

la Unidad Central de Investigacion Médica (UCIM) de la Universitat de Valéncia.

Tabla 7. Estimulos profibréticos seleccionados para inducir fibrosis en un cultivo primario de
CFs humanos.

TGF- 5y 15ng/mL
H,0 estéril P v15 ng/
Ang. Il 1y 10 uM
Normoxia (=21%0,) Hipoxia 1%0;

H,0: agua; TGF-B,; factor de crecimiento transformante beta 1; Ang.ll: angiotensina Il.

Tripsinizacién y recoleccién
células tratadas
Adicién
estimulo profibrético
~ . Y
Dia0 Dia1 Dia 2
| 1 |
| ! |
- 24h tto
48h tto. ¥
Tripsinizacion y recoleccién

células tratadas
Figura 20. Protocolo experimental de tratamiento para inducir fibrosis en el cultivo primario
de CFs humanos mediante estimulos profibroticos. Los CFs humanos primarios fueron
tratados con los estimulos profibréticos seleccionados: TGF-B1 (5 y 15 ng/mL), Ang.ll (1 y 10
UM) e hipoxia (1%0;), durante 24 y 48h. Transcurrido el tiempo de tratamiento las células
fueron recogidas mediante tripsinizacion y almacenadas a -802C hasta su utilizacidn. Figura
creada con BioRender.com.

1.2.2. EFECTO DE POTENCIALES FARMACOS ANTIFIBROTICOS

Se evalud el efecto de los farmacos: pirfenidona (PFD), cilengitide (CIL),

(NTB) y (LOS). Cada farmaco fue adicionado al cultivo
primario de CFs humanos al mismo tiempo que el estimulo profibrético y fueron
incubados durante 24 y 48h (Figura 21). Se emplearon dos concentraciones de

cada uno de los farmacos (una mas baja préxima a las concentraciones
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plasmaticas medidas en pacientes; y otra muy superior recogida de la bibliografia

existente) (Tabla 8).

Tabla 8. Tratamiento de los CFs humanos primarios con los farmacos experimentales.

VEHICULO/CONTROL | FARMACO CONCENTRACION  REFERENCIAS
Pirfenidona (PFD) 0.085y1mM (233-235)

H,0 estéril Cilengitide (CIL) 0.5y1puM (231,236,237)
(LOS) 1.5y 10 pM (238,239)
DMSO (0.05%) (NTB) 0.02y2uM (240-244)

H,0: agua; DMSO: dimetilsulfoxido.

Adicién Tripsinizacién y recoleccién
estimulo profibrético células tratadas
+
Farmaco
B i
Dia0 Dia1 Dia 2
| 1 |
| T |
o 24h tto.
48h tto. -
Tripsinizacién y recoleccién
células tratadas

Figura 21. Protocolo experimental de tratamiento de los CFs humanos primarios con los
fdrmacos experimentales. Los CFs humanos primarios fueron tratados con los farmacos
experimentales: PFD (0.085y 1 mM), CIL (0.5y 1 uM), (0.02y2uM)y (1.5y 10 uM),
junto con el estimulo profibrotico, durante 24 y 48h. Transcurrido el tiempo de tratamiento las
células fueron recogidas mediante tripsinizacion y almacenadas a -802C hasta su utilizacidn.
Figura creada con BioRender.com.

Finalizado el tiempo de tratamiento en ambos protocolos, los CFs humanos
primarios tratados se recogieron mediante tripsinizacion empleando tripsina/
acido etilendiaminotetraacético (EDTA), se lavaron, se resuspendieron en 1 mL
de solucién salina tamponada Dulbecco’s PBS sin Ca* y Mg*? (DPBS7) y se
centrifugaron durante 5 min a 1.000 rpm. Tras la centrifugacion, se aspiré el
sobrenadante y el sedimento celular tratado se almacend a -802C hasta su
utilizacion.

59



MATERIAL Y METODOS

1.3. ENSAYOS Y TECNICAS UTILIZADAS

1.3.1. ENSAYOS FUNCIONALES

1.3.1.1. Ensayo de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad y proliferacién de los CFs humanos primarios tras
los distintos tratamientos, se llevé a cabo el ensayo de viabilidad celular. Este
ensayo se basa en la reduccién de la sal de (MTT) (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazil-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio), soluble de color amarillo, a cristales de
formazan (insoluble, de color purpura), debido a la accion de la enzima succinil
deshidrogenasa mitocondrial de las células activas (Figura 22). Los cristales de
formazdn formados se solubilizaron y la soluciéon coloreada resultante se

cuantificéd espectrofotométricamente.

Succinil
deshidrogenasa "
H
mitocondrial N
Formazan
Figura 22. Metabolizacion de la sal de MTT a formazadn. El , un compuesto soluble de

color amarillo es reducido por la enzima succinil deshidrogenasa de las mitocondrias activas,
formando cristales insolubles de formazan de color purpura. Figura creada con
BioRender.com.

Se cultivaron CFs humanos primarios en medio de fibroblastos (FM-2), en una
placa de 96 pocillos y se incubd a las condiciones dptimas de crecimiento (372C
y 5%CO0,). Al dia siguiente, se procedié al tratamiento de las células (tratamientos
de las Tablas 7 y 8) durante 24 y 48h empleando medio FM-2 sin SFB.
Transcurrido el tiempo de tratamiento, se adicioné el reactivo MTT a la
concentracion de 0.5 mg/mL a cada uno de los pocillos y se llevé a incubar
durante 4h a 372C y 5%CO,. Se decanté el sobrenadante, se adicioné 100 pL del
solubilizador (10% dodecil sulfato sédico (SDS) en 0.01 M de HCI) a cada uno de
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los pocillos y se llevd a incubar la placa toda la noche. Tras 24h, se comprobd la
solubilizacién total de los cristales de formazan y se midid la absorbancia
espectrofotométricamente a 550 nm (A referencia = 650 nm) utilizando el
espectrofotometro Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific®, Massachusetts,
EEUU). Para la cuantificacién de la viabilidad, se tomaron como valor de 100%
de viabilidad los CFs tratados con vehiculo crecidos en condiciones de normoxia

(21%0,).

1.3.1.2. Citometria de flujo. Cambios morfoldgicos, apoptosis

celular y moléculas de adhesion

La técnica de citometria de flujo permite, en base a las caracteristicas de tamafio
(FSC, foward scatter) y granulosidad (SSC, side scatter) de los CFs humanos
primarios, el estudio de los cambios morfoldgicos, el proceso de apoptosis
celular y la expresion de las moléculas de adhesiéon, producidos en los CFs
humanos primarios empleandose el citometro de flujo CytoFLEX S (Beckman

Coulter®, California, EEUU).

Para ello, los CFs se cultivaron en medio FM-2 en una placa de 12 pocillos y se
incubaron a 372C y 5%CO,. Tras 24h, se procedid al tratamiento de las células
con los distintos farmacos experimentales durante 24 y 48h (Tabla 8).
Transcurrido el tiempo de tratamiento, se recogieron las células mediante
tripsinizacion y se analizaron 10.000 eventos/muestra con el citometro de flujo

CytoFLEX S (Beckman Coulter®, California, EEUU).
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I. CAMBIOS MORFOLOGICOS: los cambios morfolégicos producidos en los CFs
humanos primarios tras el tratamiento farmacoldgico se analizaron en base a los
cambios producidos en el tamafio (FSC) y la granulosidad (SSC) celular tras

analizar 10.000 eventos/muestra (Figura 23).
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Figura 23. Histograma representativo de los cambios morfolégicos observados en los CFs
humanos primarios tras el tratamiento farmacolégico. En la figura se observa un esquema
representativo de los cambios morfoldgicos producidos en el tamafio (FSC) y la granulosidad
(55C) de los CFs humanos primarios antes (figura izquierda) y después (figura derecha) del
tratamiento farmacoldgico, tras analizar 10.000 eventos/muestra con el citémetro de flujo.
Figura creada con BioRender.com.

Il. APOPTOSIS-NECROSIS CELULAR: tras el tratamiento farmacolégico los CFs
humanos se recogieron mediante tripsinizacién, se lavaron y se resuspendieron
en una solucién 1X Binding Solution (proporcionado por el kit) a una
concentracidn final de 1-10° células/mL. Posteriormente, se incubaron durante
15 min a 42C y en oscuridad con los anticuerpos de anexina-V FITC (marca las
células en apoptosis) y yoduro de propidio-PE (marca las células en necrosis). Se
empled como control positivo de apoptosis la staurosporina (4 uM, 5h de
tratamiento). El porcentaje de apoptosis-necrosis de 10.000 eventos/muestra se
midid utilizando un citémetro de flujo CytoFLEX S (Beckman Coulter®, California,
EEUU) y los datos fueron analizados con el programa Kaluza Analysis 2.2.1

(Figura 24).
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Figura 24. Histograma representativo del proceso celular de apoptosis-necrosis en los CFs
humanos primarios tras el tratamiento farmacoldgico. A-1) En una célula viva, la membrana
plasmatica se encuentra integra y, por tanto, ni la anexina-V ni el IP se pueden unir a sus
ligandos correspondientes (anexina’/IP?); A-2) En apoptosis temprana, la membrana de las
células sufre un cambio conformacional que permite la unién de la anexina-V a su ligando, la
fosfatidilserina (anexina*/ IP-); A-3) Mientras que en apoptosis tardia (anexina*/IP*), la célula
ha perdido la integridad de la membrana, permitiendo la union de la anexina-V y la entrada
del IP a la célula; A-4) La célula necrdtica ha perdido su integridad y el IP se incorpora al nicleo
de la célula (anexina’/IP*). Figura extraida y adaptada del citometro CytoFLEX S. IP: yoduro de
propidio; FITC: fluoresceina de isotiocianato: PE: ficoeritrina.

Il. EXPRESION MOLECULAS DE ADHESION: se analizaron las moléculas de
adhesién ICAM-1 y VCAM-1 en los CFs humanos primarios. 4h antes de finalizar
el tiempo de tratamiento farmacolégico (24h), los CFs fueron tratados con el
estimulo proinflamatorio, TNF-a (10 ng/mL). Transcurrido el tiempo de
tratamiento, los CFs se incubaron durante 30 min a 42C y en oscuridad, con los
anticuerpos que marcan las moléculas de adhesion ICAM-1 (anti-CD54) y VCAM-
1 (anti-CD106), asi como con el isotipo control anti-lgG;, conjugados con
fluoresceina de isotiocianato (FITC) o ficoeritrina (PE), como se muestra en la
Tabla 9, a concentraciones saturantes. Tras la incubacién con los anticuerpos, las

células cardiacas se centrifugaron y el sedimento celular obtenido fue
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resuspendido en tampdn salino fosfato (PBS). Después de identificar la poblacién
de los CFs, se analizé la expresidon de las moléculas de adhesidn en el citdmetro

de flujo estudiando la mediana de la intensidad de fluorescencia.

Tabla 9. Moléculas de adhesion analizadas en los CFs humanos primarios mediante
citometria de flujo.

MOLECULAS DE ADHESION PRESENTES EN LOS CFs HUMANOS PRIMARIOS

ICAM-1-PE (CD54)

Superfamilia de inmunoglobulinas
VCAM-1-FITC (CD106)

Isotipo control anti-lgG;, conjugados FITC o PE, segun corresponda

FITC: fluoresceina de isotiocianato; PE: ficoeritrina; ICAM-1: molécula de adhesion intercelular
1; VCAM-1: molécula de adhesion vascular 1.

1.3.1.3. Ensayo de migracion celular

La capacidad de cicatrizacion de los CFs humanos primarios frente a un dafio se
analizé mediante la realizacién de experimentos in vitro que consiste en evaluar
su capacidad de migracion. Se cultivaron CFs humanos primarios en medio de
fibroblastos (FM-2) en una placa de 6 pocillos y se llevd a incubar a 372C y 5%CO;
hasta obtener una monocapa uniforme de células 100% confluentes. A
continuacidn, se realizd un raspado Unico, verticalmente sobre el pocillo con una
punta de pipeta desechable de 1-10 uL. Tras lavar con DBPS™ para eliminar los
restos celulares, se adicioné medio FM-2 sin SFB y se procedié al tratamiento de
las células con los diversos farmacos experimentales (Tabla 8). Se empled medio
sin FBS para que los CFs dejaran de proliferar y permanecieran en la etapa G1 o
GO del ciclo celular (245). Se realizé un seguimiento en el tiempo del cierre de la
herida tomando tres fotos en campo claro y en la misma zona de la herida (t=0,
8, 24 y 48h) empleando un microscopio optico invertido de fluorescencia Leica®
DMi8 (Leica Microsystems, Barcelona, Espafia) y el software Cell® v.2.8 (Figura
25). El area de la herida fue cuantificada con el programa informatico Imagel

1.48v (National Institutes of Health, EEUU) a partir de tres fotografias
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representativas tomadas de cada pocillo a los diferentes tiempos. El 100% de la

herida abierta se correspondio con las fotografias tomadas a t=0h.
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Figura 25. Representacion grdfica del ensayo de migracion celular en los CFs humanos
primarios. La figura muestra el proceso de migracidn celular de los CFs humanos primarios
tras generar una herida en el cultivo. Para analizar el proceso de migracion celular y el cierre
de la herida, se realizé un seguimiento tomando fotos en la misma zona de la herida tras 8, 24
y 48h. Figura creada con BioRender.com.

1.3.2. ENSAYOS DE EXPRESION

1.3.2.1. PCR cuantitativa en tiempo real. Expresion génica

I. EXTRACCION DEL ARN PROCEDENTE DE LOS CFs HUMANOS PRIMARIOS: el
sedimento celular de CFs humanos primarios tratados y almacenados a -802C fue
utilizado para la extraccién y purificacion del ARN (acido ribonucleico) mediante
el empleo del kit lllustra RNAspin Mini, siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante. Asi, este fue resuspendido en 353 pL de solucidon de lisis
(proporcionada por el kit) junto con B-mercaptoetanol (proporcién 1:100) y
homogeneizado con ayuda de una jeringa de 1 mL y una aguja de 25G.
Posteriormente, se adicionaron 350 pL de etanol 70% (v/v) y la mezcla se

transfirié a una columna para retener el ARN celular extraido. Tras la incubacién
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con la ADNasa para eliminar el ADN (acido desoxiribonucleico) gendmico, se
procedio a lavar las columnas con las soluciones de lavado proporcionados por
el kit de extraccidn (Wash Buffer | y Wash Buffer Il). Finalmente, el ARN extraido
fue eludido de la columna empleando 30 pL de agua libre de ARNsas. La pureza
y la concentracion del ARN presente en las muestras se determind mediante
espectrofotometria, utilizando el Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific®,

Massachusetts, EEUU).

I1. SINTESIS DEL ADNc POR TRANSCRIPCION INVERSA: a partir del ARN extraido,
el ADNc (acido desoxirribonucleico complementario) fue sintetizado por
transcripcidn inversa empleando el kit de reactivos PrimeScript™ RT. La reaccién
se realizd en un volumen final de 20 pL usando 1 pg del ARN extraido, 4 uL de 5X
PrimeScript Buffer, 1 uL de PrimeScript RT Enzyme Mix, 1 uL (50 pmol) de
hexameros aleatorios y 1 uL (25 pmol) de Oligo dT cebador. La reaccidn se llevo
a cabo en el termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Byosistems®,
Massachusetts, EEUU). Una vez sintetizado el ADNc, las muestras fueron diluidas

1:2 con agua libre de ARNsas y almacenadas a -202C hasta su utilizacion.

lll. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (qPCR): la qPCR se realiz6 con SYBR®
Premix Ex Taqg™ que contiene ADN polimerasa Takara Ex Taq HS, mezcla de dNTP,
Mg*?, Tli RNasa H y TB Green I. La reaccién se llevd a cabo mezclando 1 plL de
ADNCc sintetizado, 5 pL de la pre-mezcla SYBR Ex Taqg 2X, 2 uM del cebador
sentido y antisentido del gen que se desea analizar, y agua libre de ARNsas en un
volumen final de 10 pL. La gPCR se llevd a cabo en un sistema de PCR en tiempo
real Light Cycler 96 (Roche®, Basilea, Suiza), siguiendo el siguiente protocolo: 30
seg a 959C; 5 seg a 952C; 20 seg a 602C (50 ciclos); 1 seg a 959C; 15 seg a 65°C; 1
seg a 952C vy 30 seg a 40¢°C.

Los pares de cebadores utilizados para la realizacidn de los experimentos fueron

disenados y adquiridos en Sigma-Aldrich®. Antes de su uso, los cebadores se
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testaron realizando un analisis de la curva de fusién y una electroforesis estandar
en un gel de agarosa al 2% en tampdn TAE 1X que contiene tincion de ADN
GELRED®. Posteriormente, las bandas fueron detectadas por fluorescencia a 535
nm en el equipo de deteccién Amersham ImageQuant 800 (Roche®). Los genes

analizados se muestran en la Tabla 10.

Los datos de la gPCR fueron analizados usando el método comparativo de Cr

(ciclo umbral) obteniendo la expresién génica relativa del gen de interés.
Este método de cuantificacion (246) se basa en la ecuacién siguiente:
Cambio en la expresidn génica relativa = 2-2(8¢;),
Donde:
ACr = (Cr gen de interés) — (Cr gen de referencia) y,
AACt = (ACr grupo experimental) — (ACr grupo control).

Como gen de referencia se empled el GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) o la ACTAB en funcion de las condiciones experimentales. Este

ultimo se empled como gen de referencia para los experimentos de hipoxia.
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Tabla 10. Pares de cebadores humanos empleados para el andlisis génico mediante qPCR.

GEN

CADENA SENTIDO

CADENA ANTISENTIDO

(5'>3) (5°>3)
COMPONENTES Y REGULADORES DE LA MEC
COL1A1 GGAGCAGACGGGAGTTTCTC CCGTTCTGTACGCAGGTGAT
COL3A1 CGCCCTCCTAATGGTCAAGG TTCTGAGGACCAGTAGGGCA
FN1 AAACCAATTCTTGGAGCAGG CCATAAAGGGCAACCAAGAG
MMP9 AGTCCACCCTTGTGCTCTTC CCCGAGTGTAACCATAGCGG
TIMP1 TTCTCATTGCTGGAAAACTGC CAGGGGATGGATAAACAGGG
SENALIZACION, REGULACION Y CONTRACCION CELULAR
S100A4 (FSP1) TCTTGGTTTGATCCTGACTGCT CCTGTTGCTGTCCAAGTTGC
(ci'::dherina ) TGAAAGACCCATCCACGCC CCTGCTCACCACCACTACTT
TGF-B; AGCAACAATTCCTGGCGATAC CGGTAGTGAACCCGTTGATG
ACTA2 (a-SMA) GCTTCCCTGAACACCACCCA ACAGAGCCCAGAGCCATTGT

MARCADORES PROINFLAMATORIOS

IL-18 TTCGACACATGGGATAACGAGG TTTTTGCTGTGAGTCCCGGAG
IL-6 ATGAGGAGACTTGCCTGGTG CTGGCATTTGTGGTTGGGTC
TNF-a AGCCGCATCGCCGTCTCCTA CAGCGCTGAGTCGGTCACCC
REGULADORES DEL CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION CELULAR
PDGFRa. GCACGCTCTTTACTCCATGTG TCACTTCACTCTCCCCAAAGC
PDGFRf CGTGGCTTTTCTGGTATCTTTG ACTTTCTTTGCGGGGGTATG
CONTROLES DE CARGA

GAPDH GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC TTCCCGTTCTAGCCTTGAC
ACTAB (B-actina) GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGCACTGTGTTGGCGTACAG

MEC: matriz extracelular; COL1A1: colageno tipo |; COL3A1: coldgeno tipo Ill, FNI1:
fibronectina; MMP9: metaloproteinasa 9; TIMP1: inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1;
FSP1: proteina especifica de fibroblastos 1; CDH2: cadherina 2 o N-cadherina; TGF-B;: factor
de crecimiento transformante beta 1; ACTA2 (a-SMA): alfa actina del musculo liso; IL-:
interleucina; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; PDGFR-: receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

1.3.2.2. Western Blot. Expresion proteica

I. EXTRACCION PROTEICA DE CFs HUMANOS PRIMARIOS TRATADOS: el
sedimento celular de CFs humanos primarios tratados y almacenados a -802C fue
utilizado para la extraccidn y cuantificacion de las proteinas mediante el empleo

de una mezcla en la proporcién 1:10 de inhibidores de proteasas compuesta de
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Tablet cOmplete Mini® y Phosphosafe®. Se agitaron las muestras y se dejaron
incubar en hielo durante 10 min. Pasada la incubacidn, las muestras se volvieron
a agitar y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 min a 42C. El sedimento
celular fue descartado y se utilizo el sobrenadante proteico de cada una de las

muestras tratadas para la cuantificacion.

Il. CUANTIFICACION DE PROTEINAS (ENSAYO DEL BCA): para llevar a cabo la
cuantificacién proteica se empled el kit Pierce™BCA Protein Assay Reagent. El
método del acido bicinconinico (BCA) se basa en la reducciéon de los iones
cUpricos (Cu*?) aiones cuprosos (Cu*t) en medio alcalino, seguido de la quelacién
de estos iones formados con el compuesto BCA. Para la medicién, se prepard
una curva estandar de proteinas mediante diluciones seriadas de suero bovino
de albimina (SBA) (15.6 — 1000 pg/mL). En una placa de 96 pocillos se afiadieron
10 pL de cada una de las muestras proteicas previamente extraidas, diluidas en
agua destilada a la proporcién 1:10, a cada pocillo. Posteriormente, se afiadieron
200 pL del reactivo BCA diluido 1:50, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Tanto las muestras como los diferentes puntos de la curva estandar
se analizaron por duplicado. Tras 30 min de incubacién de la placa (379C,
oscuridad y agitacion lenta) se produjo la reaccién proporcionando una
coloracion purpura intensa que se midi6 a 570 nm utilizando un
espectrofotometro Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific®, Massachusetts,

EEUU).
I1l. ANALISIS PROTEICA MEDIANTE WESTERN BLOT:

- Preparacion de las muestras proteicas: se adiciond un tampdn de muestra 6X
(0.5 mM tampdn Tris-HCl pH=6.8, 25% glicerol (v/v), 10% SDS, 0.5% B-
mercaptoetanol y 0.5% de azul de bromofenol) a las muestras proteicas

previamente extraidas. Posteriormente, las muestras se calentaron a 1002C
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durante 5 min en el Thermomixer confort (Eppendorf®, Hamburgo, Alemania)

para su desnaturalizacion.

- Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (PAGE): se prepararon geles de
poliacrilamida al 10% empleando una mezcla comercial de
acrilamida/bisacrilamida (37.5:1). El proceso de electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS se realizé mediante el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad Laboratories, California, EEUU). Preparado el gel, las muestras proteicas
se cargaron en cantidades iguales (~25 pg proteina/pocillo) y se empled un
marcador de peso molecular EZ-Run™ Pre-Stained Recombinant Protein Ladder
para poder determinar el peso molecular de las proteinas de interés. El proceso
de electroforesis se realizd en una cubeta apta para el proceso con tampdn de
migracién 1X (25 mM Tris pH=8.3, 0.1% de SDS y 192 mM de glicina), a un voltaje

constante de 120 V a temperatura ambiente.

- Transferencia de proteinas a una membrana de nitrocelulosa: separadas las
proteinas, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa utilizando una Mini
Trans-Blot® Cell (Bio-Rad Laboratories, California, EEUU). El proceso de
transferencia se llevo a cabo a 42C en un tampdn de transferencia 1X (25 mM
Tris pH=8.3, 192 mM de glicerina y 20% de metanol), a un amperaje constante
de 350 mA durante 75 min. Finalizada la transferencia, las membranas se
sumergieron en una solucién de Rojo de Ponceau para verificar la eficiencia del
proceso. Esta solucidn tifie de color rojo todas las proteinas presentes en la

muestra.

- Bloqueo e incubacién con los anticuerpos correspondientes: transferidas las
proteinas a la membrana de nitrocelulosa, se incubaron con una solucién de
bloqueo para evitar las uniones inespecificas del anticuerpo. El bloqueo se
realizé empleando leche en polvo desnatada o SBA al 5% (p/v) diluido en una

solucion salina tamponada con Tris y Tween (TBS-T), en funcién del anticuerpo
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primario empleado. El bloqueo se realizé en agitacién suave y a temperatura
ambiente durante 1h. Finalizado el blogueo, la membrana se incubd con el
anticuerpo primario correspondiente (Tabla 11), preparado en solucién de
bloqueo suplementada con 0.02% de azida sddica durante toda la noche a 42Cy
en agitacion suave. Tras 24h, se lavd la membrana tres veces con TBS-T en
agitacion rapida y durante 10 min con el objetivo de eliminar el exceso de
anticuerpo primario no unido. Como control de carga se empled el GAPDH, a
excepcion de las muestras sometidas a condiciones de hipoxia (1%0,) en las que
se empled la B-actina, ya que la expresién proteica del GAPDH se vio modificada
bajo estas condiciones. A continuacién, se incubd la membrana con el anticuerpo
secundario (Tabla 11) diluido en soluciéon de bloqueo durante 1h a temperatura
ambiente y en agitacidn suave. Tras la incubacién la membrana se volvié a lavar

tres veces con TBS-T.

- Deteccion de proteinas mediante la técnica de quimioluminiscencia: las
proteinas se detectaron mediante quimioluminiscencia, utilizando los
reveladores correspondientes que se muestran en la Tabla 12, en funcidn de la
sensibilidad de la proteina a detectar. Este método de deteccién se basa en la
reaccion de oxidacién del luminol por la enzima peroxidasa de rabano picante
(HRP), conjugada con el anticuerpo 29, en presencia del peréxido de hidrégeno,
dando lugar a un compuesto que emite luz y permite identificar las proteinas
marcadas por el anticuerpo. Las bandas de proteinas se visualizaron con un
analizador de imagenes luminiscentes Amersham ImageQuant 800 (Roche®,
Basilea, Suiza). Tras la adquisicién de imagenes, los analisis densitométricos se
realizaron utilizando el software Multi Gauge V3.0 (Fujifilm) y se relativizaron al

correspondiente control de carga (GAPDH o B-actina, segln corresponda).

- Método de ‘stripping’: para poder analizar varias proteinas en la misma
membrana se procedio a realizar el método de ‘stripping’. Este método consiste

en eliminar los anticuerpos empleados anteriormente de la membrana mediante
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la incubacidn de ésta con Tampdn de lavado de inmunotransferencia (Western
Blot) Restore™ durante 30 min a temperatura ambiente y en agitacion rapida.
Finalizada la incubacion, se realizaron tres lavados con TBS-T durante 10 min a
temperatura ambiente y en agitacidon rapida y, posteriormente, se volvidé a
bloquear la membrana y se incubd con los anticuerpos primarios y secundarios,

segln el protocolo descrito anteriormente.

Tabla 11. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para el andlisis proteico mediante
Western Blot.

ANTICUERPO 12 ‘ PM (kDa) ESPECIE/REACTIVIDAD | DILUCION ANTICUERPO
ANTICUERPOS CONTROL DE CARGA
GAPDH 34 Ratén / Humano 1:5000 leche 5%
B-actina 42 Conejo / Humano 1:1000 leche 5%
ANTICUERPOS FRENTE A PROTEINAS FIBROTICAS
Colageno tipo | 220 1:1000 SBA 5%
Colageno tipo lll 138 . 1:5000 leche 5%
a-SMA 43-44 Conejo /Humano 1:1000 leche 5%
Fibronectina 285 1:2000 leche 5%
~ ANTICUERPO22 | ESPECIE  REACTIVIDAD  DILUCION ANTICUERPO
Anti-IgG conjugado Cabra Conejo 1:1000 leche o SBA 5%
con HRP Raton (seguin anticuerpo 19)

PM: peso molecular; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; a-SMA: alfa actina del
musculo liso; HRP: peroxidasa de rabano picante; SBA: suero bovino de albumina.

Tabla 12. Reveladores empleados para la deteccion proteica mediante la técnica de
quimioluminiscencia. La eleccidon de un revelador u otro depende de la sensibilidad de las
proteinas que se van a detectar.

REVELADOR EMPLEADO PROTEINA A DETECTAR
Immobilon® Forte Western HRP Substrate Coldgeno tipo | y tipo Il
Immobilon® Western HRP Substrate
(+ sensibilidad para detectar proteinas de alta GAPDH, fibronectina, a-SMA
abundancia)

GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; a-SMA: alfa actina del musculo liso; HRP:
peroxidasa de rabano picante.
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2. SANGRE ENTERA DE DONANTES SANOS

2.1. MUESTRA EXPERIMENTAL

Para la realizacién de estos experimentos se empled sangre periférica
procedente de donantes sanos. La sangre fue recogida en tubos de citrato sédico
0.105 M (anticoagulante) de la vena antecubital del donante. La sangre se
obtuvo del Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana y todos ellos
firmaron los formularios de consentimiento informado* correspondiente antes

de participar en el estudio (*apartado: CERTIFICADOS).

Los pacientes que tenian pautados antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) o
que habia recibido dicho tratamiento en un periodo inferior a 15 dias, fueron
excluidos del estudio ya que podria interferir con el proceso inflamatorio

inducido por el estimulo proinflamatorio, TNF-a.

2.2. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

La sangre extraida se tratdé con ambas concentraciones de los farmacos
experimentales (Tabla 8) junto con el estimulo proinflamatorio, TNF-a (10

ng/mL), y se llevo a incubar durante 4h a 372C.

2.3. CITOMETRIA DE FLUJO. EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION

Transcurrido el tiempo de tratamiento, la sangre se incubé durante 30 min, a 42C
y en oscuridad, con los anticuerpos que marcan las moléculas de adhesion
leucocitaria anti-CD11b (subunidad a de Mac-1) y anti-CD18 (subunidad B, de
Mac-1), asi como con el isotipo control anti-lgGi, conjugados con FITC o PE a
concentraciones saturantes, como se muestra en la Tabla 13. Posteriormente,
las muestras se lisaron, lavaron y fijaron con solucién de lisis FACS Lysing
Solution. Se analizaron 10.000 eventos/muestras y, una vez separadas las
poblaciones en funcién de sus caracteristicas morfologicas (tamafio y

granulosidad) (Figura 26), se midio la mediana de la intensidad de fluorescencia
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empleada como marcador para determinar la expresion de las dos subunidades
(CD11b y CD18) de la molécula de adhesién Mac-1, expresadas principalmente

en neutrofilos y monocitos, mediante el citdmetro de flujo CytoFLEX S (Beckman

Coulter®, California, EEUU).

Tabla 13. Moléculas de adhesion leucocitarias medidas en sangre procedente de donantes
sanos mediante citometria de flujo.

MOLECULAS DE ADHESION LEUCOCITARIAS (SANGRE ENTERA)

Mac-1 (CD11b-PE/CD18-FITC)

Integrinas f2 fp .
& B Presente en: neutréfilos y monocitos

Isotipo control anti-IgG;, conjugados FITC o PE, segin corresponda
PE: ficoeritrina; FITC: fluoresceina de isotiocianato.

1000
Neutréfilos

800

600

Linfocitos

Monocitos
200

Granulosidad (SSC)

-

0 200 400 600 800 1000
Tamaiio (FSC)

Figura 26. Identificacion de las diferentes poblaciones leucocitarias obtenidas en el
citometro de flujo. La figura muestra el histograma de las distintas poblaciones leucocitarias
separadas en funcion del tamario (FSC) y granulosidad (SSC) celular [neutréfilos, monocitos y

linfocitos] tras su analisis mediante el citometro de flujo CytoFLEX S. Figura creada con
Biorender.com.
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BLOQUE II: EXPERIMENTOS IN VIVO. MODELO MURINO DE FIBROSIS
CARDIACA

1. MODELO DE ISQUEMIA-REPERFUSION

1.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratones macho wild-type de la cepa C57BL/6) con edades
comprendidas entre 10-12 semanas y con un peso aproximado de 22-30 g
(Charles River Laboratories, Barcelona, Espaiia). La edad seleccionada para la
realizacion de los experimentos corresponde con la edad adulta del ratén en la
que se considera que el corazén estd completamente formado. Los animales
fueron estabulados en el animalario de la UCIM de la Facultad de Medicina y
Odontologia de la Universitat de Valéncia, bajo condiciones estandar de
ventilacién, temperatura (22 + 39C), luz (12/12h de luz/oscuridad) y humedad.
Ademas, recibieron una alimentacién artificial estandar (Teklad Global Rodent

2014 diet) y agua ad libitum.

Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité Etico de la Universitat de
Valéncia y autorizados por la Consejeria de Agricultura, siguiendo la normativa
dispuesta en el articulo 31 del Real Decreto 53/2013 (cédigo de referencia del

procedimiento*: 2023-VSC-PEA-0200) (*apartado: CERTIFICADOS).

1.2. ETAPA PREQUIRURGICA

Para inducir fibrosis cardiaca en los animales de experimentacion se empleé el
modelo descrito en el afio 1954 por Johns & Olson et al. (247), con ligeras
modificaciones, basado en la generaciéon de un IM mediante la ligadura de la
arteria coronaria descendente anterior izquierda (LAD) (248-251). La etapa
prequirurgica se llevé a cabo el mismo dia de la cirugia, una vez preparada la
mesa de operaciones junto con el instrumental quirurgico (Figura 27), y se

compuso de varias fases:
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I. MARCAJE Y CONTROL DEL PESO CORPORAL DEL ANIMAL DE
EXPERIMENTACION: se realizé un control del peso antes de la cirugia y durante
todo el procedimiento de cada uno de los animales. Cada uno de los animales

vino identificado mediante un cédigo realizado en las orejas.

Il. ANALGESIA-ANESTESIA: se administraron 100 pL por via intraperitoneal (i.p)
con una jeringa de 1 mL y una aguja de 25G, de una solucién analgésica y
antiinflamatoria compuesta por buprenorfina (0.05 mg/kg) y meloxicam (0.3
mg/kg), diluida en solucién salina (NaCl 0.9%). Posteriormente, se indujo la
anestesia del animal con isoflurano 5% de la concentracion alveolar minima
(CAM) y un flujo constante de oxigeno (0.4 L/min) hasta perder por completo los
reflejos. Posteriormente, al animal se mantuvo anestesiado con un flujo

constante de isoflurano al 2% CAM.

IIl. INTUBACION-VENTILACION: se procedié a la intubacién orotraqueal
colocando al animal en un pedestal en posicidn supina, en la que los incisivos
superiores quedaron sujetos por una goma elastica de tal forma que la boca
quedo ligeramente abierta permitiendo la intubacién. A continuacidn, se colocé
una luz fria transtraqueal para visualizar la garganta y la glotis, y permitir la
introduccién de una canula de 22G, $0.9x25 mm, a modo de tubo endotraqueal.
A continuacién, una vez se comprobé que el tubo endotraqueal quedéd en la
posicién correcta (se comprobd la ventilacion bilateral), se proporciond
ventilacion artificial con ayuda de un respirador en ‘Y’ para roedores (MiniVent
845, Harvard Apparatus) que ventilo isoflurano al 2% CAM, junto con oxigeno,
con un flujo lento de 0.4 L/min, una velocidad de ventilacién de 133 golpes/min
y un volumen sistdlico de 160 pL (252). Esta ventilacion se mantuvo durante todo
el procedimiento quirdrgico y hasta que el animal recuperd la conciencia (Figura

28-A).
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Camara anestésica

y-

Regulador flujo
ventilacién

Pedestal para

Figura 27. Mesa de operaciones, junto con el instrumental quirurgico necesario, para llevar
a cabo la cirugia en ratones. La mesa de operaciones para realizar la cirugia en los animales
de experimentacidn consta de: una fuente de oxigeno junto con su regulador, una bomba de
isoflurano que inyecta el anestésico al animal, una cdmara anestésica para anestesiar a los
animales, un pedestal de metacrilato para colocar al animal durante el procedimiento, un
pedestal para la intubacién, un transiluminador para facilitar la insercion de la canula de
intubacion y un regulador del flujo de ventilacién.

1.3. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

El procedimiento quirurgico fue realizado por la Dra. Ana Diaz, veterinaria del
servicio del animalario de la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universitat
de Valéencia. Para proceder a la cirugia, el animal se inmovilizé6 en posicidn
decubito-supino sobre una plataforma de metacrilato, expuesto con una
[dmpara de luz roja (372C) y se le aplicd un gel lubricante oftalmoldgico de
administracién tépica, para evitar la sequedad ocular provocada por la pérdida
de reflejos (Figura 28-B). Tras la desinfeccion de la pared toracica externa, se
realizé un corte entre el 42-52 espacio intercostal izquierdo. Seguidamente, se
separo cuidadosamente las capas de piel y musculo, y se inserté una sutura de

gliconato absorbibles 5-0 a través de la capa muscular, una a cada lado de la

77



MATERIAL Y METODOS

incisidn, para facilitar el cierre posterior de la cavidad toracica. A continuacion,
se realizé un corte entre el 32 y 42 espacio intercostal, espacio donde es accesible
el ventriculo izquierdo y se realizd una pericardiectomia para proporcionar una
mejor exposicidn del corazén. La arteria coronaria se visualizé por su color rojo
intenso que discurre por el medio de la pared cardiaca (desde la parte baja de la
auricula izquierda hasta el dpice del corazén) (Figura 28-C). Una vez identificada
la arteria coronaria y, a 1-2 mm por debajo del vértice de la auricula izquierda,
con una aguja cénica se paso una sutura de gliconato absorbible 6-0 por debajo
de la arteria. La oclusion de la arteria se realizé realizando dos lazadas alrededor
de una canula de etileno-tetrafluoroetileno (ETFE) (21Gx1”, $0.85x25 mm) con
el objetivo de minimizar dafos en la arteria y facilitar la retirada posterior de la
ligadura realizada (Figura 28-D). La oclusion de la arteria se confirmd por la
palidez de la parte anterior del ventriculo izquierdo. Finalmente, se procedid a
cerrar la cavidad tordcica con la sutura previamente preparada a la cédnula
durante 45 min (‘tiempo de isquemia’) (Figura 28-E) (253). Para ello, los
musculos y la piel se cerraron capa por capa (Figura 28-F). Durante ese tiempo
de isquemia, el ratdn permanecié conectado al ventilador artificial hasta que
recuperd la conciencia y el patréon de respiracion fue normal. En este punto, se
pudo proceder a la extubacién del animal (Figura 28-G). Los ratones operados
de forma simulada (a los que asignaremos con el nombre SHAM) siguieron el
mismo procedimiento quirdrgico con la salvedad de que no se ligd la arteria

coronaria.

Pasados los 45 min de restriccién de flujo, se procedio a la reperfusiéon del flujo
sanguineo hacia la parte distal del ventriculo izquierdo. Para ello, el ratén se
volvid a anestesiar con un flujo de isoflurano al 2% CAM vy, tras comprobar que
el ratén perdié completamente los reflejos, se retird cuidadosamente la canula
para restablecer el flujo sanguineo. Tras la reperfusidn, se colocd el animal sobre
la mesa de operaciones iluminado con una lampara de luz roja para mantener su

temperatura hasta su completa recuperacion (254). Cuando el ratén mostré una
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frecuencia y profundidad de respiracién fisioldgica y respondio a los estimulos,
se coloco en una jaula de recuperacion limpia para evitar infecciones en la herida
quirurgica, bajo una lampara de luz roja. Al animal se le proporcioné comida

himeda y agua sélida para facilitar su alimentacion durante los primeros dos

dias postcirugia.

B) INMOVILIZACION +
VENTILACION/ANESTESIA

C) APERTURA ESPACIO
INTERCOSTAL

E) LIGADURA DE LA
ARTERIA CORONARIA

G) RECUPERACION
CIRUGIA

F) CIERRE CAVIDAD
TORACICA

Figura 28. Procedimiento quirurgico llevado a cabo para inducir infarto de miocardio en
ratones (modelo LAD). A) INTUBACION del animal de experimentacién; B) INMOVILIZACION
del animal y mantenimiento de la VENTILACION y ANESTESIA para iniciar el proceso quirurgico;
C) Apertura de la cavidad toracica y acceso al ESPACIO INTERCOSTAL; D) Una vez localizada la
arteria coronaria, se INSERTA UNA CANULA para, posteriormente, realizar la lazada; E) Se
realiza la LIGADURA DE LA ARTERIA CORONARIA durante 45 min (‘tiempo de isquemia’); F)
Tras comprobar la oclusién de la arteria, se procede a CERRAR LA CAVIDAD TORACICA; G) Al
animal se le deja en RECUPERACION hasta que recupere su patrén respiratorio y se recupere
por completo de la anestesia. Imagenes tomadas durante el procedimiento quirurgico con
permiso de la Dra. Ana Diaz, veterinaria del servicio del animalario de la Facultad de Medicina
y Odontologia de la Universitat de Valéncia.
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2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

2.1. TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Tras el procedimiento quirdrgico, los ratones se distribuyeron aleatoriamente en
cuatro grupos experimentales de tratamiento (Tabla 14) y fueron tratados
durante 14 dias, periodo suficiente para que se genere fibrosis postinfarto en el

tejido cardiaco.

Tabla 14. Grupos experimentales de tratamiento en el modelo in vivo.

GRUPO 1
GRUPO 2

Operacion simulada SHAM

agua de bebida, estéril

Operacion + ligadura de

GRUPO 3 la arteria coronaria Dosis = 23.4 mg/kg/dia
descendente - —
nintedanib esilato . 3
GRUPO 4 (LAD) Dosis = 52.7 mg/kg/dia

(NTB)

La tabla muestra los diferentes grupos experimentales, el tratamiento farmacoldgico recibido
y la dosis administrada al ratdn (equiparada del humano) durante los 14 dias de
procedimiento. SHAM: ratones sometidos a la operacion simulada (no presentan ligadura);
LAD: ligadura de la arteria coronaria descendente; LOS: losartan; NTB: nintedanib.

Los farmacos para la realizacién de este procedimiento experimental fueron
adquiridos de la casa comercial MedChemExpress® (Nueva Jersey, EEUU).
Ambos medicamentos (NTB y LOS) se suministraron en formato polvo, que fue
pesado y disuelto el mismo dia de la administracion, en funcion del peso del
animal de experimentacion. El farmaco LOS se disolvid facilmente en agua de
bebida estéril a temperatura ambiente, quedando una disolucién transparente
totalmente acuosa; mientras que el farmaco NTB se disolvié también en agua de
bebida estéril, pero necesité de una agitacién de 1 min dando lugar a una
solucion amarilla estable de aspecto oleoso. Las dosis fueron calculadas usando
el factor de escalamiento alométrico interespecies normalizado establecido por
la FDA (255) para lograr el equivalente a la dosis terapéutica diaria maxima en

humanos de NTB (300 mg/dia) y LOS (150 mg/dia).
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La duracién total del procedimiento fue de 14 dias ininterrumpidos de
administracion de farmacos y/o vehiculo, administrados por via oral (v.0) con
ayuda de una sonda gastrica de 22G. El procedimiento finaliz6 el dia 15

postcirugia con el sacrificio de los animales y la posterior recogida de muestras

(Figura 29).
INICIO FIN
PROCEDIMIENTO DESARROLLO PROCEDIMIENTO PROCEDIMIENTO

‘ CIRUGIA: PROTOCOLO EXPERIMENTAL: administracion de
modelo LAD farmacos y seguimiento del peso SACRIFIC

| recogida de
muestras

Dia 0 Dias 1 - 14 postinfarto Dia 15 postinfarto

Figura 29. Protocolo experimental llevado a cabo en el procedimiento in vivo. El inicio del
procedimiento se establecio el dia 0 con la cirugiay, tras un periodo de 14 dias ininterrumpidos
de administracién de farmacos y/o vehiculo, el dia 15 postinfarto se procedié al sacrificio y
obtencidén de muestras (sangre y corazon). Figura creada con BioRender.com

2.2. SEGUIMIENTO DE LOS ANIMALES. ETAPA POSTQUIRURGICA

Tras la operacién y durante todo el procedimiento de administracién de
farmacos y/o vehiculo, se realiz6 un seguimiento exhaustivo al animal de
experimentacién. Durante los dos primeros dias postcirugia, es importante
controlar el abordaje quirurgico (toracotomia) con el fin de evitar posibles
aperturas de la sutura o infecciones, controlar la temperatura corporal (evitar
hipotermia), controlar el patrén respiratorio y autocuidado del animal. Ademas,
se le administrd por via i.p una dosis de buprenorfina+meloxicam para paliar el
dolor causado por la propia cirugia. También se hizo un seguimiento del peso
antes de cada administracion y durante todo el procedimiento, y si era necesario,
se administrd suero salino (NaCl 0.9%) por via subcutanea (s.c) para evitar la
deshidrataciéon del animal. Ademas, si era necesario se proporciond comida

humeda para facilitar y garantizar su alimentacién.
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2.3. SACRIFICIO Y RECOGIDA DE MUESTRAS

Tras finalizar el procedimiento, se anestesiaron los animales en la cdmara de
induccion con un flujo constante de isoflurano 2% CAM. Una vez se comprobd
que el animal habia perdido por completo los reflejos, se procedio a la

recoleccidén de las muestras: sangre y corazén.

2.3.1. RECOLECCION DE LA SANGRE

El animal de experimentacion se colocd en posicidén decubito-supinoy se le abrié
la cavidad toracica para acceder a la vena cava. Con ayuda de una jeringa que
contenia anticoagulante (EDTA 0.5 M, pH=7.4) y una jeringa de 1 mLy una aguja
de 25G de calibre, se extrajo la sangre hasta exanguinacion (aproximadamente
1 mL por ratén). Inmediatamente, la sangre extraida se centrifugd a 2.000 rpm
durante 15 min a 49C para la obtencién del plasma, que fue almacenado a -802C

hasta su utilizacién.

2.3.2. RECOLECCION DEL CORAZON

Posteriormente, se dislocé al animal y se procedié a abrir la cavidad tordacica para
la extraccion del corazén. Una vez extraido, el corazén se lavd con una solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar los restos de sangre, se pesé
y, se incluyd en parafina para realizar los estudios histoldgicos, o se almacend a
-802C para estudios moleculares. De esta forma, dentro de una misma condicién
experimental, los corazones de un nimero de animales (n>5) se destinaron a

estudios histoldgicos y otro numero (n>5) a estudios moleculares.
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3. ENSAYOS Y TECNICAS UTILIZADAS

3.1. MUESTRAS DE SANGRE

3.1.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).
NIVELES PLASMATICOS DE FARMACO

La determinacién de las concentraciones plasmaticas se realizé en la Seccidn de
Imagen Biomédica y Metaboldmica de la UCIM de la Universitat de Valéncia en

las muestras de plasma de ratones infartados tratados con el formaco NTB.

El método empleado para la determinacion del farmaco fue validado siguiendo
las recomendaciones de la guia de la Agencia Europea del Medicamento (EMA)
(256). Para las determinaciones, se tomaron 100 uL de plasma de raton y se
empled un equipo de HPLC de mddulos integrados Waters (Waters Corporation,
Milford, EEUU) empleandose una columna C18 XBridge (150 x 4.6 d.i. mm, 5 um)
(Figura 30). La deteccidn espectrofotométrica se efectud en el UV-vis, generando
una recta de calibrado con un rango de concentraciones definido (C: 10-500

ng/mL) (257-260).

HPLC — Médulo de separacion
cromatografica

Detector de
fluorescencia

Detector
UV/Visible - NTB

Figura 30. Equipo de HPLC de la Seccion de imagen Biomédica y Metabolomica de la UCIM
para las determinaciones de las concentraciones plasmdticas del farmaco Nintedanib. E|
equipo de HPLC empleado para las determinaciones de las concentraciones plasmaticas del
farmaco consta de: un modulo de separacion cromatografica y dos detectores, uno de
fluorescencia y un detector UV/Visible.
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3.1.2. INMUNOENSAYOS ABSORBENTES A ENZIMAS (ELISA).
DETECCION DE BIOMARCADORES CARDIACOS

Los inmunoensayos (ELISA) fueron utilizados para la deteccidn y cuantificacion
de proteinas especificas presentes en el plasma obtenido de los diferentes
grupos experimentales de ratones tras 14 dias de la generacion del IM y
tratamiento con los farmacos. Consisten en la reaccién especifica entre un
antigeno (proteina que se desea detectar) y un anticuerpo (proteina que se une
especificamente al antigeno). En la Tabla 15, se muestran los ensayos realizados
para la deteccion de la proteina de interés, de acuerdo con el protocolo

proporcionado por el fabricante:

Tabla 15. Biomarcadores plasmadticos de daiio cardiaco detectados mediante ELISA.

. VOLUMEN RANGO
PROTEINA ’ BIOMARCADOR DE: ’ RO— ’ it
Troponina | LESION MIOCARDICA 100 pL 0-500 pg/mL
cardiaca sin diluir
Péptido BNP ESTRES MIOCARDICO 100 uL 0-1000 pg/mL
P diluido 1:4 Pe
REMODELADO VENTRICULAR 100 pL
GAL-3 Y FIBROSIS MIOCARDICA diluido 1:200 | 02000 pe/mL

BNP: péptido natriurético cerebral; GAL-3: galectina-3

3.2. MUESTRAS DE CORAZON

3.2.1. CORTES HISTOLOGICOS

Para realizar los experimentos histolédgicos, se procedid a cortar el corazén en
tres secciones transversales (region basal, region mediay regién apical) de 1 mm
de grosor desde el eje mayor del corazén hasta el dpice (Figura 31). Las secciones
transversales de 1 mm de grosor se fijaron en una solucién de formalina al 10%
(Histofix® Preservative) durante 24h. Posteriormente, fueron deshidratadas,
embebidas en parafina y, finalmente, cortadas con ayuda de un microtomo

generando cortes de 5 um de grosor de cada una de las tres secciones.
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Cortes 5 um

Figura 31. Imagen representativa de los cortes transversales realizados en los corazones
murinos. Extraido el corazon, se cortd en 3 secciones transversales (basal, media y apical) de
1 mm de grosor. Tras el parafinado, cada una de las secciones se empled para realizar cortes
seriados de 5 um de grosor que, posteriormente, fueron empleados para los estudios
histolégicos. VI: ventriculo izquierdo; VD: ventriculo derecho. Figura creada con
BioRender.com.

3.2.1.1. Tinciones histoldgicas

3.2.1.1.1. Tincion eosina-hematoxilina. Determinacion de la

infiltracion leucocitaria

La tincidn consiste en el empleo de dos colorantes: eosina y hematoxilina. La
eosina, de naturaleza 4cida, tifie de rosa los componentes basicos presentes en
el citoplasma y las proteinas extracelulares, mientras que la hematoxilina, de
naturaleza basica, se une a los componentes acidos como los acidos nucleicos
presentes en el nlcleo, tifiéndolos de azul-purpura, permitiendo una

visualizacion detallada de la morfologia celular y tisular.

Los cortes de tejido se incubaron previamente a 60°2C durante 30 min.
Posteriormente, se sometieron a un proceso de desparafinado y rehidratacion,
mediante inmersiones sucesivas en xileno (2 x 3 min), seguido de inmersiones
de 1 min en grados decrecientes de etanol (100, 95 y 70%) terminando la cadena
en agua destilada. Seguidamente, los cortes se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente y en oscuridad, con una solucién de hematoxilina,

previamente filtrada y diluida 1:4 (v/v) en agua destilada. Se realizaron lavados
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con agua destilada (3 x 5 seg) y, seguidamente, se incubaron los cortes durante
30 seg a temperatura ambiente y en oscuridad, en una solucion del 0.5% de
etanol-HCI. A continuacidn, se realizaron lavados con agua destilada (2 x 5 seg) y
se procedié a la incubacién de los cortes en una solucién al 1% de hidroxido
amoénico en agua destilada durante 30 seg a temperatura ambiente y en
oscuridad. Posteriormente, se volvieron a realizar lavados con agua destilada (2
x 5 seg) y, acto seguido, se procedié a la tincién con una solucién acuosa de
eosina + 0.5% de dacido acético sumergiendo los cortes durante 30 seg. Se
volvieron a realizar lavados con agua destilada (2 x 5 seg) y se procedié a la
deshidratacion de los cortes realizando inmersiones en grados crecientes de
etanol (70, 95 y 100%) de 1 min cada uno, finalizando en inmersiones de xileno
(3 x 3 min). Finalmente, el montaje de los cortes se realizé colocando un
cubreobjetos empleando un medio de montaje adecuado (DPX® Mountant). Tras
24h de secado, las imdagenes fueron adquiridas con un microscopio déptico
invertido digital de luz polarizada (Leica DMi8, Leica Microsystems, Barcelona,

Espaiia) a diferentes aumentos (4x; 10x).

Andlisis del grado de infiltracion leucocitaria: tras la tincion se tomaron

imagenes de los diferentes cortes generados (basal, medio y apical) para cada
grupo experimental de ratones. El grado de infiltracion leucocitaria se midié
estableciendo una escala semicuantitativa (puntuacién o score) que evalud el
nivel de inflamacidén segun la intensidad y la extension de la coloracién purpura
(=hematoxilina) en las secciones histoldgicas del tejido cardiaco de cada una de

las fotos tomadas. La puntuacién asignada se muestra en la Tabla 16:
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Tabla 16. Clasificacion del grado de inflamacién en funcion del drea lesionada en el tejido
cardiaco.

SCORE DESCRIPCION DEL DANO PRODUCIDO EN EL TEJIDO CARDIACO

0 Sin inflamacidn (ausencia de coloracién purpura, no hay infiltracién)

1 Inflamacion leve (pequefias dreas purpuras, <10% del drea total)

) Inflamacion moderada (parches purpuras moderados, entre el 10 y 25% del area
total)

3 Inflamacion severa (extensas areas purpuras, entre el 25 y 50% del area total)

a Inflamacion muy severa (gran parte del tejido cardiaco afectado, >50% del drea

total)
La tabla muestra la clasificacion del grado de inflamacién mediante un score o puntuacién
asignada en funcién de la intensidad y extensidon de la infiltracion leucocitaria en el tejido
cardiaco (261,262).

Tras asignar la puntuacion o score a cada uno de los tres cortes transversales de
cada uno de los ratones de cada grupo experimental, se calculé la media del
score asignado a los tres cortes y dicho resultado se empleé para la

cuantificacion y analisis de los resultados [apartado: ANEXOS (Tabla 28)].

3.2.1.1.2. Tincidn Sirius Red. Determinacion del depdsito de

coldgeno

La tincién “Sirius Red” consiste en la reaccién de los grupos de acido sulfénico
presentes en la molécula de “Sirius Red” que reaccionan con los grupos aminos
(como, por ejemplo, los grupos lisina e hidroxilisina) presentes en las moléculas
de coldgeno del tejido. Esta tincién permite determinar la presencia de coldgeno

en el tejido a examinar.

Los cortes se incubaron previamente a 602C durante 30 min. Posteriormente, se
sometieron a un proceso de desparafinado y rehidratacién, mediante
inmersiones en xileno (3 x 3 min), seguido de inmersiones de 3 min en grados
decrecientes de etanol (100, 95, 85 y 70%) terminando la cadena en agua
destilada. Seguidamente, los cortes se incubaron durante 15 min a temperatura
ambiente y en oscuridad, con una solucion del 0.01% de Fast Green en una

solucidn de 4cido picrico al 1.3% en agua destilada.
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Finalizada la incubacién, se realizaron lavados con agua destilada (3 x 5 seg) y se
incubaron los cortes durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad, en
una solucién del 0.1% de Sirius Red / 0.04% de Fast Green en una solucion
acuosa de acido picrico. Seguidamente, se realizaron lavados con agua destilada
(2 x 5 seg) y se procedio a la deshidratacién de los cortes realizando inmersiones
en grados crecientes de etanol (70, 85, 95 y 100%) durante 3 min cada uno,
finalizando en xileno (3 x 3 min). Finalmente, el montaje de los cortes se realizé
colocando un cubreobjetos empleando un medio de montaje adecuado (DPX®
Mountant). Tras 24h de secado, las imagenes fueron adquiridas con un
microscopio Optico invertido digital de luz polarizada (Leica DMi8, Leica

Microsystems, Barcelona, Espafia) a diferentes aumentos (4x; 10x).

Analisis del grado de fibrosis (263,264): tras la tincidn se tomaron imagenes de

los diferentes cortes generados (basal, medio y apical) de cada uno de los
ratones de cada grupo experimental. Las imagenes adquiridas fueron analizadas
con el software informatico Image J 1.52n (National Institutes of Health, USA). El
tamafio de infarto generado, determinado mediante el depdsito de colageno, se
calculé dividiendo la suma de las areas del infarto (area tefiida de rojo) de cada
uno de los tres cortes transversales, entre la suma de las areas del ventriculo
izquierdo de todas las secciones (incluidas aquellas sin cicatriz de infarto). El

resultado obtenido fue expresado en porcentaje [apartado: ANEXOS (Tabla 29)].

3.2.1.2. Inmunohistoquimica. Deteccion de Ki67 y CD31

La determinacién de Ki67 y CD31 se basa en su capacidad para evaluar procesos
bioldgicos clave involucrados en la reparacién y el remodelado del tejido tras un
infarto, especificamente la proliferacidn celular y el proceso de angiogénesis. La
proteina Ki67 identifica células proliferativas en el area infartada, tratandose de

un marcador util para evaluar la capacidad regenerativa del tejido y el grado de
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activacién celular en respuesta al dafio. Mientras que CD31 se trata de una
molécula de adhesion celular que detecta la densidad y distribucion de los vasos
sanguineos, permitiendo evaluar la angiogénesis en la zona infartada. Ademas,
ayuda a determinar la formacidon de nuevos vasos como respuesta reparadora

para reestablecer el flujo sanguineo en el area lesionada.

Para llevar a cabo la determinacion de Ki67 y CD31 en el tejido cardiaco se

procedio a realizar una inmunohistoquimica, que consta de las siguientes fases:

I. DESPARAFINADO: los cortes de tejido cardiaco se incubaron a 602C durante

30 min para deshacer la parafina.

Il. RECUPERACION DE EPITOPOS INDUCIDO POR CALOR: para deshacer los
enlaces cruzados que enmascaran los antigenos presentes en el tejido, los cortes
se introdujeron en el PT Link versién 2.0.1 (Agilent, Dako) que contiene una
solucion de citrato 1X a pH=6 y 95°2C durante 73 min, combinando
desparafinado, rehidratacion y recuperacién de epitopos. Finalizado el proceso,

los cortes se lavaron en TBS-T (2 x 5 min).

IIl. BLOQUEO DE LA PEROXIDASA ENDOGENA: para evitar tinciones
inespecificas debido a la presencia de las peroxidasas endégenas, los cortes se
incubaron en una solucién de bloqueo compuesta por perdxido de hidrégeno al
3% (v/v) en agua destilada durante 15 min a temperatura ambiente y en

oscuridad. Acto seguido, los cortes se volvieron a lavar en TBS-T (2 x 5 min).

IV. BLOQUEO E INCUBACION CON LOS ANTICUERPOS: se procedié a bloquear
los sitios de unidn inespecificos incubando los cortes durante 1h a temperatura
ambiente y en presencia de humedad con una solucién de bloqueo que contiene:
1% de SBA y 5% del suero de la especie en la que se produjo el anticuerpo
secundario, en nuestro caso suero de cabra diluido en una solucion de PBS

pH=7.2 con 0.5% Triton-X. Transcurrido el tiempo de bloqueo, se incubaron los
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cortes con la solucién de anticuerpo primario (Ki67 o CD31) (Tabla 17) durante
30 min a temperatura ambiente y en ambiente himedo. Terminada la
incubacidn con el anticuerpo primario, los cortes se lavaron con TBS-T (2 x 5 min)
y, se procedio a la incubacién con el anticuerpo secundario diluido 1:200 durante
45 min a temperatura ambiente y en humedad (Tabla 17). Luego, se volvieron a

realizar dos lavados con TBS-T (2 x 5 min), seguida de lavados con PBS (2 x 5 min).

Tabla 17. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la deteccion de Ki67 y CD31
en el tejido cardiaco mediante la técnica de inmunohistoquimica.

ANTICUERPO 12 ESPECIE/REACTIVIDAD DILUCION EMPLEADA ‘
Ki67 Conejo / Ratdn 1:400
CD31 Conejo / Ratdn 1:100

ANTICUERPO 22 ESPECIE/REACTIVIDAD  DILUCION EMPLEADA ‘
Anti-IgG conjugado con HRP Cabra / Conejo 1:200

HRP: peroxidasa de rabano picante.

V. DETECCION CROMOGENICA (DAB): para la detecciéon de la proteina
especifica, se empled el sustrato cromogénico 3,3’-diaminobenzidina (DAB).
Dicho sustrato produce una tincién de color marrén intensa por la accién de la
peroxidasa presente en el anticuerpo secundario. La solucién DAB se preparé
siguiendo las recomendaciones del fabricante y, se adicioné durante 5 min a la
muestra de tejido observando la aparicion de una coloracién marrdn. La reaccion
se detuvo introduciendo los cortes en agua destilada. A continuacidn, los cortes
de tejido se contrastaron con hematoxilina durante 30 seg. Seguidamente, se
realizaron lavados con agua destilada (3 x 10 seg) y, de manera secuencial, los
cortes se sumergieron en una solucién de 0.5% etanol-HCI durante 10 seg y

finalizando el lavado en agua destilada durante 3 min.

VI. MONTAJE Y OBTENCION DE IMAGENES: los cortes se deshidrataron
empleando etanoles de graduacién creciente (70, 85, 95 y 100%) y xileno.
Finalmente, el montaje de los cortes se realizé colocando un cubreobjetos y
empleando un medio de montaje adecuado (DPX® Mountant). Tras 24h de

secado, las imagenes fueron adquiridas tras el escaneo digital de alta resolucion
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de los portaobjetos con el escdner Pannoramic® 250 Flash 11l DX (3DHISTECH,
Budapest, Hungria). Posteriormente, las imagenes escaneadas fueron

visualizadas con el programa SlideViewer 2.8® (3DHISTECH, Budapest, Hungria).

Analisis de la proliferacion celular (determinacion de Ki67): tras el escaneo

digital de los portaobjetos, se procedié a la cuantificacion de los nucleos
positivos para Ki67 mediante el programa informatico QuPath™. Este programa
permite distinguir los nicleos positivos para Ki67 (ntcleos marrones, tefiidos por
la tincion DAB) del resto de nucleos celulares (nucleos tenidos de purpura,
contrastados con la hematoxilina) presentes en el tejido cardiaco, estableciendo
previamente un umbral de intensidad. Tras la deteccién de los nucleos se
procedio a la cuantificacion del indice de Ki67, aplicando la siguiente férmula:
n? nucleos positivos (Ki67%)

Indice de Ki67 = X 100
ndice de &l Nucleos totales (Ki67* y Ki67™)

El indice de Ki67 se determind en cada uno de los tres cortes transversales de
cada uno de los ratones de los diferentes grupos experimentales y la media
obtenida de los tres cortes fue empleada para el analisis de los datos [apartado:

ANEXOS (Tabla 30)].

Andlisis del proceso de angiogénesis (determinacién de vasos CD31 positivos):

tras el escaneo digital de los portaobjetos, se procedio a la cuantificacion de los
vasos CD31 positivos presentes en el tejido cardiaco, mediante el programa
informatico QuPath™. Este programa permite visualizar el tejido cardiaco
completo en alta resolucién facilitando la cuantificacién manual del nimero
absoluto de vasos positivos para CD31 en todo el tejido cardiaco (tipicamente
lumen rodeado por células endoteliales positivas, visualizandose de color
marron por la tincidon con DAB). Se calculd la media de los valores absolutos

obtenidos de cada uno de los cortes de tejido cardiaco de cada uno de los
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ratones de los diferentes grupos experimentales vy, tras el calculo de la media, el
valor obtenido fue empleado para realizar el analisis de los datos [apartado:

ANEXOS (Tabla 31)].

3.2.2. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL. EXPRESION GENICA

Para el andlisis de la expresidn génica se emplearon muestras de tejido cardiaco

de los diferentes grupos experimentales.

I. EXTRACCION ARN DEL TEJIDO CARDIACO DE RATON: el ARN procedente de
los corazones de los ratones se aislé6 empleando el método del Trizol (TRIzol®
Reagent). Las muestras de corazdn (aproximadamente 10 mg de tejido cardiaco)
se homogeneizaron con un disociador Precellys® Evolution (Bertin Technologies,
432-0454) en 800 uL de Trizol y cuatro bolas metalicas de @2.4 mm (SI-BS02,
Scientific Industries Inc®), realizando dos ciclos de 25 seg a 5.500 rpm con una
pausa de 10 seg entre ambos ciclos. El homogenado tisular obtenido se
centrifugd a 13.000 rpm durante 15 min a 49C. El sobrenadante se mezcld con
160 pL de cloroformo y se incubé durante 15 min a 42C. Transcurrido el tiempo,
las muestras se volvieron a centrifugar a 13.000 rpm durante 15 mina 42Cy la
fase superior acuosa obtenida (ARN) tras la centrifugacion se transfirié a un tubo
nuevo. A continuacion, se adiciond isopropanol en la proporcion 1:1 (v/v) y se
llevé a incubar durante 1h a -20°C para provocar la precipitaciéon del ARN.
Finalizada la incubacidn, las muestras se volvieron a centrifugar a 13.000 rpm
durante 20 min a 49Cy el precipitado obtenido se lavé con 1 mL de etanol al 70%

y, finalmente, se resuspendié en 30 plL de agua libre de ARNasa.

La pureza y concentracion del ARN obtenido se determind de igual forma que en

el apartado 1.3.2.1-I.
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II. SINTESIS DEL ADNc POR TRANSCRIPCION INVERSA: la sintesis del ADNc se

realizo siguiendo el mismo protocolo detallado en el apartado 1.3.2.1-Il.

lll. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (qPCR): la gPCR y los datos obtenidos
tras su realizacion se analizaron siguiendo el mismo protocolo detallado en el

apartado 1.3.2.1-lll. Los pares de cebadores especificos para ratones se

disefaron y se adquirieron en Sigma-Aldrich® y las secuencias se muestran en la

Tabla 18. En este caso, como gen de referencia Unicamente se empleé el gapdh.

Tabla 18. Pares de cebadores murinos empleados para el andlisis génico mediante qPCR.

CADENA SENTIDO CADENA ANTISENTIDO

GEN

(5>3) (5>3)
COMPONENTES Y REGULADORES DE LA MEC
collal CAGGCTGGTGTGATGGGATT AAACCTCTCTCGCCTCTTGC
col3al CTACACCTGCTCCTGTGCTTC GATAGCCACCCATTCCTCCCA
fni CCTGATTGGGAGGAAGAAGAC TGAACTGTGGAGGGAACATC
mmp9 TCGACACTGACAAGAAGTGGG GGGACACATAGTGGGAGGTG
timp1 GGCATCTGGCATCCTCTTGTTG GTGGTCTCGTTGATTTCTGGGG
SENALIZACION, REGULACION Y CONTRACCION CELULAR
5100a4 (FSP1) GCACTTCCTCTCTCTTGGTCTG AACTTCATTGTCCCTGTTGCTG
(‘:h; dherina) GAAACCCAGGAAAAGTGGCAG AGTTGATTGGCGGGATGACC
taf-B: GCGGACTACTATGCTAAAGAGG TCAAAAGACAGCCACTCAGG
zt::”A ) TGACTACTGCCGAGCGTGAG AGGTGGTTTCGTGGATGCCC
MARCADORES PROINFLAMATORIOS
il-1p TGCCACCTTTTGACAGTGATG ATGTGCTGCTGCGAGATTTG
il-6 GAGTCCTTCAGAGAGATACAGAAAC TGGTCTTGGTCCTTAGCCAC
tnf-a GATCGGTCCCCAAAGGGATG GGTGGTTTGTGAGTGTGAGGG
CONTROL DE CARGA
gapdh GAGAGTGTTTCCTCGTCCC | ATGGGCTTCCCGTTGATG

MEC: matriz extracelular; collal: colageno tipo I; col3al: colageno tipo lll, fnl: fibronectina;
mmp9: metaloproteinasa 9; timp1: inhibidor tisular de la metaloproteinasa 1; fsp1: proteina
especifica de fibroblastos 1; cdh2: cadherina 2 o N-cadherina; tgf-B:: factor de crecimiento
transformante beta 1; acta2 (a-SMA): alfa actina del musculo liso; il-: interleucina; tnf-a:
factor de necrosis tumoral alfa; gapdh: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

93



MATERIAL Y METODOS

4. REACTIVOS

Los diferentes reactivos, farmacos, anticuerpos y kits empleados para el

desarrollo de la presente Tesis Doctoral han sido agrupados por tablas y se

muestran a continuacion:

Tabla 19. Reactivos generales empleados.

REACTIVOS GENERALES CASA COMERCIAL/REFERENCIA

Polilisina

Innoprot®, PLL

FM-2 + kit suplementos

Innoprot®, P60108-2

Dulbecco’s PBS sin Ca*2y Mg*? (DPBS )

Gibco®, 14190-094

Tripsina/EDTA

Lonza®, CC-5012

PBS pH=7.2

Gibco®, 20012-019

Azida sddica (NaNs)

Sigma-Aldrich®, S2002

FACS Lysing Solution

BD Pharmigen™, 349202

SYBR® Premix Ex TaqTM

Takara Bio Inc., RR420W

100 bp DNA Ladder (Dye Plus)

Takara Bio Inc., 3422A

Tablet cOmplete Mini®

Sigma-Aldrich®, 11836153001

Phosphosafe®

Sigma-Aldrich®, 71296-3

Acrilamida/bisacrilamida (37.5:1)

Akralab®, A3626

EZ-Run™ Pre-Stained Recombinant Protein Ladder

ThermoFisher®, BP3603-500

Solucidén Rojo de Ponceau

Sigma-Aldrich®, P7170

Polvo de suero bovino de albumina (SBA)

FisherScientific®, 11413164

Leche desnatada en polvo

Hacendado, Mercadona

Perodxido de hidrégeno (H,0,)

Sigma-Aldrich®, H1009

Solucidn salina (NaCl 0.9%)

B Braun®, 5/469829/0610

Suero de cabra

Gibco®, 16210-064

Histofix® Formalina 10%

PanReac®, 256462.0961

Hematoxilina

Sigma-Aldrich®, GHS332

Eosina

Sigma-Aldrich®, HT110216

Xileno

Sigma-Aldrich®, XX0060-5

DPX® Mountant

Sigma-Aldrich®, 06522

Fast Green FCF

Sigma-Aldrich®, F7258

Acido picrico

Sigma-Aldrich®, P6755

Direct Red 80 Sigma-Aldrich®, 365548
Immobilon® Forte Western HRP Substrate EMD Millipore Corporation,
(revelador) WBLUF0500
Immobilon® Crescendo Western HRP Substrate EMD Millipore Corporation,
(revelador) WBLURO500
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Tubos de citrato sodico para extraccion de sangre BD Vacutainer®, 367704
Trizol ThermoFisher ®, 15596018

Cloroformo Sigma-Aldrich®, 366919

Isopropanol PanReac®, 131090.1611

Tabla 20. Farmacos y estimulos empleados en el modelo in vitro para el tratamiento de los
CFs humanos primarios.

FARMACOS Y ESTIMULOS EMPLEADOS IN VITRO CASA COMERCIAL/REFERENCIA

Angiotensina Il (Ang.ll) Sigma-Aldrich®, A9525
Cilengitide (CIL) Sigma-Aldrich®, SML1594

Losartan potasico (LOS) Sigma-Aldrich®, 61188
Nintedanib (NTB) Sigma-Aldrich®, SML2848

Pirfenidona (PFD) Sigma-Aldrich®, P2116
Staurosporina Sigma-Aldrich®, 569396

TGF-B4 recombinante humano Sigma-Aldrich®, GF346
TNF-a humano Sigma-Aldrich®, SRP3177

Tabla 21. Kits y ELISAs empleados.

KITS Y ELISAs EMPLEADOS CASA COMERCIAL/REFERENCIA
Anexina V —yoduro de propidio (IP) (kit) Dojindo®, AD10
DAB Enhanced Liquid Substrate System (kit) Sigma-Aldrich®, D3939
ELISA Galectina-3 (GAL-3) ratéon ThermoFisher®, EMLGALS3
ELISA péptido BNP raton ThermoFisher®, EELO89
ELISA Troponina | cardiaca ratén ThermoFisher®, EEL112
Illustra RNAspin Mini (kit) Sigma-Aldrich®, GE25-0500-72
MTT viabilidad cellular (kit) Roche®, 11465007001
Pierce™BCA Protein Assay Reagent (kit) ThermoFisher®, 23227
reactivos PrimeScriptTM RT (kit) Takara Bio Inc., RRO37A
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Tabla 22. Anticuerpos empleados para la técnica Western Blot.

ANTICUERPOS WESTERN BLOT

CASA COMERCIAL/REFERENCIA

Anticuerpo 12 frente a GAPDH

ThermoFisher®, MA5-15738

Anticuerpo 12 frente a B-actina

Sigma-Aldrich®, A5060

Anticuerpo 12 frente a coldgeno tipo |

Cell Signaling Technology®, 91144S

Anticuerpo 12 frente a colageno tipo IlI

Abcam®, ab7778

Anticuerpo 12 frente a a-SMA

Abcam®, ab5694

Anticuerpo 12 frente a fibronectina

Abcam®, ab2413

Anticuerpo 22 frente a conejo conjugado con HRP

R&D Systems®, HAFO08

Anticuerpo 22 frente a ratén conjugado con HRP

R&D Systems®, HAFO07

Tabla 23. Anticuerpos empleados para citometria de flujo.

ANTICUERPOS CITOMETRIA DE FLUJO

CASA COMERCIAL/REFERENCIA

Anticuerpo frente a IgG1 k Isotipo Control FITC

BD Pharmigen™, 554679

Anticuerpo frente a IgG1 k Isotipo Control PE

BD Pharmigen™, 550617

Anticuerpo frente a CD18 FITC

BD Pharmigen™, 555923

Anticuerpo frente a CD11b PE

BD Pharmigen™, 555388

Anticuerpo frente a CD54 (ICAM-1) PE

BD Pharmigen™, 555511

Anticuerpo frente a CD106 (VCAM-1) FITC

BD Pharmigen™, 551146

Tabla 24. Farmacos empleados en el modelo in vivo.

FARMACOS EMPLEADOS IN VIVO

Buprecare® Multidosis (hidrocloruro de
buprenorfina)

CASA COMERCIAL/REFERENCIA

Ecuphar®, 02400204

IsoFlo® (isoflurano 100%, p/p)

Zoetis®, 571329.8

Losartan potasico

MedChemExpress®, HY-17512A

Lubrithal® (gel lubricante oftalmoldgico)

Dechra®

Metacam® (meloxicam)

Boehringer Ingelheim®, 04400015

Nintedanib esilato

MedChemExpress®, HY-11106
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Tabla 25. Anticuerpos empleados para la inmunohistoquimica en el tejido cardiaco.

ANTICUERPOS CASA COMERCIAL/REFERENCIA

Anticuerpo frente a CD31 Abcam®, ab28364
Anticuerpo frente a Ki67 Cell Signaling®, D3B5
Anticuerpo frente a IgG1 de conejo conjugado .
HRP ThermoFisher®, 656160
con

5. ANALISIS ESTADISTICOS.

Los andlisis estadisticos de todos los resultados fueron realizados con el
programa GraphPad Prism 8.0, y las inmunohistoquimicas fueron cuantificadas
por el programa QuPath™ vy analizadas posteriormente con el programa

estadistico mencionado.

Todos los resultados se expresaron como la media aritmética + el error estdndar
de la media (E.E.M), considerandose que habia significatividad estadistica entre
los diferentes grupos experimentales cuando el p<0.05. En algunos casos se
realizé una normalizacién de los datos con respecto a su control/vehiculo,
mientras que en otros se empled el valor absoluto. El tamarfio de la muestra fue
variable entre unos experimentos y otros, indicandose el nimero exacto en el

pie de figura correspondiente.

Las muestras procedentes de los animales de experimentacién fueron
procesadas de acuerdo con los objetivos a desarrollar y a las limitaciones del
proceso experimental, intentando cumplir con las ‘3Rs’ (reduccion, refinamiento

y reemplazo), y siguiendo la normativa correspondiente (265).

El andlisis estadistico entre 3 o mas grupos, que siguieron una distribucion
normal se realizd con un andlisis de varianza ANOVA paramétrico de una via, con
la posterior correccién de Tukey; los datos que siguieron una distribucion no

normal se compararon mediante analisis no paramétrico Kruskal-Wallis seguido
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de la correccién Dunn’s. El andlisis entre 2 grupos se analizo con t-test de Student
no pareado si siguen una distribucidon normal o con test de Mann-Whitney para
los que siguen una distribucion no normal. El analisis realizado entre la hipoxia y
su control (normoxia, 21%0;) fue el test no paramétrico de Wilcoxon. Mas
especificamente, para los ensayos funcionales de migracion, se empled el
andlisis de varianza ANOVA de una via, seguido de la correccién Geisser-
Greenhouse (medidas repetidas), que permitié medir la misma condicion

experimental realizando un seguimiento en el tiempo.

Para las correlaciones se realiz6 el andlisis de correlacidon Pearson (distribucidn
normal, paramétrico) o Spearman (distribucién no normal, no paramétrico),

segun el correspondiente analisis de normalidad.

Por ultimo, se realizd una curva de supervivencia tipo Kaplan-Meier seguido de
la correlacion Mantel-Cox para analizar la mortalidad en el modelo in vivo de

generacion de IM.
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IV.  RESULTADOS

BLOQUE I: RESULTADOS EXPERIMENTACION IN VITRO

1. CULTIVO DE CARDIOFIBROBLASTOS HUMANOS PRIMARIOS

1.1. SELECCION DE LOS ESTIMULOS PROFIBROTICOS

1.1.1. ESTUDIOS SOBRE LA TOXICIDAD CELULAR

Los estimulos TGF-B1 (5 y 15 ng/mL), Ang.ll (1 y 10 uM) e hipoxia (1%0,) no
afectaron a la viabilidad de los CFs humanos primarios, a ninguno de los dos

tiempos analizados (24 y 48h) (Figura 32).

Ensayo MTT

200+
3 [ TGF-B,5ng/mL
=
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E :
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S 100 g
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K] 50
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>

0

24h 48h

Figura 32. Efecto de los estimulos profibroticos sobre la viabilidad de los CFs humanos
primarios. Los CFs fueron tratados con los estimulos TGF-B4 (5 y 15 ng/mL), Ang.Il (1 y 10 uM)
e hipoxia (1%0,), durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se realizd el ensayo de viabilidad
celular basado en la reduccién del MTT. Los resultados obtenidos fueron normalizados y
expresados en porcentaje con respecto al vehiculo (100% viabilidad) para los tratamientos con
TGF-B1y Ang.Il, y con respecto a la normoxia (21%0,, 100% viabilidad) para el tratamiento con
hipoxia. Los datos fueron expresados como la mediazE.E.M (n=3-6) (linea punteada:
vehiculo/normoxia). Se realizé el analisis Kruskal-Wallis seguido de la correcciéon Dunn’s para
los tratamientos con TGF-B1 y Ang.ll, y el analisis Wilcoxon test para la hipoxia.
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1.1.2. EFECTOS SOBRE LA EXPRESION GENICA Y PROTEICA DE
MARCADORES PROFIBROTICOS

1.1.2.1. Efectos sobre la expresion génica

Inicialmente, evaluamos los cambios en la expresidn génica de los marcadores

profibrdéticos inducidos por los diversos estimulos seleccionados.

Se demostré que el tratamiento con el estimulo TGF-f3; fue el Unico que provocé
cambios significativos en los diversos genes analizados. El TGF-B1 provocdé
cambios en los genes que conforman la MEC, como el COL1A1 (Figura33-A) vy la
FN1 (Figura 33-C), a las dos concentraciones (5 y 15 ng/mL) tras 24 y 48h de
tratamiento; mientras que la concentracion de 15 ng/mL provocd aumentos
significativos en los genes MMP9 (Figura 33-D) y TIMP1 (Figura 33-E) Unicamente
tras 24h de tratamiento. Asimismo, ambas concentraciones de TGF-B; (5 y 15
ng/mL) provocaron aumentos significativos en la expresidon génica de MMP9
(Figura 33-D) tras 48h. Por otro lado, el TGF-B1 también fue capaz de modular la
expresién de genes encargados de la sefalizacidn, regulacidon y contraccion
celular, provocando aumentos significativos en el gen ACTA2 (Figura 34-A) a
ambas concentraciones tras 24h de tratamiento y, reducciones significativas de
la expresién del gen S100A4 (Figura 34-B). Estos resultados se mantuvieron en
el gen S100A4 (Figura 34-B) tras 48h, sin embargo, el aumento significativo del
gen ACTA2 se mantuvo Unicamente con la concentracion de 15 ng/mL a este
tiempo (Figura 34-A). Por lo que respecta al estimulo de Ang.Il (1 y 10 uM), este
no afectd a ninguno de los genes evaluados durante los tiempos analizados (24
y 48h), con la salvedad de que la concentracion de 10 pM redujo
significativamente la expresién de MMP9 (Figura 33-D), mostrando un efecto
contrario al esperado. En el caso de la hipoxia, esta solo afectd
significativamente a la expresién del gen S100A4 (Figura 34-B) provocando un

aumento a las 24h de tratamiento, perdiéndose la significatividad a las 48h.
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COMPONENTES Y REGULADORES DE LA MEC
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Figura 33. Efecto de los estimulos profibraticos sobre la expresion génica de marcadores que
constituyen y regulan la matriz extracelular en los CFs humanos primarios. Los CFs fueron
tratados con los estimulos profibréticos TGF-Bq (5 y 15 ng/mL), Ang.ll (1 y 10 uM) e hipoxia
(1%0,), durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se procedid al andlisis mediante qPCR de los
genes A) COL1A1, B) COL3A1, C) FN1, D) MMP9 y E) TIMP1. Los resultados obtenidos fueron
normalizados y expresados en tanto por uno como cambios en la expresidn génica relativa con
respecto al vehiculo para los tratamientos con TGF-B1 y Ang.ll, y con respecto a la normoxia
(21%0,) para el tratamiento con hipoxia. Los datos de los valores normalizados fueron
representados como la mediaE.E.M (n=5-7) (linea punteada: vehiculo/normoxia). *p<0.05;

*%1<0.01; ***p<0.001 respecto al grupo vehiculo o normoxia (linea punteada). Se realizd el
andlisis Kruskal-Wallis seguido de la correccion Dunn’s para los tratamientos con TGF-B; y
Ang.ll, y el analisis Wilcoxon test para analizar el tratamiento de la hipoxia.
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SENALIZACION, REGULACION Y CONTRACCION CELULAR
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Figura 34. Efecto de los estimulos profibréticos sobre la expresiéon génica de marcadores
implicados en diversos procesos celulares tras el tratamiento de los CFs humanos primarios.
Los CFs fueron tratados con los estimulos profibréticos TGF-B; (5 y 15 ng/mL), Ang.Il (1y 10
UM) e hipoxia (1%0,), durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se procedid al analisis mediante
gPCR de los genes A) ACTA2 y B) S100A4. Los resultados obtenidos fueron normalizados y
expresados en tanto por uno como cambios en la expresidn génica relativa con respecto al
vehiculo para los tratamientos con TGF-B1 y Ang.ll, y con respecto a la normoxia (21%0,) para
el tratamiento con hipoxia. Los datos de los valores normalizados fueron representados como
la media+E.E.M (n=5-7) (linea punteada: vehiculo/normoxia). *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001
respecto al grupo vehiculo o normoxia (linea punteada). Se realizd el andlisis Kruskal-Wallis
seguido de la correccién Dunn’s para los tratamientos con TGF-B1 y Ang.ll y, el andlisis Wilcoxon
test para analizar el tratamiento de la hipoxia.

1.1.2.2. Efectos sobre la expresion proteica

Tras 24h de tratamiento de los CFs humanos primarios con los estimulos
profibréticos, el TGF-B; volvid a ser el Unico estimulo capaz de producir cambios
significativos en las proteinas analizadas. Ambas concentraciones de TGF-p;
provocaron un aumento significativo de las proteinas que conforman la MEC,
aumentando la expresién de colageno tipo | (Figura 35-A), colageno tipo Il
(Figura 35-B) y fibronectina (Figura 35-C) tras 24h de tratamiento. Sin embargo,
tras 48h de tratamiento no se detectaron cambios significativos y los valores de
las proteinas analizadas se normalizaron. Por el contrario, a pesar de que el gen

ACTA2 aumento significativamente su expresidn génica en respuesta a dicho
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estimulo (Figura 34-A), la expresidn proteica no se modificé tras el tratamiento
con TGF-B1 a ninguno de los tiempos evaluados (Figura 36-A). Por el contrario,
los estimulos de Ang.ll y el tratamiento bajo condiciones de hipoxia, no fueron
capaces de modular la expresion de las proteinas que conforman la MEC (Figura

35) ni tampoco la de a-SMA (Figura 36).
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Figura 35. Efecto de los estimulos profibroticos sobre la expresion de proteinas que
conforman la matriz extracelular tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los CFs
fueron tratados con los estimulos profibréticos: TGF-B4 (5 y 15 ng/mL), Ang.ll (1 y 10 uM) e
hipoxia (1%0,), durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se analizaron mediante Western Blot las
proteinas de A) colageno tipo |, B) colageno tipo Il y C) fibronectina. Los resultados obtenidos
fueron relativizados al control de carga GAPDH (TGF-B: y Ang.ll) o B-actina (hipoxia) y
expresados en porcentaje con respecto al vehiculo (100%) para los tratamientos con TGF-B, y
Ang.ll, y con respecto a la normoxia (100%) para el tratamiento con la hipoxia. Los datos fueron
representados como la mediaE.E.M (n=5-7) (linea punteada: vehiculo/normoxia). *p<0.05;
*%*p<0.01 respecto al grupo vehiculo o normoxia. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis seguido
de la correccion Dunn’s para los tratamientos con TGF-B1 y Ang.ll y, el analisis Wilcoxon test
para analizar el tratamiento de la hipoxia; D-E) Membranas representativas de las proteinas
analizadas tras 24 y 48h de tratamiento de los CFs con los estimulos profibréticos, mediante
quimioluminiscencia.
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SENALIZACION, REGULACION Y CONTRACCION CELULAR
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Figura 36. Efecto de los estimulos profibroticos sobre la expresion de la proteina a-SMA tras
el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los CFs fueron tratados con los estimulos
profibréticos: TGF-B1 (5 y 15 ng/mL), Ang.ll (1 y 10 uM) e hipoxia (1%0,), durante 24 y 48h.
Tras el tratamiento, se analizd mediante Western Blot la proteina A) a-SMA. Los resultados
obtenidos fueron relativizados al control de carga GAPDH (TGF-B,y Ang.ll) o B-actina (hipoxia)
y expresados en porcentaje con respecto al vehiculo (100%) para los tratamientos con TGF-B,

y Ang.ll, y con respecto a la normoxia (100%) para el tratamiento con la hipoxia. Los datos
fueron representados como la mediazE.E.M (n=5-7) (linea punteada: vehiculo/normoxia). Se
realizé el andlisis Kruskal-Wallis seguido de la correccién Dunn’s para los tratamientos con TGF-
B1 y Ang.ll vy, el andlisis Wilcoxon test para analizar el tratamiento de la hipoxia; D-E)
Membranas representativas de la proteina a-SMA analizadas tras 24 y 48h de tratamiento de
los CFs con los estimulos profibréticos, mediante quimioluminiscencia.

En definitiva, el TGF-B1 fue el Unico capaz de producir cambios significativos
tanto a nivel de la expresidn génica como proteica. Por este motivo fue
seleccionado como estimulo profibrético parainducir dafio en el cultivo primario

de CFs humanos a la concentracion de 5 ng/mL.
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1.2. EFECTO DE LOS FARMACOS ANTIFIBROTICOS

1.2.1. ESTUDIO DE LA TOXICIDAD CELULAR DE LOS FARMACOS

1.2.1.1. Efecto sobre la viabilidad celular

Se analiz6 el efecto de los farmacos seleccionados [ (0.02y 2 um), (1.5
y 10 uM), PFD (0.085y 1 mM) y CIL (0.5 y 1 uM)] sobre la viabilidad de los CFs
humanos primarios. Se demostré que ninguno de los farmacos “per se”, a
ninguna de las concentraciones seleccionadas (Tabla 8), ni a los dos tiempos de
tratamiento analizados (24 y 48h), provocaban cambios significativos en la

viabilidad de los CFs humanos primarios (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de los potenciales farmacos antifibréticos sobre la viabilidad de los CFs
humanos primarios. Los CFs fueron tratados con las diferentes concentraciones de los
farmacos: nintedanib [NTB (0.02 y 2 uM)], pirfenidona [PFD (0.085 y 1 mM)], cilengitide [CIL
(0.5y 1 uM)]y losartan [ (1.5y 10 uM)], durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se realizo el
ensayo de viabilidad celular basado en la reduccién del MTT. Los resultados obtenidos fueron
normalizados y expresados en porcentaje con respecto al vehiculo (100% viabilidad). Los datos
fueron representados como la mediazE.E.M (n=3-6) (linea punteada: vehiculo). Se realizé el
andlisis Kruskal-Wallis seguido de la correccién Dunn’s.
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1.2.1.2. Efecto sobre el proceso de apoptosis-necrosis

En funcidon de la positividad o no de las células cardiacas respecto a los
marcadores de anexina-V y yoduro de propidio, los CFs se clasificaron en base
al estado celular en: células vivas, células apoptdticas (temprana o tardia) y
células necroticas. El tratamiento de los CFs con los farmacos NTB (0.02 y 2 uM)
(Figura 38) y LOS (1.5 y 10 uM) (Figura 39) no afecté a ninguno de los estadios
del ciclo celular analizados, presentando un porcentaje de células vivas superior
al 80% en ambos casos (Figura 38-A y Figura 39-A).
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Figura 38. Efecto del farmaco Nintedanib sobre el proceso celular de apoptosis-necrosis en
los CFs humanos primarios. Los CFs fueron tratados con NTB (0.02 y 2 uM) durante 24 y 48h.
Transcurrido el tiempo de tratamiento se realizo el ensayo de apoptosis-necrosis incubandose
las células durante 15 min con los anticuerpos de anexina V-FITC y yoduro de propidio-PE,
empledndose como control positivo la staurosporina. Tras analizar 10.000 eventos/muestra,
los resultados absolutos obtenidos en porcentaje de células A) vivas, B) apoptosis temprana,
C) apoptosis tardia y D) necrosis, fueron representados como la mediatE.E.M (n=4-5). Se
realizo el andlisis de varianza ANOVA de una via seguido de la correccién Tukey.
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Figura 39. Efecto del farmaco Losartdn sobre el proceso celular de apoptosis-necrosis en los
CFs humanos primarios. Los CFs fueron tratados con LOS (1.5 y 10 uM) durante 24 y 48h.
Transcurrido el tiempo de tratamiento se realizé el ensayo de apoptosis-necrosis incubandose
las células durante 15 min con los anticuerpos de anexina V-FITC y yoduro de propidio-PE,
empledndose como control positivo la staurosporina. Tras analizar 10.000 eventos/muestra,
los resultados absolutos obtenidos en porcentaje de células A) vivas, B) apoptosis temprana,
C) apoptosis tardia y D) necrosis, fueron representados como la mediazE.E.M (n=4-5). Se
realizé el andlisis de varianza ANOVA de una via seguido de la correccién Tukey.

1.2.1.3. Efecto sobre la morfologia

El fArmaco NTB, tras 24h de tratamiento no provocé cambios en la morfologia
de las células cardiacas (Figura 40). Sin embargo, tras 48h, la concentracion de 2
UM provocéd cambios significativos tanto en el tamafio (Figura 40-A) como en la
granulosidad celular (Figura 40-B). Sin embargo, el farmaco LOS no modifico la
morfologia de las células cardiacas a ninguno de los dos tiempos analizados

(Figura 41).
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Figura 40. Efecto del farmaco Nintedanib sobre la morfologia de los CFs humanos primarios.
Los CFs fueron tratados con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM) durante 24 y 48h. Transcurrido el
tiempo de tratamiento, los CFs se tripsinizaron, se lavaron y se analizaron 10.000
eventos/muestra, separando la poblaciéon por tamafio (FSC) y granulosidad celular ($SC)
mediante citometria de flujo. Los resultados absolutos obtenidos fueron expresados como la

mediana de FSCy SSC. Los datos fueron representados como la mediaE.E.M (n=4-5). *p<0.05;

*¥1<0.01 respecto al grupo vehiculo; ++p<0.01 respecto al Ctrol. (CFs sin tratamiento). Se

realizéd el andlisis Kruskal-Wallis (distribucion no normal, no paramétrico), o de una via
(distribucién normal, paramétrico).
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Figura 41. Efecto del farmaco Losartdn sobre la morfologia de los CFs humanos primarios. Los
CFs fueron tratados con el farmaco LOS (1.5 y 10 uM) durante 24 y 48h. Transcurrido el tiempo
de tratamiento, los CFs se tripsinizaron, se lavaron y se analizaron 10.000 eventos/muestra,
separando la poblacion por tamario (FSC) y granulosidad celular (SSC) mediante citometria de
flujo. Los resultados absolutos obtenidos fueron expresados como la mediana de FSCy SSC. Los
datos fueron representados como la mediatE.E.M (n=4-5). Se realizo el analisis Kruskal-Wallis
(distribucién no normal, no paramétrico), o de una via (distribucion normal, paramétrico).

1.2.2. EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LA EXPRESION GENICA DE
MARCADORES FIBROTICOS

Se analizé el efecto “per se” de los farmacos (NTB, LOS, PFD y CIL) sobre la
expresién génica de determinados marcadores involucrados en el proceso
fibrético (componentes y reguladores de la MEC; sefalizadores, reguladores y
encargados de la contraccion celular; reguladores del crecimiento y

proliferacion; y proinflamatorios) en los CFs humanos primarios.

Adicionalmente, se evalud el efecto de los farmacos sobre los marcadores

fibréticos en dichas células en condiciones estimuladas (presencia de TGF-B1)

durante 24 y 48h.
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De las dos concentraciones del farmaco NTB (0.02 y 2 uM), Unicamente la
concentracion de 2 pM modificé la expresion génica en los CFs humanos, y

dichos resultados se presentan a continuacion:

1.2.2.1. Componentes y requladores de la matriz extracelular

El farmaco NTB “per se” fue capaz de reducir la expresion de los genes de ambos
coldgenos COL1A1 (Figura 42-A) y COL3A1 (Figura 42-B) en los CFs humanos
primarios tras 48h de tratamiento. Adicionalmente, el NTB también disminuyo
significativamente la expresion del gen FN1 en dichas células a ambos tiempos
analizados (Figura 42-C). El resto de los genes reguladores de la MEC, MMP9
(Figura 42-D) y TIMP1 (Figura 42-E) no fueron afectados por el farmaco.

El estimulo profibrético TGF-B1 (5 ng/mL) produjo un incremento significativo en
la expresidon génica del COL1A1 (Figura 42-A) y FN1 (Figura 42-C) a ambos
tiempos analizados (24 y 48 h). Por el contrario, no afecté a la expresion del gen
de COL3A1 (Figura 42-B), y aumentd de manera muy acusada uno de los genes

reguladores de la MEC, el TIMP1 (Figura 42-E).

El farmaco NTB en condiciones estimuladas (presencia de TGF-f1) consiguid
normalizar a niveles basales la expresidn génica del COL1A1 (48h)y de la FN1 (24
y 48h), incrementada como respuesta al estimulo profibrdtico, pero dicha
disminucién en la expresion génica de ambos genes ya se observé directamente
por el efecto “per se” del farmaco. Respecto a la expresién génica de COL3A1,
como el estimulo TGF-B1 no afectdé a su expresién, los niveles se mantuvieron
reducidos por la propia accién del farmaco (Figura 42-B). El NTB a las 48h de
tratamiento fue capaz de revertir significativamente el aumento acusado del gen
MMP9 inducido por el TGF-B; (Figura 42-D). Ademas, este efecto fue el Unico
que también mostré el farmaco NTB a concentraciones bajas (0.02 uM).
Respecto al gen regulador TIMP1 no se observé ningln cambio producido ni por

el farmaco “per se” ni por el TGF-B; (condiciones estimuladas) (Figura 42-E).
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1.2.2.2. Marcadores de seializacion, requlacion y contraccion celular

El farmaco NTB “per se” fue capaz de disminuir significativamente la expresion
génica de CDH2 (N-cadherina) (Figura 43-B) y del gen TGF-3; (Figura 43-C) en los
CFs humanos primarios tras 24h de tratamiento. Sin embargo, el NTB incrementé
significativamente la expresidn génica de S100A4 (Figura 43-A) y ACTA2 (Figura

43-D) en dichas células tras 24h de tratamiento.

El estimulo profibrético TGF-B1 (5 ng/ml) ejercié unos efectos contrarios a los
producidos por el farmaco NTB, ya que aumenté de forma importante los genes
profibréticos CDH2 (24 y 48h) (Figura 43-B) y TGF-B1 (24h) (Figura 43-C), y redujo
la expresién génica de S100A4 (24 y 48h) (Figura 43-A) en los CFs humanos
primarios. Adicionalmente, el TGF-B1 aumentd la expresidn génica de ACTA2
(24h), de manera similar al efecto ejercido por el propio farmaco NTB (Figura 43-

D).

El NTB en condiciones estimuladas (presencia de TGF-B1), consiguié amortiguar
a las 24h vy, revertir significativamente a las 48h de tratamiento, el aumento
significativo de la expresion génica de CDH2 inducida por TGF-f1 (Figura 43-B).
Puntualmente, la cocnentracién de 0.02 uM de NTB fue capaz de revertir
también el aumento significativo de la expresién génica de CDH2 inducida por
TGF-[1 (Figura 43-B). Sin embargo, no fue asi con la expresidn del gen TGF-B1 que
se mantuvo elevado en presencia del farmaco NTB (Figura 43-C). La reduccién
significativa del gen S100A4 inducida por el estimulo profibrético (TGF-B1) fue
normalizada por el efecto “per se” del farmaco (Figura 43-A). En el caso del gen
ACTA2 la combinacidn del estimulo profibrético y el farmaco NTB, potencid la

expresion del gen de manera muy significativa (Figura 43-D).
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1.2.2.3. Requladores del crecimiento y proliferacion celular

El farmaco NTB “per se” fue capaz de disminuir significativamente la expresion
génica de PDGFRa (48h) (Figura 43-E) y, aumentar de manera significativa la
expresion de PDGFR[B (Figura 43-F) en los CFs humanos primarios (24h),

normalizandose, en este caso, los efectos tras 48h de tratamiento.

El estimulo profibrético TGF-B1 (5 ng/ml) no consiguié modular la expresion de
ninguno de los dos genes, PDGFRa y PDGFRp, a ninguno de los dos tiempos
analizados (24 y 48h) (Figura 43-E,F).

En condiciones estimuladas (presencia de TGF-B1), el NTB mantuvo bajo los
niveles de PDGFRa, de manera similar al efecto “per se” del farmaco (Figura 43-
E) tras 24 y 48h de tratamiento. Mientras que el PDGFR[3 permaneci6 elevado de
manera similar al efecto “per se” del farmaco (24h) (Figura 43-E),

normalizandose transcurridas 48h.

1.2.2.4. Marcadores proinflamatorios

El fdrmaco NTB “per se” no fue capaz de modular la expresidn génica nide IL-1/
(Figura 44-A) ni de TNF-a (Figura 44-C) a ninguno de los dos tiempos analizados
(24 y 48h). Sin embargo, fue capaz de aumentar significativamente la expresion
génica de IL-6 (Figura 44-B), Unicamente a las 24h de tratamiento, normalizando

los valores tras 48h de tratamiento, en el cultivo primario de CFs humanos.

El estimulo profibrético TGF-B1 (5 ng/ml) no consiguié modular la expresion del
gen TNF-a a ninguno de los dos tiempos (24 y 48h) (Figura 44-C). Sin embargo,
fue capaz de disminuir de manera significativa los genes IL-13 (Figura 44-A) e IL-

6 (Figura 44-B), tras 24 y 48h de tratamiento.

En condiciones estimuladas (presencia de TGF-B1), el NTB mantuvo bajo los

niveles génicos de IL-1/3 (Figura 44-A) a ambos tiempos (24 y 48h), de manera
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similar al efecto producido por el propio estimulo profibrético. Sin embargo, tras
24h de tratamiento, fue capaz de revertir la disminucidn significativa de la
expresion del gen de IL-6 inducida por el estimulo TGF-B,, y conseguir normalizar
los valores transcurridas 48h (Figura 44-B). Respecto al TNF-a no se observd
ningun cambio en la expresidn génica a ninguno de los tiempos analizados

(Figura 44-C).

Los farmacos LOS (1.5 y 10 uM) (Figuras 45-47), PFD (0.085 y 1 mM) (Figura 48)
y CIL (0.5 y 1 uM) (Figura 49), en general, no produjeron ningun efecto relevante
a destacar sobre la expresion génica de los marcadores fibréticos analizados en
los CFs humanos primarios. Puntualmente, la PFD (0.085 mM) fue capaz de
reducir significativamente la expresion génica de MMP9 tras 24h de tratamiento

(Figura 48-D).
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Figura 42. Efecto del farmaco Nintedanib sobre la expresion génica de componentes y
reguladores de la matriz extracelular tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los
CFs fueron tratados con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM) durante 24 y 48h. Tras el tratamiento,
se procedio al analisis mediante qPCR de los genes A) COL1A1, B) COL3A1, C) FN1, D) MMP9 y
E) TIMP1. Los resultados obtenidos fueron normalizados y expresados en tanto por uno como
cambios en la expresion génica relativa con respecto al vehiculo. Los datos obtenidos fueron

representados como la media+E.E.M (n=5-6). *p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo vehiculo

(linea punteada); #p<0.05; ##p<0.01; ####p<0.0001 respecto al TGF-B;. Se realizé el andlisis
Kruskal-Wallis (distribucién no normal, no paramétrico), o de una via (distribuciéon normal,
paramétrico).
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MARCADORES REGULADORES DEL CRECIMIENTO Y PROLIFERACION CELULAR
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Figura 43. Efecto del farmaco Nintedanib sobre la expresion génica de marcadores
involucrados en diversos procesos celulares tras el tratamiento de los CFs humanos
primarios. Los CFs fueron tratados con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM) durante 24 y 48h. Tras el
tratamiento, se procedié al analisis mediante qPCR de los genes A) S100A4, B) CDH2, C) TGF-
B4, D) ACTA2, E) PDGFRa y F) PDGFRB. Los resultados obtenidos fueron normalizados y
expresados en tanto por uno como cambios en la expresidn génica relativa con respecto al
vehiculo. Los datos obtenidos fueron representados como la media+E.E.M (n=5-6). *p<0.05;
*%p<0.01; ***p<0.001 respecto al grupo vehiculo (Iinea punteada); #p<0.05; ##p<0.01;
####p<0.0001 respecto al TGF-B4. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribucién no normal,
no paramétrico), o de una via (distribucién normal, paramétrico).
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Figura 44. Efecto del farmaco Nintedanib sobre la expresion génica de marcadores
proinflamatorios tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los CFs fueron tratados
con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM) durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se procedié al analisis
mediante gPCR de los genes A) IL-1B, B) IL-6 y C) TNF-a. Los resultados obtenidos fueron
normalizados y expresados en tanto por uno como cambios en la expresidn génica relativa con
respecto al vehiculo. Los datos obtenidos fueron representados como la mediaE.E.M (n=5-6).
*p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo vehiculo (linea punteada); #p<0.05 respecto al TGF-B.
Se realizd el analisis Kruskal-Wallis (distribucion no normal, no paramétrico), o de una via
(distribucién normal, paramétrico).
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Figura 45. Efecto del farmaco Losartdn sobre la expresion génica de componentes y
reguladores de la matriz extracelular tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los
CFs fueron tratados con el farmaco LOS (1.5 y 10 uM) durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se
procedid al analisis mediante qPCR de los genes A) COL1A1, B) COL3A1, C) FN1, D) MMP9 y E)
TIMP1. Los resultados obtenidos fueron normalizados y expresados en tanto por uno como
cambios en la expresidn génica relativa con respecto al vehiculo. Los datos obtenidos fueron
representados como la media+E.E.M (n=5-6). *p<0.05; **p=<0.01 respecto al grupo vehiculo

(linea punteada). Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribucidn no normal, no paramétrico),
o de una via (distribucion normal, paramétrico).
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Figura 46. Efecto del farmaco Losartdn sobre la expresion génica de marcadores involucrados
en diversos procesos celulares tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los CFs
fueron tratados con el farmaco LOS (1.5 y 10 uM) durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se
procedid al andlisis mediante qPCR de los genes A) S100A4, B) CDH2, C) TGF-B,y D) ACTA2. Los
resultados obtenidos fueron normalizados y expresados en tanto por uno como cambios en la
expresion génica relativa con respecto al vehiculo. Los datos obtenidos fueron representados
como la media+E.E.M (n=5-6). ¥p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo vehiculo (linea punteada).
Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribucién no normal, no paramétrico), o de una via
(distribucién normal, paramétrico).
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Figura 47. Efecto del farmaco Losartdn sobre la expresion génica de marcadores
proinflamatorios tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los CFs fueron tratados
con el farmaco LOS (1.5 y 10 uM) durante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se procedié al analisis
mediante gqPCR de los genes A) IL-1B, B) IL-6 y C) TNF-a. Los resultados obtenidos fueron
normalizados y expresados en tanto por uno como cambios en la expresidn génica relativa con
respecto al vehiculo. Los datos obtenidos fueron representados como la mediaE.E.M (n=5-6).
*p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo vehiculo (linea punteada). Se realizé el analisis Kruskal-
Wallis (distribucion no normal, no paramétrico), o de una via (distribucion normal,
paramétrico).
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MARCADORES PROINFLAMATORIOS
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Figura 48. Efecto del farmaco Pirfenidona sobre la expresion génica de diversos marcadores
involucrados en el proceso fibrotico tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los
CFs fueron tratados con el farmaco PFD (0.085 y 1 mM) Unicamente durante 24h. Tras el
tratamiento, se procedio al andlisis mediante gPCR de los genes A) COL1A1, B) COL3A1, C) FN1,
D) MMP9, E) TIMP1, F) S100A4, G) CDH2, H) TGF-B,, 1) ACTA2, J) IL-1B, K) IL-6 y L) TNF-a. Los
resultados obtenidos fueron normalizados y expresados en tanto por uno como cambios en la
expresion génica relativa con respecto al vehiculo. Los datos obtenidos fueron representados
como la media+E.E.M (n=5). *p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo vehiculo (linea punteada).
Se realizd el analisis Kruskal-Wallis (distribucion no normal, no paramétrico), o de una via
(distribucién normal, paramétrico).
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MARCADORES PROINFLAMATORIOS
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Figura 49. Efecto del farmaco Cilengitide sobre la expresion génica de diversos marcadores
involucrados en el proceso fibrotico tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los
CFs fueron tratados con el farmaco CIL (0.5 y 1 uM) Unicamente durante 24h. Tras el
tratamiento, se procedio al analisis mediante qPCR de los genes A) COL1A1, B) COL3A1, C) FN1,
D) MMP9, E) TIMP1, F) S100A4, G) CDH2, H) TGF-B1, 1) ACTA2, ) IL-1B, K) IL-6 y L) TNF-a. Los
resultados obtenidos fueron normalizados y expresados en tanto por uno como cambios en la
expresion génica relativa con respecto al vehiculo. Los datos obtenidos fueron representados
como la media%E.E.M (n=5). *p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo vehiculo (linea punteada).
Se realizd el anélisis Kruskal-Wallis (distribucion no normal, no paramétrico), o de una via
(distribucién normal, paramétrico).

Analizada la expresién génica de los distintos marcadores involucrados en el
proceso fibrotico, el farmaco NTB (2 uM) fue el Unico capaz de mostrar un efecto
significativo en la modulacién de la expresidn génica. A continuacion, y a modo
aclaratorio, se muestra una tabla resumen con los resultados obtenidos tras el

tratamiento de los CFs humanos primarios con el farmaco NTB (Tabla 26).
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Tabla 26. Tabla resumen del efecto del farmaco Nintedanib sobre la expresion génica de
marcadores profibréticos en los CFs humanos primarios.

EXPRESION GENICA MARCADORES PROFIBROTICOS

TRAS EL TRATAMIENTO CON NTB

~ _ TGFp:Sng/mL  NTB2uM  TGF-Bi+NTB2uM |
 24h/48htto.  24h/48htto.  24h/48htto.
COL1A1 ,I\*//]\** =/\]/* =/\]/¢i
> COL3A1 =/ =/ 4* =/=
@9
5 &g FN OO LH /L VA
% g < = [ J e
%88 mMmP9 N )P =/=
S & T (la dosis de
0.02 uM | ###)
TIMP1 /- /- /-
$100A4 Ur) LR N ]
~g ; ‘S o =/\l/”“
g ~8 8 S * % %% * /=
= S E E Chhz T /= (la dosis de
22269 0.02 uM L)
oo TGF-B; P/ V¥ /= =/=
ACTA2 Ml N A )N
<> PDGFRa =/d YRR e
383
w e x
x O & PDGFRp =/= MNxk [ = ™N/=
s IL-1B AN 2 =/= =/=
Z -6 L/ 1%/ = /=
= TNF-a =/= =/= =/=

MEC: matriz extracelular; 4*: aumento de la expresién; J,: disminucion de la expresion; =: sin
aumento en la expresion; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 respecto al vehiculo; #p<0.05;
##p<0.01; ##HHp<0.0001 respecto al TGF-B1; NTB: nintedanib; collal: colageno de tipo |;
col3al: colageno tipo lll, fn1: fibronectina; mmp9: metaloproteinasa 9; timp1: inhibidor tisular
de la metaloproteinasa 1; fsp1: proteina especifica de fibroblastos 1; cdh2: cadherina 2 o N-
cadherina; tgf-Bs: factor de crecimiento transformante beta 1; acta2 (a-SMA): alfa actina del
musculo liso; il-: interleucina; tnf-a: factor de necrosis tumoral alfa; gapdh: gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa.

129



RESULTADOS

1.2.3. EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LA EXPRESION DE
PROTEINAS RELACIONADAS CON EL PROCESO FIBROTICO

Se analizd la expresidn de ciertas proteinas que conforman la MEC, como son el
colageno tipo | y tipo Ill, la fibronectina y a-SMA. El farmaco NTB (0.02 y 2 uM)
“per se” no fue capaz de reducir la expresién de ninguna de las proteinas
analizadas a ninguno de los dos tiempos analizados (24 y 48h). Sin embargo, la
concentracidn de 2 uM fue capaz de revertir la expresién proteica de colageno
tipo | (Figura 50-A) y fibronectina (Figura 50-C) inducido por TGF-B, tras 24h y

48h de tratamiento, respectivamente.

En el caso de la proteina a-SMA, el fdirmaco NTB (2 uM) fue capaz de revertir el
efecto del TGF-B, sobre la expresidn de esta proteina, Unicamente a las 48h de

tratamiento.

Por el contrario, el resto de los farmacos (LOS, PFD y CIL) no fueron capaces de
provocar cambios en la expresién de ninguna de las proteinas (datos no

mostrados).

En resumen, el fdrmaco NTB fue capaz de modular la expresion de determinadas

proteinas involucradas en el proceso fibrético.
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Figura 50. Efecto del farmaco Nintedanib sobre la expresion de diversas proteinas implicadas
en el proceso fibrotico tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los CFs fueron

tratados con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM) d

urante 24 y 48h. Tras el tratamiento, se analizaron

mediante Western Blot las proteinas de A) colageno tipo I, B) colageno tipo lll, C) fibronectina y
D) a-SMA. Los resultados obtenidos fueron relativizados al control de carga (GAPDH) y

expresados en porcentaje con respecto al v

representados como la mediazE.E.M (n=5).

ehiculo (100%, linea punteada). Los datos fueron

*p<0.05 respecto al vehiculo; #p<0.05; ##p<0.01

respecto al TGF-B.. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribuciéon no normal, no paramétrico),

o de una via (distribuciéon normal, paramétrico); E) Membranas representativas de las proteinas
analizadas tras 24 y 48h de tratamiento de los CFs con el farmaco NTB, detectadas mediante

quimioluminiscencia.
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1.2.3.1. Andlisis de la expresion de las moléculas de adhesion: ICAM-

1y VCAM-1

El farmaco NTB (2 uM) “per se” provocd un aumento en la expresion tanto de la
molécula ICAM-1 (CD54) (Figura 51-A) como de VCAM-1 (CD106) (Figura 51-B),
en los CFs humanos tras 24h de tratamiento, siendo similar al efecto producido
por el estimulo positivo de inflamacién (TNF-a). El NTB (2 uM) fue capaz de
potenciar significativamente el aumento inducido por el estimulo
proinflamatorio de ambas moléculas (Figura 51). Sin embargo, el fdrmaco LOS
no fue capaz de producir efectos “per se” ni de potenciar la expresion de dichas

moléculas (datos no mostrados).

[ TNF-o 10 ng/mL

£ NTB 0.02 pM
Y m TNF-a + NTB 0.02 pm

EINTB2EM o INF-a + NTB 2 pM
A) ICAM-1 B) VCAM-1
i
800 4 1000 *%
*%

600 8001

*%
600

400 -
* 400 *
. ]'_" . lj o

Figura 51. Efecto del farmaco Nintedanib sobre la expresion de las moléculas de adhesion
ICAM-1 y VCAM-1 tras el tratamiento de los CFs humanos primarios. Los CFs se trataron

(% respecto vehiculo)

Intensidad fluorescencia CD54-PE
(% respecto vehiculo)
Intensidad fluorescencia CD106-

durante 24h con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM), y 4h antes de que finalizara el tratamiento se
adicioné el estimulo proinflamatorio, TNF-o. (10 ng/mL). Transcurrido el tiempo de
tratamiento, los CFs se recogieron, se lavaron y se incubaron a 42C durante 30 min en
oscuridad con los anticuerpos A) ICAM-1 [CD54-PE] y B) VCAM-1 [CD106- ]. Finalizado el
tratamiento se analizaron 10.000 eventos/muestra mediante el citometro de flujo. Los
resultados obtenidos fueron normalizados y expresados en porcentaje como intensidad de
fluorescencia con respecto al vehiculo (linea punteada). Los datos fueron representados como
la media+E.E.M (n=4). *p<0.05; **p<0.01 respecto al vehiculo (linea punteada); #p<0.05;

##p<0.01 respecto al TNF-a. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribucién no normal, no
paramétrico), o de una via (distribucién normal, paramétrico).
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1.2.4. EFECTO DE LOS FARMACOS SOBRE LA MIGRACION CELULAR

Se realizaron estudios funcionales de los efectos “per se” de los farmacos NTB
(0.02y 2 uM), LOS (1.5 y 10 uM), PFD (0.085y 1 mM) y CIL (0.5y 1 uM) sobre la

migracion de los CFs humanos primarios.

Como se observa en las Figuras 52-55, en estos ensayos de migracién, en los CFs
control (tratados con vehiculo), el drea de apertura de la herida generada se va
cerrando progresivamente alo largo del tiempo (0, 8, 24 y 48h) debido a la propia
migracion de los CFs humanos primarios. Asi, a las 8h de tratamiento se ha
cerrado aproximadamente un 40% de la herida, observandose el cierre

practicamente completo a las 24h.

El tratamiento de los CFs humanos primarios con el farmaco NTB (2 uM), fue
capaz de impedir el cierre de la herida de manera significativa tanto a las 8h
como a las 24h de tratamiento, llegando incluso a permanecer la herida abierta
hasta las 48h (Figura 52). Sin embargo, concentraciones mas bajas de NTB (0.02
UM) no fueron capaces de reproducir dichos efectos, cerrandose la herida

transcurrida 24h (Figura 52).

Sin embargo, los farmacos LOS (Figura 53), PFD (Figura 54) y CIL (Figura 55) no
tuvieron efectos por si mismos sobre el proceso de migracion de los CFs,

cerrandose progresivamente la herida de modo similar al control (vehiculo).

En resumen, el farmaco NTB volvid a mostrar efectos significativos sobre el

proceso de migracién de los CFs Unicamente a la concentracién de 2 uM.
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Figura 52. Efecto del farmaco Nintedanib sobre el proceso de migracion celular realizado en
los CFs humanos primarios. Tras generar la herida en el cultivo de CFs y posterior tratamiento
con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM), se realizd un seguimiento a diferentes tiempos (0, 8, 24 y
48h). Se tomaron tres fotos en la misma zona de la herida y el area de la herida generada se
cuantificé con el programa ImageJ 1.48v; A) Imagenes representativas del ensayo de migracion
celular tras el tratamiento con NTB tomadas a tiempo 0, 8, 24 y 48h con un microscopio éptico
de fluorescencia Leica® DMi8 con un aumento de 4X y empleando el software Cell® v.2.8.
(Barra= 100 um); B) Tras la cuantificacién de las imagenes, los resultados obtenidos fueron
relativizados al tiempo Oh de cada tratamiento (100% abierto) y expresados en porcentaje. Los

datos fueron representados como la media+E.E.M (n=5). *p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo
vehiculo (DMSO). Se realizé el andlisis de varianza ANOVA de una via, seguido de la correccidn
Geisser-Greenhouse. (linea punteada: 100% de cierre de la herida).
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Figura 53. Efecto del farmaco Losartdn sobre el proceso de migracion celular realizado en los
CFs humanos primarios. Tras generar la herida en el cultivo de CFs y posterior tratamiento con
el farmaco LOS (1.5 y 10 uM), se realizd un seguimiento a diferentes tiempos (0, 8, 24 y 48h).
Se tomaron tres fotos en la misma zona de la herida y el drea de la herida generada se
cuantifico con el programa ImageJ 1.48v; A) Imagenes representativas del ensayo de migracion
celular tras el tratamiento con LOS tomadas a tiempo 0, 8, 24 y 48h con un microscopio éptico
de fluorescencia Leica® DMi8 con un aumento de 4X y empleando el software Cell® v.2.8.
(Barra= 100 um); B) Tras la cuantificacién de las imagenes, los resultados obtenidos fueron
relativizados al tiempo Oh de cada tratamiento (100% abierto) y expresados en porcentaje. Los
datos fueron representados como la mediazE.E.M (n=5). Se realizé el andlisis de varianza
ANOVA de una via, seguido de la correccion Geisser-Greenhouse. (linea punteada: 100% de
cierre de la herida).
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Figura 54. Efecto del farmaco Pirfenidona sobre el proceso de migracion celular realizado en
los CFs humanos primarios. Tras generar la herida en el cultivo de CFs y posterior tratamiento
con el farmaco PFD (0.085 y 1 mM), se realizé un seguimiento a diferentes tiempos (0, 8, 24 y
48h). Se tomaron tres fotos en la misma zona de la herida y el area de la herida generada se
cuantificé con el programa ImageJ 1.48v; A) Imagenes representativas del ensayo de migracion
celular tras el tratamiento con PFD tomadas a tiempo 0, 8, 24 y 48h con un microscopio 6ptico
de fluorescencia Leica® DMi8 con un aumento de 4X y empleando el software Cell® v.2.8.
(Barra= 100 um); B) Tras la cuantificacién de las imagenes, los resultados obtenidos fueron
relativizados al tiempo Oh de cada tratamiento (100% abierto) y expresados en porcentaje. Los
datos fueron representados como la mediazE.E.M (n=3). Se realizé el andlisis de varianza
ANOVA de una via, seguido de la correccion Geisser-Greenhouse. (linea punteada: 100% de
cierre de la herida).
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Figura 55. Efecto del farmaco Cilengitide sobre el proceso de migracién celular realizado en
los CFs humanos primarios. Tras generar la herida en el cultivo de CFs y posterior tratamiento
con el farmaco CIL (0.5 y 1 uM), se realizd un seguimiento a diferentes tiempos (0, 8, 24 y 48h).
Se tomaron tres fotos en la misma zona de la herida y el drea de la herida generada se
cuantificé con el programa ImageJ 1.48v; A) Imagenes representativas del ensayo de migracion
celular tras el tratamiento con CIL tomadas a tiempo 0, 8, 24 y 48h con un microscopio 6ptico
de fluorescencia Leica® DMi8 con un aumento de 4X y empleando el software Cell® v.2.8.
(Barra= 100um); B) Tras la cuantificacién de las imagenes, los resultados obtenidos fueron
relativizados al tiempo Oh de cada tratamiento (100% abierto) y expresados en porcentaje. Los
datos fueron representados como la mediazE.E.M (n=3). Se realizé el andlisis de varianza
ANOVA de una via, seguido de la correccion Geisser-Greenhouse. (linea punteada: 100% de
cierre de la herida).
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2. SANGRE DE DONANTES SANOS

2.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE ADHESION

LEUCOCITARIAS: CD11b Y CD18

Se analiz6 el efecto de los farmacos sobre la expresion de las dos subunidades
que conforman la molécula leucocitaria Mac-1: CD11b y CD18. Ninguno de los
farmacos analizados [NTB (Figura 56), LOS (Figura 57), PFD y CIL (datos no
mostrados)] produjo efectos “per se” sobre la expresion de las moléculas CD11b
y CD18 a ninguna de las dos concentraciones de farmaco empleadas, en ninguna

de las poblaciones leucocitarias analizadas (neutréfilos y monocitos).

Como era de esperar, el estimulo proinflamatorio TNF-a produjo un aumento

significativo de ambas moléculas.

El farmaco NTB (2 uM) fue capaz de revertir significativamente el aumento
inducido por TNF-a tanto de CD11b (Figura 56-A) como de CD18 (Figura 56-B),
en la poblacién de monocitos, pero no en la de neutrofilos. La concentracion de
0.02 uM también fue capaz de revertir el aumento inducido de CD18 en la
poblacién de monocitos (Figura 56-B). Sin embargo, el farmaco LOS, no fue capaz
de revertir el aumento inducido por el estimulo TNF-a de ninguna de las dos

moléculas analizadas (Figura 57).

En definitiva, tras el andlisis de las moléculas de adhesion CD11b y CD18 [Mac-
1] en sangre entera, el NTB (2 uM) volvié a ser el Unico farmaco capaz de

provocar cambios significativos.
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Figura 56. Efecto del farmaco Nintedanib sobre la expresion de las moléculas de adhesion
CD11b y CD18 tras el tratamiento de la sangre entera. La sangre entera procedente de
donantes sanos se traté durante 4h a 372C con el farmaco NTB (0.02 y 2 uM) o con el TNF-a
10 ng/mL. En algunos casos, NTB y TNF-a se administraron conjuntamente. Transcurrido el
tiempo de tratamiento, la sangre se incubé durante 30 min con los anticuerpos A) CD11b-PE
y B) CD18-FITC a 4°C y en oscuridad. Finalizado el tratamiento se analizaron 10.000
eventos/muestra mediante el citdémetro de flujo. Los resultados obtenidos fueron expresados
en porcentaje como intensidad de fluorescencia con respecto al vehiculo (100%). Los datos
fueron representados como la media+E.E.M (n=5-7). *p<0.05; **p<0.01 respecto al vehiculo

(linea punteada); #p<0.05; ##p<0.01 respecto al TNF-o. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis
(distribucidn no normal, no paramétrico), o de una via (distribucién normal, paramétrico).
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Figura 57. Efecto del farmaco Losartdn sobre la expresion de las moléculas de adhesion
CD11b y CD18 tras el tratamiento de la sangre entera. La sangre entera procedente de
donantes sanos se traté durante 4h a 372C con el farmaco LOS (1.5 y 10 uM) o con el TNF-a
10 ng/mL. En algunos casos, NTB y TNF-a se administraron conjuntamente. Transcurrido el
tiempo de tratamiento, la sangre se incubd durante 30 min con los anticuerpos A) CD11b-PE
y B) CD18- a 4°C y en oscuridad. Finalizado el tratamiento se analizaron 10.000
eventos/muestra mediante el citdmetro de flujo. Los resultados obtenidos fueron expresados
en porcentaje como intensidad de fluorescencia con respecto al vehiculo (100%). Los datos
fueron representados como la mediaE.E.M (n=5-7). *p<0.05 respecto al vehiculo (linea
punteada). Se realizé el andlisis Kruskal-Wallis (distribucidn no normal, no paramétrico), o de
una via (distribucién normal, paramétrico).

Tras los significativos resultados obtenidos in vitro sobre el cultivo primario de
CFs humanos, el farmaco NTB fue estudiado en el modelo animal junto con el
farmaco LOS, que se escogid con respecto al resto de farmacos evaluados (PFD
y CIL) ya que forma parte de la terapia farmacoldgica actual para el tratamiento

delalC.
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BLOQUE II: RESULTADOS EXPERIMENTACION IN VIVO. MODELO
MURINO DE LIGADURA TRANSITORIA DE LA ARTERIA CORONARIA

1. EFECTO DEL NINTEDANIB Y LOSARTAN SOBRE LA SUPERVIVENCIA, PESO
CORPORAL Y PESO DEL CORAZON DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

Los animales sometidos al procedimiento quirurgico basado en la ligadura de la
arteria coronaria (LAD+vehiculo) presentaron una mortalidad significativa del
33.33% en comparacién con los animales sometidos a la operacién simulada sin
ligadura (SHAM). Los animales sometidos a la cirugia tratados con los farmacos,
NTB (LAD+ ) y LOS (LAD+L.0OS), no presentaron una mortalidad
significativamente diferente al grupo LAD+vehiculo. Sin embargo, la mortalidad
en el grupo LAD+ fue ligeramente superior al grupo LAD+vehiculo (50.00%

vs. 33.33% vehiculo) (Figura 58).

Procedimiento de administracion

e e e ]
100 [ -l- sHAM

- L (AD+ (H,0 estéril de bebida)
§ 80 | 1 , .
T; I 1 | LAD + 23.4 mg/kg/dia
o i L (AD+NTB 52.7 mg/kg/dia
s 60 1 i
[ 1 |
g 40 Probabilidad (%) Mortalidad
@ SHAM 0
g' 204 Vehiculo 33.33*
@ U LAD 50.00

0 Dias criticos 31.82

1 T T 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Dia de tratamiento

Figura 58. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre la supervivencia de los
animales de experimentacion durante 14 dias de procedimiento. Los animales fueron
divididos en cuatro grupos experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento
quirurgico, a excepcion del grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron
tratados durante 14 dias ininterrumpidos con: vehiculo (H,O estéril de bebida), (52.7
mg/kg/dia) y (23.4 mg/kg/dia). La figura muestra la curva de supervivencia tipo Kaplan-
Meier de los distintos grupos experimentales, expresado en porcentaje, respecto a los
animales iniciales durante los 14 dias de procedimiento, resaltdndose los dias criticos
postcirugia (zona sombreada). Se realizé la correlacion Mantel-Cox. *p<0.05 respecto al grupo
SHAM. [SHAM (n=11) (linea discontinua); LAD+vehiculo (n=17) (linea gris); LAD+ (n=16)
(linea fucsia); LAD+ (n=15) (linea amarilla).
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Durante los tres primeros dias postcirugia (dias criticos), todos los grupos
experimentales perdieron peso debido al estrés quirirgico que fueron
recuperaron a lo largo de los 14 dias de procedimiento (Figura 59-A). El grupo
experimental LAD+ mostré un aspecto mas débil que el resto de los grupos

experimentales en el momento del sacrificio (Figura 59-B).

Con respecto al peso de los corazones, no se obtuvieron diferencias significativas
entre los diferentes grupos experimentales, pero los corazones del grupo tratado
con NTB (LAD+ ) pesaban ligeramente menos que el resto, pero sin llegar a
ser significativo. Cabe sefalar, que los corazones de los ratones sometidos al
procedimiento quirdrgico (LAD+vehiculo, LAD+ y LAD+1.0S) presentaban
una zona isquémica (‘blanquecina’) y delgada, como consecuencia de la ligadura
generada en la arteria coronaria descendente (Figura 59-C). Adicionalmente, los
corazones del grupo tratado con NTB (LAD+ ) mostraban un aspecto deforme

Yy, en ocasiones rugoso, perdiendo la arquitectura normal del corazén.
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A) Seguimiento peso
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ﬁ 100+ [ LAD +Vehiculo (H,0 estéril de bebida)
N ] 95 [ LAD + NTB (52.7 mg/kg/dia)
o
g [ LAD+ (23.4 mg/kg/dia)
S 90°
- B W
0- )
LAD, operados
SHAM NTB
Q)
LAD
SHAM (n=11) Vehiculo(n=16) NTB (n=16) (n=15)
Peso corazén (g) 0.171 0.177 0.166 0.177
E.E.M 0.007 0.014 0.006 0.006

Figura 59. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre el peso corporal y el peso del
corazon durante los 14 dias de procedimiento. Los animales fueron divididos en cuatro grupos
experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento quirurgico, a excepcién del
grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron tratados durante 14 dias
ininterrumpidos con: vehiculo (H,O estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4
mg/kg/dia); A) Seguimiento diario del peso de los ratones durante los 14 dias de
administracion; B) Se representan los resultados del dia 14 de procedimiento. Los datos fueron
expresados como porcentaje de la ganancia de peso respecto al peso inicial (100%, linea
punteada) y representados como la mediatE.E.M [SHAM (n=11), LAD+vehiculo (n=17),
LAD+ (n=16) y LAD+ (n=15)]. Se realizd el analisis Kruskal-Wallis (distribucion no
normal, no paramétrico), o de una via (distribucién normal, paramétrico); C) Imagenes
representativas de los corazones junto con su peso, tras el sacrificio.
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2. EFECTO DEL NINTEDANIB Y LOSARTAN SOBRE LA INFILTRACION
LEUCOCITARIA EN EL TEJIDO CARDIACO

Los corazones de los ratones pertenecientes al grupo SHAM eran
macroscopicamente normales y presentaban una arquitectura tisular
preservada sin infiltraciones leucocitarias. Por el contrario, el grupo
LAD+vehiculo mostré un aumento significativo en las infiltraciones leucocitarias

(mayor acumulo de células inmunitarias — leucocitos) (Figura 60-A,B).

Por lo que respecta a los corazones de los grupos tratados farmacolégicamente
con NTB (LAD+ )y LOS (LAD+1.05), mostraron un grado de inflamacidn similar

al grupo LAD+vehiculo (Figura 60-A,B).
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B) Eosina-Hematoxilina
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Figura 60. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre el grado de infiltracion
leucocitaria en el tejido cardiaco tras 14 dias de procedimiento. Los animales fueron divididos
en cuatro grupos experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento quirurgico,
a excepcion del grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron tratados
durante 14 dias ininterrumpidos con: vehiculo (H,0 estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia)
% (23.4 mg/kg/dia); A) Imagenes representativas de la tincién eosina-hematoxilina de los
cortes transversales de tejido cardiaco de los diferentes grupos experimentales de ratones
(Barra=100 pum); B) Los resultados obtenidos tras la asignacion de la puntuacién SCORE a cada
uno de los tres cortes transversales de los diferentes grupos experimentales de ratones fue
representado como la media del SCORE+E.E.M [SHAM (n=5), LAD+vehiculo (n=6), LAD+NTB
(n=6) y LAD+1.05 (n=6)]. ¥p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo SHAM (operacién simulada). Se
realizd el andlisis Kruskal-Wallis (distribucién no normal, no paramétrico), o de una via
(distribucién normal, paramétrico).
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3. EFECTO DEL NINTEDANIB Y LOSARTAN SOBRE LA FIBROSIS GENERADA
EN EL TEJIDO CARDIACO

Los corazones de los ratones pertenecientes al grupo experimental SHAM
parecian macroscopicamente normales y presentaban una arquitectura tisular
preservada con ausencia de depdsitos de colageno (ausencia de coloracién roja)
en el tejido cardiaco. Sin embargo, los corazones del grupo LAD+vehiculo

mostraron un aumento significativo en el coldgeno tisular (Figura 61-A,B).

Los corazones de los ratones tratados con los farmacos NTB (LAD+ ) y LOS
(LAD+1.0OS) no presentaron reduccién en el acimulo de colageno inducido por el
procedimiento quirdrgico de isquemia-reperfusién, obteniéndose valores

similares a los del grupo LAD+vehiculo. (Figura 61-A,B).
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Figura 61. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre el grado de fibrosis generado
en el tejido cardiaco tras 14 dias de procedimiento. Los animales fueron divididos en cuatro
grupos experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento quirurgico, a excepcion
del grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron tratados durante 14 dias
ininterrumpidos con: vehiculo (H,O estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4
mg/kg/dia); A) Imagenes representativas de la tincion “Sirius Red” de los cortes transversales
de tejido cardiaco de los diferentes grupos experimentales (Barra=100 um). B) Los resultados
obtenidos tras la cuantificacién de los cortes fueron expresados como porcentaje de infarto
generado (depdsito de colageno) con respecto al area total del ventriculo izquierdo. Los datos
fueron representados como la mediatE.E.M [SHAM (n=5), LAD+vehiculo (n=6), LAD+

(n=6) y LAD+1.05 (n=6)]. *p<0.05; **p<0.01 respecto al grupo SHAM (operacién simulada). Se
realizd el andlisis Kruskal-Wallis (distribucion no normal, no paramétrico), o de una via
(distribucién normal, paramétrico).

Se analizé la relacién entre el grado de infiltracion leucocitaria y el grado de
fibrosis generada en los cortes de tejido cardiaco de los diferentes grupos
experimentales sometidos al procedimiento quirdrgico (LAD+vehiculo,

LAD+ y LAD+1.0S).

Se obtuvo una correlacidn positiva y significativa entre el grado de infiltracién y
fibrosis en los grupos experimentales LAD+vehiculo (Figura 62-A) y el grupo
LAD+ (Figura 62-B) Sin embargo, el grupo experimental LAD+ no mostré

ninguna correlacion entre ambos parametros (Figura 62-C).
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Figura 62. Andlisis de correlacion entre el grado de infiltracion leucocitaria y el grado de
fibrosis generado en los cortes de tejido cardiaco de los diferentes grupos experimentales
tras 14 dias de procedimiento. Los animales fueron divididos en cuatro grupos
experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento quirurgico, a excepcion del
grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron tratados durante 14 dias
ininterrumpidos con: vehiculo (H,O estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4
mg/kg/dia). La figura muestra el estudio de la correlacién existente entre el grado de
infiltracidn leucocitaria (inflamacion, SCORE) y el grado de fibrosis, expresado como porcentaje
de coldgeno, de los grupos experimentales A) LAD+vehiculo (n=6), B) LAD+ (n=6) y C)
LAD+ (n=6). El valor de R fue determinado mediante el analisis de correlacion Pearson, tras

realizar el correspondiente analisis de normalidad, entre ambas variables. **p<0.01.
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4. EFECTO DEL NINTEDANIB Y LOSARTAN SOBRE LA PROLIFERACION
CELULAR Y EL PROCESO DE ANGIOGENESIS

La proliferacion celular en los cortes de corazén de los diferentes grupos
experimentales se cuantific6 mediante la expresion de Ki67. En el grupo
experimental sometido al procedimiento quirurgico (LAD+vehiculo) se observd
una reduccidn significativa de la proliferacidon celular con respecto al grupo
SHAM (Figura 63-A,B). Tras la cuantificacion de los cortes se observé que en las
zonas infartadas la tasa de proliferacién celular era menor que en las zonas no

infartadas.

Tras analizar los cortes de los grupos experimentales tratados con los farmacos,
NTB (LAD+ ) y LOS (LAD+1.05), se determind que ninguno de ellos afectd a la
tasa de proliferacién celular reducida por el procedimiento quirdrgico de

isquemia-reperfusion, LAD+vehiculo (Figura 63-A,B).

Con respecto al proceso de angiogénesis, se observé una tendencia al alza
(M proceso de angiogénesis), pero sin llegar a ser significativa, en el grupo
experimental LAD+vehiculo, con respecto al grupo SHAM (Figura 64-A,B). Tras
analizar los cortes de los grupos experimentales tratados con los farmacos, NTB
(LAD+ ) y LOS (LAD+L.0OS), se observé que el grupo LAD+ presentd una
tendencia al alza en el proceso de angiogénesis similar a la del grupo
experimental LAD+vehiculo (Figura 64-A,B). Sin embargo, el grupo experimental
LAD+ mostré una tendencia, cercana a la significatividad, a revertir el efecto

generado en el grupo LAD+vehiculo (Figura 64-A,B).

En resumen, ninguno de los fdrmacos fue capaz de mostrar un efecto beneficioso

sobre el proceso de angiogénesis.
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Figura 63. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre la proliferacién celular en el
tejido cardiaco tras 14 dias de procedimiento. Los animales fueron divididos en cuatro grupos
experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento quirurgico, a excepcion del
grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron tratados durante 14 dias
ininterrumpidos con: vehiculo (H,O estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4
mg/kg/dia); A) Imagenes representativas de la inmunohistoquimica realizada para la
deteccidn de Ki67 en los cortes transversales de tejido cardiaco de los diferentes grupos
experimentales (las imdgenes muestran las zonas infartadas) (Barra = 100 um). Los circulos
rojos rodean a las células positivas para Ki67; B) Los resultados absolutos obtenidos tras la
cuantificacién mediante el programa QuPath™, fueron expresados como indice de Ki67 (n2
células Ki67* / n? total células detectadas x 100). Los datos fueron representados como la
mediazE.E.M [SHAM (n=5), LAD+vehiculo (n=6), LAD+ (n=6) y LAD+ (n=6)]. *p<0.05
respecto al grupo SHAM. Se realizd el andlisis Kruskal-Wallis (distribucién no normal, no
paramétrico), o de una via (distribuciéon normal, paramétrico).
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B) Proceso de angiogénesis
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Figura 64. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre la expresion de CD31 en el
tejido cardiaco tras 14 dias de procedimiento. Los animales fueron divididos en cuatro grupos
experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento quirurgico, a excepcién del
grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron tratados durante 14 dias
ininterrumpidos con: vehiculo (H,O estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4
mg/kg/dia); A) Imagenes representativas de la inmunohistoquimica realizada para la deteccion
de CD31 en los cortes transversales de tejido cardiaco de los diferentes grupos experimentales
(las imagenes muestran las zonas infartadas) (Barra = 100 um). Las flechas rojas indican los
vasos presentes en el tejido cardiaco positivos para CD31; B) Los resultados absolutos
obtenidos tras la cuantificacién mediante el programa QuPath™, fueron expresados como el
n? total de vasos positivos para CD31 presentes en los cortes de tejido cardiaco, después de
realizar la media de los valores obtenidos en cada uno de los tres cortes transversales. Los
datos fueron representados como la mediatE.E.M [SHAM (n=5), LAD+vehiculo (n=6),
LAD+ (n=6) y LAD+ (n=6)]. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribuciéon no normal,
no paramétrico), o de una via (distribucién normal, paramétrico).

5. EFECTO DEL NINTEDANIB Y LOSARTAN SOBRE LOS BIOMARCADORES
PLASMATICOS DE DANO CARDIACO

No se obtuvieron cambios significativos en ninguno de los biomarcadores
cardiacos analizados [troponina | (Figura 65-A), el péptido BNP (Figura 65-B) y la
GAL-3 (Figura 65-C)] en el grupo experimental LAD+vehiculo. Sin embargo, el
grupo experimental tratado con NTB (LAD+ ) presenté un aumento

significativo en los niveles plasmaticos de troponina | cardiaca (Figura 65-A), sin
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verse afectado ningun otro biomarcador. Por el contrario, el grupo experimental
tratado con LOS (LAD+.0OS) no presentd ningln cambio en ninguno de los

biomarcadores cardiacos (Figura 65).
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Figura 65. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre los biomarcadores
plasmdticos de dafio cardiaco tras 14 dias de procedimiento. Los animales fueron divididos
en cuatro grupos experimentales. Todos ellos fueron sometidos al procedimiento quirdrgico,
a excepcion del grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los animales fueron tratados
durante 14 dias ininterrumpidos con: vehiculo (H,0 estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia)
% (23.4 mg/kg/dia). Se detectaron mediante ELISA los biomarcadores plasmaticos A)
troponina | cardiaca, B) el péptido BNP y C) la proteina GAL-3. Los resultados absolutos
obtenidos fueron expresados en los valores de concentracidén plasmatica correspondientes.
Los datos fueron representados como la mediatE.E.M (n: indicado en la tabla). +p<0.05
respecto grupo LAD+vehiculo. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribucion no normal, no
paramétrico), o de una via (distribuciéon normal, paramétrico).
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6. EFECTO DEL NINTEDANIB Y LOSARTAN SOBRE LA EXPRESION DE GENICA
DE MARCADORES PROFIBROTICOS Y PROINFLAMATORIOS

Realizados los analisis histoldgicos correspondientes y analizados los
biomarcadores en plasma, se procedid a analizar la expresion génica de
determinados marcadores proinflamatorios y profibréoticos en los cortes de

tejido cardiaco.

Andlisis de los genes proinflamatorios

Se analizaron los genes inflamatorios il-1B, il-6 y tnf-a, empleando muestras de
tejido cardiaco de los diferentes grupos experimentales. Como cabria esperar, el
grupo SHAM mostrd niveles bajos de las citocinas proinflamatorias analizadas.
Sin embargo, a pesar de obtener una tendencia al alza en los genes il-1B (Figura
66-A) e il-6 (Figura 66-B) tras el procedimiento quirurgico (LAD+vehiculo), los
cambios no fueron significativos. Por otro lado, el gen de tnf-a no se vio
modificado, obteniéndose un valor similar en ambos grupos (SHAM vy

LAD+vehiculo) (Figura 66-C).

Por lo que respecta al grupo experimental tratado con el farmaco NTB
(LAD+ ) se observé un aumento significativo de la expresion de la il-6 (Figura
66-B) con respecto al grupo experimental LAD+vehiculo. Mientras que el
tratamiento con el farmaco LOS (LAD+.0S), no produjo cambios significativos
con respecto al grupo LAD+vehiculo en ninguno de los genes proinflamatorios

analizados (Figura 66).
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MARCADORES PROINFLAMATORIOS
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Figura 66. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre la expresion génica de
marcadores proinflamatorios en el tejido cardiaco tras 14 dias de procedimiento. Los
animales fueron divididos en cuatro grupos experimentales. Todos ellos fueron sometidos al
procedimiento quirurgico, a excepcién del grupo SHAM (no ligadura). Posteriormente, los
animales fueron tratados durante 14 dias ininterrumpidos con: vehiculo (H,O estéril de
bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4 mg/kg/dia). Tras 14 dias de procedimiento se
analizé la expresion génica de los marcadores proinflamatorios A) il-1B, B) il-6 y C) tnf-a en el
tejido cardiaco de raton, mediante qPCR. Los resultados obtenidos fueron normalizados con
respecto a la media del grupo SHAM y expresados en tanto por uno como cambios en la
expresion génica relativa. Los resultados fueron representados como la mediatE.E.M [SHAM
(n=5), LAD+vehiculo (n=7-9), LAD+ (n=7-9) y LAD+ (n=7-9)]. *p=<0.05; **p<0.01
respecto al grupo SHAM; +p<0.05 respecto al grupo LAD+vehiculo. Se realizd el analisis
Kruskal-Wallis (distribucién no normal, no paramétrico), o de una via (distribucion normal,
paramétrico).
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Anadlisis de los genes profibréticos

Se analizaron genes que codifican para componentes y reguladores de la MEC
(collal, col3al, fn1, mmp9 y timp1) y, genes implicados en varios procesos
celulares (s100a4, cdh2, tgf-p;: y acta2) empleando muestras de tejido cardiaco

de los diferentes grupos experimentales.

Como cabria esperar, el grupo SHAM mostrd niveles bajos de los genes
analizados. Sin embargo, los ratones del grupo LAD+vehiculo mostraron
aumentos significativos en los genes de collal (Figura 67-A), col3al (Figura 67-
B), fn1 (Figura 67-C) y timp1 (Figura 67-E), por lo que respecta a los genes que
constituyen y participan en el remodelado de la MEC; y aumentos en los genes
5s100a4 (Figura 68-A) y tgf-f; (Figura 68-C), responsables de la sefializacidn,
regulacidn y contraccién celular. Los aumentos en la expresidn génica de los
coldgenos (collaly col3al) concuerdan con el aumento obtenido en el depdsito
de coldgeno en el tejido cardiaco del grupo experimental LAD+vehiculo, tras la

tincion “Sirius Red” (Figura 61-A,B).

Por lo que respecta a los grupos experimentales tratados con NTB (LAD+ )y
LOS (LAD+!.0%), ninguno de ellos fue capaz de revertir la expresion de los genes
profibréticos analizados. El grupo experimental LAD+ presenté valores
significativamente aumentados en determinados genes que constituyen y
regulan la MEC, como el collal (Figura 67-A), fn1 (Figura 67-C) y timp1 (Figura

67-E), con respecto al grupo LAD+vehiculo.
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COMPONENTES Y REGULADORES DE LA MEC
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Figura 67. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre la expresion génica de
marcadores que constituyen y regulan la matriz extracelular en el tejido cardiaco tras 14
dias de procedimiento. Los animales fueron divididos en cuatro grupos experimentales. Todos
ellos fueron sometidos al procedimiento quirurgico, a excepcion del grupo SHAM (no ligadura).
Posteriormente, los animales fueron tratados durante 14 dias ininterrumpidos con: vehiculo
(H,0 estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4 mg/kg/dia). Tras 14 dias de
procedimiento se analizo la expresidn génica A) collal, B) col3al, C) fn1, D) mmp9y E) timp1
en tejido cardiaco de raton mediante gPCR. Los resultados obtenidos fueron normalizados con
respecto a la media del grupo SHAM vy expresados en tanto por uno como cambios en la
expresion génica relativa. Los resultados fueron representados como la mediatE.E.M [SHAM
(n=5), LAD+vehiculo (n=7-9), LAD+ (n=7-9) y LAD+ (n=7-9)]. *p<0.05; **p<0.01
respecto al grupo SHAM; +p<0.05 respecto al grupo LAD+vehiculo. Se realizé el analisis
Kruskal-Wallis (distribuciéon no normal, no paramétrico), o de una via (distribucién normal,
paramétrico).
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SENALIZACION, REGULACION Y CONTRACCION CELULAR
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Figura 68. Efecto de los diferentes grupos experimentales sobre la expresion génica de
marcadores involucrados en diversos procesos celulares en el tejido cardiaco 14 dias de
procedimiento. Los animales fueron divididos en cuatro grupos experimentales. Todos ellos
fueron sometidos al procedimiento quirdrgico, a excepcidn del grupo SHAM (no ligadura).
Posteriormente, los animales fueron tratados durante 14 dias ininterrumpidos con: vehiculo
(H,0 estéril de bebida), (52.7 mg/kg/dia) y (23.4 mg/kg/dia). Tras 14 dias de
procedimiento se analizé la expresion génica A) s100a4, B) cdh2, C) tgf-f; y D) acta2 en tejido
cardiaco de raton, mediante qPCR. Los resultados obtenidos fueron normalizados con respecto
a la media del grupo SHAM y expresados en tanto por uno como cambios en la expresion
génica relativa. Los datos fueron representados como la mediazE.E.M [SHAM (n=5),
LAD+vehiculo (n=7-9), LAD+ (n=7-9) y LAD+ (n=7-9)]. *p<0.05 respecto al grupo
SHAM. Se realizé el analisis Kruskal-Wallis (distribucién no normal, no paramétrico), o de una
via (distribucion normal, paramétrico), seguin el analisis de normalidad correspondiente.
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Obtenidos los resultados del analisis de expresidn génica se analizé la posible
relacion entre los distintos genes profibrdticos y los biomarcadores plasmaticos
cardiacos medidos en los diferentes grupos experimentales de ratones. El grupo
experimental LAD+vehiculo obtuvo correlaciones negativas y significativas entre
el biomarcador plasmatico, GAL-3, y cada uno de los genes profibrdticos collal,
col3al, fn1, timp1 y tgf-B;. Ademas, en este grupo experimental, la troponina |
cardiaca mostré una correlacion positiva y significativa con el gen col3al. Por lo
que respecta a los grupos experimentales que recibieron tratamiento
farmacolégico, los ratones tratados con NTB (LAD+ ) mostraron
correlaciones positivas y significativas entre el gen mmp9 y los biomarcadores
troponina | y BNP medidos en el plasma de los ratones. Sin embargo, el grupo
que recibié LOS (LAD+.0S) como tratamiento, no mostrd correlacion entre los

biomarcadores y los genes profibroticos analizados (Tabla 27).

Tabla 27. Correlaciones significativas obtenidas entre los biomarcadores plasmdticos de
dano cardiaco medidos en plasma con los distintos genes profibréticos analizados en los
distintos grupos experimentales de ratones.

GRUPO
EXPERIMENTAL BIOMARCADOR r Pearson, p valor
collal r=-0.777; p = 0.023*
col3al r = -0.865; p = 0.005**
GAL-3 fn1 r=-0.858; p = 0.007**
LAD+VEHICULO timp1 r =-0.846; p = 0.008**
taf-Bs r=-0.809; p = 0.015*
Troponina | col3al r=0.706; p = 0.050%
BNP n.s
GAL-3 n.s
LAD+ Troponina | mmp9 r=0.843; p=0.017*
BNP mmp9 r=0.935; p = 0.006**

LAD: ligadura de la arteria coronaria descendente; NTB: nintedanib; GAL-3: galectina-3; BNP:
péptido natriurético cerebral; collal: coldgeno tipo |; col3al: colageno tipo 3; timp1: inhibidor
tisular de la metaloproteinasa 1; mmp9: metaloproteinasa 9; tgf-B:: factor de crecimiento

5; k%

transformante beta 1; *p<0.0 p<0.01; n.s: no significativo.
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7. NIVELES PLASMATICOS DE FARMACO

Se midieron las concentraciones plasmaticas en el grupo de ratones que recibid
el farmaco NTB como tratamiento (LAD+ ) 24h después de la ultima
administracion (dia 15 postcirugia). Las concentraciones plasmaticas obtenidas
se encontraban dentro de los rangos normales obtenidos en humanos (Cmax.
humanos = 20 — 30 ng/mL) (266), obteniendo un valor medio de 26.02 + 7.70
ng/mL, descartandose la presencia de una concentracion excesivamente alta a

ese tiempo.
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V. DISCUSION

La elevada morbilidad y mortalidad de las cardiopatias isquémicas en su mayoria
se asocian a un proceso fibrético que compromete la funcionalidad del corazén
(23,116). Esto, sumado a la falta de farmacos especificos para el tratamiento de
la fibrosis cardiaca, hacen urgente la necesidad de realizar investigaciones acerca
de farmacos capaces de actuar sobre las distintas vias y células efectoras del
proceso fibrotico con el objetivo de prevenir o evitar la progresidén de la

enfermedad.

En la presente Tesis Doctoral estudiamos la efectividad de cuatro farmacos con
potencial efecto antifibrético (PFD, CIL, NTB y LOS) en el territorio CV, de los
cuales cabe destacar los resultados significativos obtenidos con el fadrmaco NTB
que mostré efectos antifibréticos y, por tanto, beneficiosos, en el cultivo
primario de CFs humanos al reducir la expresién de determinados genes y
proteinas profibréticas, asi como también fue capaz de inhibir el proceso de
migracion de los CFs. Sin embargo, los datos obtenidos en el modelo in vivo de
generacion de fibrosis mediante la induccion de un IM (modelo LAD) no fueron
satisfactorios, ya que mostraron un aumento en la expresion de determinados
genes profibréticos junto con un aumento en la concentracién plasmatica de
troponina |1, indicativo de dafo cardiaco. Estos resultados demostraron un
mecanismo complejo por parte del farmaco dependiendo del contexto en el cual
nos encontremos (cultivo in vitro u organismo completo). Por otro lado, no se

obtuvieron resultados significativos con los farmacos PFD, CILy LOS.

Cabe recordar, que los CFs son los responsables de la produccion y
mantenimiento de la MEC, siendo las principales células efectoras de la fibrosis,
junto con los MioFBs. Los CFs desempefian un papel crucial en la respuesta al
dafio y al remodelado cardiaco y son objeto de estudio para el desarrollo de
nuevas terapias farmacoldgicas (29,90,94,267). Es por ello, que son

seleccionados como células diana para llevar a cabo los experimentos in vitro de
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la presente Tesis Doctoral. El proceso fibrético se inicia tras un estimulo
patoldgico en el tejido cardiaco, siendo el estimulo TGF-B el regulador clave de
este proceso, ya que desempefia un papel fundamental en el desarrollo de la
fibrosis tras sufrir un IM (25,34,268). En los CFs humanos primarios empleados
en el presente trabajo, Unicamente el estimulo TGF-B; fue capaz de producir
cambios a nivel de la expresién génica y proteica de determinados marcadores
involucrados en el proceso fibrético, provocando su diferenciacién a MioFBs,
responsables del remodelado y de la formacién del tejido cicatricial reparativo
(29,108,113). Es por ello, que el TGF-B; fue seleccionado como estimulo
profibrético. Los estimulos Ang.ll e hipoxia (1%0:) no tuvieron efectos
profibroticos significativos en los CFs humanos primarios empleados. Esto a
pesar de que la Ang.ll se ha relacionado con la patogénesis de la fibrosis cardiaca
tanto en CFs murinos (269,270) como en humanos (271,272) promoviendo la
hipertrofia a nivel cardiaco y vascular (54). El Unico gen [S100A4 (FSP1)]
aumentado por la hipoxia, bajo nuestras condiciones experimentales, podria
estar relacionado con la regulacidn de procesos inflamatorios o de remodelado
del tejido, lo que podria tener implicaciones en las ECV (273). Ante los resultados
obtenidos, cabe la posibilidad de que la respuesta tisular en células humanas sea
distinta de las células de origen animal o, que los CFs humanos primarios
empleados hayan generado una resistencia adaptativa frente al estrés inducido
por estos estimulos, ya que las concentraciones empleadas y el tiempo de
tratamiento establecido, son los adecuados para generar dafio en modelos

experimentales murinos (274-277).

Uno de los farmacos seleccionados y estudiados fue la pirfenidona, PFD,
(Esbriet®, Pirespa®, Etuary®), un farmaco antifibrogénico y antiinflamatorio
eficaz para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica y, actualmente, en
investigacion para su aplicacién en otras enfermedades fibréticas, como el
sindrome de Hermansky-Pudlak con fibrosis pulmonar asociada (278). Se trata

de uno de los pocos farmacos que se encuentran en fase Il de investigacion
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clinica para la fibrosis cardiaca (Figura 19). Estudios preclinicos existentes han
demostrado que el farmaco PFD puede inhibir la fibrosis miocardica y proteger
al corazoén. En el aifo 2022, se inicié un ensayo clinico en pacientes que habian
sufrido un IM, evaludndose el uso de este farmaco como tratamiento adicional
al estandar para inhibir la fibrosis miocardica en las areas no afectadas por el
infarto (NCT05531955). Sin embargo, a dia de hoy, se desconocen datos acerca
del ensayo. En fibroblastos pulmonares humanos y murinos, se ha demostrado
que el farmaco PFD es capaz de reducir la inflamacion al disminuir la secrecion
de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6), el reclutamiento de células
inflamatorias y la activaciéon de fibroblastos, lo que resulta en un menor depdsito
de colageno (279,280). Actualmente, se estan llevando a cabo ensayos clinicos
con el farmaco PFD para confirmar estos efectos en otros érganos, ya que se ha
sugerido como una opcidn segura de tratamiento para retrasar o inhibir la
progresion de las lesiones fibréticas y prevenir la formacion de otras nuevas tras
sufrir una lesion tisular (281). En CFs murinos, este farmaco es capaz de inhibir
la expresién de a-SMA, impidiendo la diferenciacién a MioFBs y contribuyendo
al proceso fibrético (235). También se han realizado ensayos en modelos
experimentales murinos donde se ha demostrado que es capaz de inhibir la
progresion de la fibrosis a nivel cardiaco (215-218,282,283), pero, actualmente

se desconoce como actua el farmaco PFD sobre los CFs humanos.

En el presente trabajo, tras validar que las concentraciones plasmaticas
utilizadas no fueran téxicas mediante un ensayo de viabilidad celular, los
resultados obtenidos con el farmaco PFD no fueron muy alentadores. Asi, no fue
capaz de mostrar ningun efecto antifibrético, ni antiinflamatorio ni
antimigratorio en los CFs humanos primarios empleados, a excepcion, de un
efecto puntual sobre la expresién génica de MMP9, donde el farmaco PFD (0.085
mM) disminuyd significativamente la expresion de este gen. Esta
metaloproteinasa, junto con la MMP2, destaca por su papel critico en el

remodelado cardiaco y en la degradacion de la MEC, cuya desregulacion
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contribuye a procesos patolégicos profibroéticos en el corazén. Se ha demostrado
en modelos animales de lesion cardiaca (284) y en pacientes con IC (285), que la
expresion de MMP9 se incrementa, influyendo en los procesos de migracion,
diferenciacion y secrecion de citocinas (286) y, que, su eliminacion atenua el
remodelado miocardico en ratones (287), diferenciacion y secrecién de
citocinas. A pesar de que existe una fuerte evidencia de que el farmaco PFD tiene
efectos antifibréticos durante el remodelado cardiaco en diferentes estudios
llevados a cabo en modelos experimentales, apenas existen estudios en CFs

humanos aislados.

En el presente trabajo y bajo nuestras condiciones experimentales, el fadrmaco
PFD mostré no ser un farmaco antifibrético prometedor. No obstante, no
podemos descartar que, en la respuesta fibrética generada in vivo, pueda ejercer

dichos efectos antifibrogénicos.

Otro de los campos investigados para el posible tratamiento de patologias
cardiacas son los inhibidores de integrinas, unas proteinas involucradas en
procesos celulares como la adhesion celular, el proceso de migracién, la
angiogénesis y la supervivencia (288). El farmaco cilengitide (CIL), es un inhibidor
especifico de las integrinas avPB3 y avB5 que inicialmente fue investigado como
un posible tratamiento contra el cancer (289), pero quedod relegado en fase IlI
debido a la falta de eficacia contra los glioblastomas, investigdndose mas a fondo
en enfermedades fibréticas (290,291). Las integrinas avPp3 y avB5 (ambas
expresadas en el corazon), estan involucradas en procesos como la angiogénesis,
la migracién de los CFs y en la fibrosis cardiaca, ya que son capaces de activar el
factor profibrético, TGF-B (231,236,292). En un modelo porcino de fibrosis
ventricular derecha (ligadura bilateral de las venas pulmonares) y en condiciones
de cultivo profibréticas (presencia TGF-B;) empleando CFs ventriculares
(ventriculo derecho) humanos primarios, estas integrinas promueven la

diferenciacion de los CFs a MioFBs (236). Al bloquearlas, se interfiere en la
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sefializacién y los mecanismos que conducen al proceso fibrético ya que las
integrinas que median la interaccion entre los CFs y la MEC, inhiben la activacion
del TGF-B y son capaces de disminuir la migracién y la proliferacion de los CFs
hacia zonas lesionadas del corazén, lo que podria frenar la acumulacion de
colageno vy larigidez del tejido cardiaco, tal y como se ha demostrado en modelos
experimentales murinos (290,292-294). En modelos de rata donde se ha
empleado la doxorrubicina (antitumoral que genera cardiotoxicidad) para
inducir fibrosis cardiaca, se ha demostrado que el farmaco CIL es capaz de ejercer
un efecto cardioprotector contra la fibrosis y mejorar la funcién cardiaca al

bloquear las integrinas avp3 y avB5, asi como también el TGF-f; (230).

En el presente trabajo, donde se han empleado CFs humanos primarios (no
especificamente ventriculares), y tras demostrar que las concentraciones
empleadas no generaban toxicidad, se observd que el fdrmaco CIL no mostré
ningun efecto antifibrético, ni antiinflamatorio ni antimigratorio. No obstante,
consideramos la necesidad de estudiar los efectos de ambos farmacos (PFD y
CIL), en modelos in vivo de fibrosis basado en la ligadura (LAD), para

investigaciones futuras.

El farmaco NTB (Ofev®, Vergatef®) pertenece a la familia de los inhibidores de
tirosina quinasa y esta aprobado para el tratamiento de la fibrosis pulmonar
idiopatica y otras enfermedades fibrosantes, por sus efectos antifibréticos y
antiinflamatorios (295,296). Ademas de sus aplicaciones a nivel pulmonar, se
encuentra en fase II-1ll de desarrollo clinico para varios tipos de canceres debido
a sus propiedades antiangiogénicas (NCT00805194, NCT00806819 vy
NCT01015118). Existen estudios experimentales llevados a cabo en modelos
animales donde se ha demostrado el posible efecto beneficioso de otros
farmacos inhibidores de la tirosina quinasa sobre la fibrosis cardiaca, entre ellos
el desatinib (297) y el imatinib (298). El farmaco NTB actua inhibiendo varios

receptores de tirosina quinasa (VEGFR, FGFR, PDGFR) involucrados en el proceso
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de angiogénesis y en la proliferacién celular, sobre todo, de los fibroblastos
(299,300). Actualmente, se estd investigando su aplicaciéon para otras
enfermedades fibrdticas con afectacidon en otros érganos, entre ellos el corazén
(225,226) (Figura 19). Dado que aun se desconoce el efecto antifibrético de este
farmaco a nivel cardiaco, existen estudios en modelos experimentales realizados
en ratas hipertensas donde se ha demostrado su efecto beneficioso al reducir
significativamente la fibrosis en el ventriculo derecho, sugiriendo un beneficio

sobre la funcidén cardiaca en condiciones de hipertension pulmonar (226).

En el presente trabajo y, tras demostrar que el farmaco NTB no generd efectos
téxicos sobre los CFs humanos primarios a ninguna de las concentraciones
empleadas (0.02 y 2 uM), se observo que, Unicamente la concentracién de 2 uM
fue capaz de mostrar efectos significativos en los CFs humanos primarios
empleados. El fdrmaco por si mismo fue capaz de reducir la expresidén de genes
que constituyen la MEC (COL1A1, COL3A1 y FN1) y genes involucrados en
diversos procesos fibréticos celulares (CDH2, TGF-B1 y PDGFRa), resultando
beneficioso ya que la produccién y secrecion de coldgeno es un evento critico
que confiere rigidez a los tejidos. Ademads, el farmaco NTB fue capaz de
normalizar la expresién de determinados genes profibroéticos incrementados por
el TGF-B; (condiciones estimuladas), tales como [COL1A1, ACTA2 (a-SMA), CDH2
(N-cadherina)] y revertir la expresion de MMP9. Estos resultados van en
concordancia con los resultados publicados en fibroblastos pulmonares
humanos, donde empleando concentraciones de 1 uM de NTB se redujo la
expresion de estos marcadores, estimulados por el TGF-B;(226,240). Ademas, el
hecho de que, bajo nuestras condiciones experimentales, el fdrmaco NTB tuviera
la capacidad de revertir la expresion génica de MMP9 en el cultivo primario de
CFs humanos en presencia del TGF-B,, indica que estaria reduciendo la
degradacién de la MEC y posiblemente controlando la inflamacidn generada y el
remodelado patoldgico, lo cual resulta beneficioso en el proceso de fibrosis

(301).
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Ademas, los resultados obtenidos en la disminucién de la expresiédn de CDH2 (N-
cadherina), sugiere una menor activacion de los CFs humanos primarios y, por
tanto, una menor actividad de estos. La N-cadherina se trata de una proteina
clave en las uniones adherentes entre células, siendo crucial en la regulacion de
procesos celulares como la adhesidn, la sefalizacion intracelular y la mecano-
transduccién, todos ellos importantes para la migracidn de los CFs (302,303). Si
las uniones mediadas por la N-cadherina se ven alteradas, podria favorecerse un
entorno de desorganizacion tisular y promover una mayor activaciéon de los
MioFBs, lo que agravaria el proceso fibrético (304). Al estar involucrada en los
procesos de mecano-transduccién, su reduccién por parte del fdrmaco NTB
puede hacer que el tejido se vuelva mas susceptible a las lesiones y empeorar el
remodelado patoldgico, con lo que su disminucién seria perjudicial, pudiendo
exacerbar la fibrosis en algunos casos. Por tanto, una reduccion a la baja de esta
molécula no siempre tiene efectos beneficiosos para el proceso fibrético.
Ademas, esta reduccion en la expresion de N-cadherina, junto con la reduccién
en la mayoria de las vias profibréticas inducidas por el NTB, también explicaria
el resultado obtenido en el ensayo funcional de migracién celular donde
pudimos demostrar, en el presente trabajo, que el farmaco NTB impidié la
migracion de los CFs humanos primarios evitando el progreso de la fibrosis
reactiva y el remodelado patoldgico del tejido cardiaco. En definitiva,
dependiendo del contexto patoldgico, la reduccion de CDH2 (N-cadherina)
podria significar una mejora en la funcién cardiaca, pero no queda claro si su

reduccion en los CFs podria afectar a la estabilidad del tejido.

En el proceso de migracién, los receptores PDGFR son fundamentales durante el
proceso de reparacion tisular y en la fibrosis. Los receptores PDGFRa y PDGFR
juegan roles criticos y complementarios en el proceso de migracion celular. Por
un lado, el PDGFRa estd mas implicado en la migracion de células
mesenquimales y fibroblastos, con especial relevancia en el proceso de

cicatrizacién y en el desarrollo; mientras que, el PDGFRB regula principalmente
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la migracién de células vasculares y fibroblastos asociados a la formacién de
vasos sanguineos vy a la fibrosis. En los CFs humanos primarios empleados en el
presente trabajo, el farmaco NTB fue capaz de actuar sobre dichos receptores,
reduciendo la expresion génica de PDGFRa y aumentando la expresion de
PDGFRB. La disminucién de PDGFRa suele estar asociada a una reduccion en la
activacion de MioFBs vy, por tanto, una reduccién en la secreciéon de la MEC y
fibrosis (305), ya que estaria logrando inhibir las vias de sefializacién claves en la
migracion y, posiblemente, en la formacidn de una fibrosis reactiva,
evidenciando su resultado obtenido en el proceso de migracion celular. Mientras
que el aumento de PDGFRP podria reflejar un mecanismo compensatorio por
parte de los CFs con el objetivo de mantener su capacidad de proliferacién o
migracion. Con estos resultados obtenidos, se podria indicar que el farmaco NTB
previene de manera significativa el exceso de MECy el dafio generado ejerciendo
un potencial efecto antifibrético sobre el cultivo primario de CFs humanos

empleado.

Sin embargo, es de destacar el aumento significativo e inesperado obtenido en
el cultivo primario de CFs humanos empleado en el presente trabajo causado por
el propio farmaco y en condiciones estimuladas (presencia de TGF-B,), de la
expresion génica de S100A4 (FSP1) y ACTA2 (a-SMA), ambos considerados como
marcadores profibréticos relacionados con la activacion de los CFs. Estos
resultados podrian indicar que el fdrmaco NTB podria no ser completamente
antifibrético en el cultivo primario de CFs humanos empleado, o bien es posible
que el farmaco esté inhibiendo otras funciones importantes de estas células
contrarrestando la disminucion de otros genes profibréticos que si han sido

reducidos por el propio farmaco (COL1A1, COL3A1, FN1, CDH2, TGF-B,).

Debido a la escasez de estudios realizados en CFs humanos primarios se dificulta
la explicacidn de este efecto, ya que existen estudios realizados en fibroblastos

pulmonares humanos, donde el farmaco NTB (1 uM) atenué la diferenciacién a
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MioFbs (~La-SMA) impulsada por el estimulo TGF-B, (240), resultado opuesto al
obtenido en el presente trabajo. Es de destacar que las células empleadas para
la realizacién de la presente Tesis Doctoral proceden de un érgano distinto
(corazén vs. pulmdn), y que la diferenciacidn a MioFBs puede resultar diferente
dependiendo del tejido. Respecto al SI00A4 (FSP1), un aumento en la expresion
podria reflejar un intento del tejido cardiaco de compensar la inhibicién de la
fibrosis, activando los CFs a través de otras vias (306,307). Es por ello por lo que,
dependiendo del contexto patolégico, el aumento en S100A4 puede tener un
papel dual dependiendo de los mecanismos especificos involucrados y el

entorno celular.

Por lo que respecta al proceso inflamatorio éste se encuentra estrechamente
relacionado con el proceso de fibrosis. Respecto a los marcadores
proinflamatorios, el farmaco NTB se comporté de forma dual a nivel tisular y
sistémico. En el cultivo primario de CFs humanos empleados en el presente
trabajo, el propio farmaco ejercié un efecto proinflamatorio aumentando
significativamente la expresion génica de IL-6, viéndose revertido en condiciones
estimuladas (presencia TGF-B;). Cabe sefialar que, en el contexto inflamatorio,
el TGF-B; puede tener un comportamiento dual dependiendo del contexto
celular y de la via de sefializacién implicada. En situaciones de inflamacion
cronica o fibrosis, el TGF-B, puede activar vias que inducen la expresién de
citocinas proinflamatorias, como la IL-6 y el TNF-q, a través de células residentes
como los CFsy las células epiteliales, exacerbando la inflamacion y el dafio tisular
mediante rutas como JAK/STAT y MAPK. Por otro lado, en procesos de curacion
de heridas y regulacién inmunitaria, el TGF-B; puede actuar como un factor
antiinflamatorio, regulando la proliferacién celular y limitando la inflamacién,
especialmente mediante la via SMAD (308). La IL-6 es una de las principales
citocinas implicadas en la inflamacion tanto aguda como crénica y, se ha
demostrado que sus niveles circulantes estan asociados con una mayor

morbilidad y mortalidad en el IM agudo y crénico, asi como también se ha
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demostrado en modelos experimentales de IM llevados a cabo en animales
(309,310). La IL-6 esta involucrada en la fisiopatologia del IM y en el remodelado
cardiaco, pero su papel en el proceso de adaptacion ventricular a largo plazo es
discutido. Algunos estudios sugieren que la inhibicidn de esta citocina no afecta
ni al tamano del infarto, ni al remodelado, ni a la funcién ventricular, ni a la
mortalidad a largo plazo en modelos experimentales de IM. Esto sugiere que la
IL-6 podria no ser determinante en el remodelado ventricular prolongado (309).
Pero es de sefialar que, si sus niveles aumentan, podria agravar la inflamacién en
tejidos afectados, lo que resultaria contraproducente en enfermedades donde
la fibrosis y la inflamacidn ya son problematicas de por si. Por tanto, el hecho de
que el fdrmaco sea capaz de aumentar esta citocina, bajo nuestras condiciones
experimentales, podria resultar ser perjudicial. En otros tipos celulares, sobre
todo, en fibroblastos pulmonares, se ha demostrado que el fdrmaco NTB es
capaz de reducir mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-6) y regular la respuesta
del sistema inmune (300,311), pero es importante destacar que estamos ante
tipos celulares distintos (pulmonares vs. cardiacos). Sin embargo, en nuestro
cultivo primario de CFs humanos, el farmaco NTB por si mismo provocd un
aumento de las moléculas de adhesion, ICAM-1 y VCAM-1. Ademads, estos
efectos se vieron potenciados de manera significativa por la administracion
conjunta con el estimulo proinflamatorio, TNF-a, en los CFs humanos. Por el
contrario, a nivel sistémico, el farmaco fue capaz de revertir el aumento de la
expresién inducido por TNF-a de la molécula de adhesiéon leucocitaria, Mac-1,
Unicamente en la poblaciédn de monocitos. La reduccidn de su expresién sugiere
que el farmaco NTB podria inhibir la activacién de monocitos, traduciéndose en
una menor migraciéon de estas células al tejido cardiaco, reduciendo asi la
inflamacidn local. Esta dualidad presentada por el farmaco NTB podria suponer
que, a pesar de haber menos monocitos circulantes activados (efecto

antiinflamatorio a nivel sistémico), el tejido cardiaco puede seguir
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experimentando inflamacién debido a una mayor adhesiéon de otras células

leucocitarias, lo que podria contribuir al dafio en el tejido o al remodelado CV.

En definitiva, bajo nuestras condiciones experimentales, pudimos observar
algunos de los efectos antifibroticos descritos del farmaco NTB para otras
patologias (sobre todo, la fibrosis pulmonar idiopatica). Es por ello por lo que

realizamos estudios complementarios en un modelo in vivo.

Por ultimo, otro de los farmacos estudiados fue el LOS, un farmaco ampliamente
estudiado en el campo de las ECV perteneciente a la familia de los ARA-II
indicado por las guias clinicas actuales para pacientes con HTA y en pacientes
con IC (dosis recomendada: 150 mg/dia). En estudios clinicos se ha demostrado
que el farmaco es capaz de reducir la sobrecarga de presidn al inhibir el SRAA e
impedir los efectos de la Ang.ll, ya que actua bloqueando el receptor AT-1
(presente en las células vasculares y cardiacas) (312). El bloqueo del receptor AT-
1 ha demostrado tener efectos significativos sobre los CFs y en la reduccion de
la fibrosis cardiaca. Esta accidn inhibe la activacién de vias profibréticas
esenciales, como ERK1/2, MAPK y TGF-B/SMAD, las cuales son fundamentales
para la proliferacion de CFs y la produccién de colageno (tipo | y tipo ll1), asi como
de otros componentes de la MEC cardiaca, como la FN1 (313). Investigaciones
realizadas en modelos experimentales murinos han evidenciado que LOS
disminuye el estrés del reticulo endoplasmico en células cardiacas y renales, lo
que contribuye a mitigar el dafio celular y la fibrosis (314). Ademas, inhibe la
secrecion de factores de crecimiento (TGF-B1), y citocinas proinflamatorias (TNF-
a, IL-6, IL-1B), creando un entorno menos propenso a la inflamacion crénicay a
la fibrosis en el tejido cardiaco (315). Asimismo, también se ha descrito que el
farmaco LOS es capaz de afectar al proceso de migracién de los CFs, lo cual puede
influir en el proceso de reparacion y cierre de las heridas en el tejido cardiaco. Al
bloquear el receptor AT-1 se inhiben ciertos efectos de la Ang.ll como la

proliferacidn, migracion y activacion de los CFs, lo cual resultaria beneficioso en
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el contexto de remodelado patoldgico o fibrosis, tal y como se ha demostrado
en otros modelos experimentales de fibrosis (316,317). También ha demostrado
prevenir el desarrollo de fibrosis inducida por ejercicio intenso prolongado,
reducir la rigidez y el engrosamiento del ventriculo izquierdo, asi como también
atenuar la hipertrofia y fibrosis ventricular en casos de miocardiopatia
hipertréfica (318-320). En conjunto, estos hallazgos subrayan el potencial efecto
del farmaco LOS no solo como un farmaco antihipertensivo que reduce la
sobrecarga cardiaca, sino también como un agente antifibrético efectivo capaz
de modular respuestas celulares y moleculares clave en diversas enfermedades
cardiacas y prevenir la progresién de la fibrosis y el dafio estructural del

miocardio.

A pesar de haber resultados beneficiosos publicados sobre este farmaco, cabe
sefialar que la mayoria de ellos se han obtenido en modelos experimentales
murinos y, que la escasa informacién publicada sobre los efectos en los CFs
humanos aislados dificulta la comprensidn sobre este tipo celular. En el presente
trabajoy, tras demostrar que las concentraciones empleadas de farmaco no eran
téxicas, no se observé ningun efecto antifibrético, ni antiinflamatorio ni
antimigratorio que pudiera apuntar a ser utilizado como un farmaco Uutil para el
tratamiento de la fibrosis cardiaca. Es posible que su efecto sea mas a nivel
sistémico y en los CFs aislados no responda a esta via de sefializacion debido a
que necesita otro tipo celular para llevar a cabo su efecto, al igual que en el caso
de la sefializacién de Ang.ll, que no fue capaz de responder en los CFs humanos
primarios cuando se quiso caracterizar el estimulo profibrético para inducir dafio
en estas células. A pesar de la ausencia de resultados en célula aislada (CFs
primaros humanos), se selecciond para estudiar sus efectos en un modelo in vivo
porque es un farmaco ampliamente utilizado en la clinica en pacientes con ICy

no podemos descartar un efecto farmacolégico.
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Tras los resultados obtenidos en el cultivo primario de CFs humanos, los
farmacos NTB y LOS fueron los estudiados en el modelo in vivo de IM basado en
la ligadura transitoria de la arteria coronaria (LAD), seguido de un periodo de
reperfusion, con el objetivo de generar fibrosis en el tejido cardiaco y, desde una
perspectiva clinica, emular el escenario clinico de un paciente con estas
caracteristicas. Dado que la mayoria de los infartos en humanos reciben algin
tipo de tratamiento de reperfusion, este modelo es mas relevante clinicamente

para simular eventos isquémicos que reciben intervencidn temprana (321).

El modelo de IM llevado a cabo en este estudio es altamente agresivo y requiere
un manejo especializado para garantizar la reproducibilidad de los resultados.
Presenta limitaciones importantes, como la posicion de la ligadura (322) y el
tiempo de isquemia (249), los cuales son factores criticos que determinan tanto
el tamafio de la lesidon como la tasa de supervivencia (323). No obstante, un
desafio critico en este modelo es la aparicion de arritmias letales, como la
taquicardia o la fibrilacidn ventricular, especialmente durante o después de la
reperfusion, las cuales afectan significativamente a la supervivencia. En nuestra
experiencia, la mortalidad obtenida tras 14 dias postinfarto fue significativa
(33.33% LAD+vehiculo vs. 0% SHAM), siendo criticos los primeros 2-3 dias
postcirugia. Esta observacién es consistente con la severidad del modelo de
generacion de IM, ya que induce un dafo cardiaco considerable. A pesar de la
mortalidad, cabe mencionar que los modelos de oclusiéon transitoria
proporcionan una mayor supervivencia que los de oclusidon permanente debido
a la menor extension de dafio tisular y al potencial de recuperacién tras la
reperfusion. Respecto a los farmacos empleados en el modelo, las dosis de NTB
(30-50 mg/kg/dia) han mostrado eficacia y seguridad en estudios de fibrosis
pulmonar y cancer en protocolos de 28 dias de duracién (295,311). Mientras que
el farmaco LOS, se ha empleado en modelos de ratones para estudiar efectos en
las ECV a las dosis seguras de 10-30 mg/kg/dia (314,324). Teniendo en cuenta

dichas consideraciones, las dosis administradas a los ratones fueron seguras
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durante el tiempo del estudio. Tras el tratamiento y durante los 14 dias de
procedimiento, la pérdida de peso debido al estrés quirurgico fue recuperandose
progresivamente en todos los animales, pero es de sefalar que los ratones
pertenecientes al grupo LAD+ se mostraron mas débiles y tardaron mas
tiempo en recuperarse que el resto de los grupos experimentales. Es posible que
esta debilidad esté relacionada con una falta de apetito provocada por el propio
farmaco (reaccién adversa), aumentando la tasa de mortalidad observada en
este grupo experimental (50% mortalidad) (325,326). De hecho, los ratones
pertenecientes al grupo NTB mostraron un peso del corazén ligeramente menor
que el resto de los grupos experimentales y, presentaron un aspecto deforme y

rugoso, perdiendo la morfologia de un corazén normal.

El modelo in vivo de IM llevado a cabo en la presente Tesis Doctoral provocé un
aumento significativo en la infiltracion leucocitaria (tincion eosina-
hematoxilina), lo cual es consistente con estudios publicados donde se
demuestra una infiltracién temprana tras sufrir un IM (327). Asimismo, también
se observd un aumento en el depdsito de coldgeno (tincién “Sirius Red”) en el
tejido cardiaco de los ratones que estuvo en concordancia con un aumento
significativo en la expresion de determinados genes profibréticos como el
collal, col3al, fnl, timpl, s100a4 (FSP1) y tgf-B1 en el grupo LAD+vehiculo,
sugiriendo un proceso fibrético activo en el tejido cardiaco. También se observé
una reduccidn significativa en el proceso de proliferacién celular, lo que indica
una menor capacidad regenerativa del tejido en respuesta al dafio, debido a la
limitada proliferacidon de las células cardiacas tras 14 dias postinfarto. Este
resultado obtenido era esperable puesto que, debido a la muerte de los
cardiomiocitos y a la formacion de la cicatriz fibrdtica (fibrosis reparativa o de
reemplazo tipica tras un IM), el tejido se vuelve disfuncional y las células dejan
de proliferar debido a su estado necrotico. Es de destacar que la disminucién de
la proliferacién fue mas acentuada en la zona infartada que en las zonas remotas

al infarto, lo cual era esperable dado el caracter fibrético y disfuncional de las

180



DISCUSION

células en las dreas mas gravemente dafiadas. Esta disminucion en la
proliferacion celular observada en el grupo LAD+vehiculo vino acompaiiado de
una ligera tendencia al alza del proceso de angiogénesis en el tejido cardiaco. La
angiogénesis es un proceso fundamental para mantener el suministro de
oxigeno y nutrientes al tejido dafiado, ya que la formaciéon de nuevos vasos
contribuye a la supervivencia de los cardiomiocitos y a la preservacién de la
viabilidad del tejido cardiaco afectado. En un tejido fibrético, donde la
proliferacidn celular se encuentra disminuida, el aumento de la expresién de
CD31 (es decir, de vasos CD31 positivos) indica que el organismo intenta
aumentar el flujo sanguineo en estas areas para mitigar la hipoxia inducida por
la isquemia y reducir el estrés en las células cardiacas aun funcionales. En
nuestro modelo de IM llevado a cabo en la presente Tesis Doctoral, observamos
un aumento en el nimero de vasos positivos para CD31, lo que indicaria una
mayor vascularizacidon en la zona infartada. En el contexto de un IM, este
resultado podria reflejar un intento de reparacidon o angiogénesis en dreas
dafiadas, aunque la capacidad proliferativa se encuentra disminuida y sugiere
que la regeneracién es limitada y probablemente insuficiente para una completa
reparacion del tejido. En un estudio donde se determiné la expresion de vasos
CD31 positivos en un modelo murino de IM demostraron que a partir del dia 4

postinfarto, la expresion de CD31 se incremento (328).

A nivel sistémico, se analizaron los biomarcadores plasmaticos cardiacos como
la troponina |, el péptido BNP (329) y la GAL-3 (330), todos ellos utilizados para
evaluar la funcién cardiaca, en particular en el contexto de la IC y el dafo en el
miocardio. Tras el andlisis, no se obtuvieron diferencias significativas en ninguno
de los biomarcadores analizados entre los grupos SHAM y LAD+vehiculo tras 14
dias de procedimiento lo que sugiere que, a nivel sistémico, los marcadores
plasmaticos de dafio cardiaco se han normalizado y el proceso patolégico se ha
cronificado. Esto podria sugerir que, aunque el dafio inicial inducido por la cirugia

realizada fue considerable (no lo pudimos observar), los niveles plasmaticos de
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lesion miocdrdica se estabilizaron con el tiempo, alcanzandose los valores

basales.

A pesar de que ambos farmacos poseen propiedades antiinflamatorias descritas,
el tratamiento con los farmacos NTB (LAD+ ) vy LOS (LAD+L.OS), no
modificaron los parametros de infiltracién leucocitaria, pudiendo indicar que la
inflamacién ocasionada tras el IM inducido es resistente a los mecanismos de
accioén de los farmacos empleados, o que la dosis y/o tiempo de tratamiento no
fueron suficientes para lograr el efecto deseado en el animal de
experimentacion. A pesar de que la infiltracidn leucocitaria es esencial para
iniciar el proceso de eliminacién de células dafiadas y el proceso de cicatrizacidn,
este resultado obtenido resulta alarmante ya que una inflamacion excesiva
puede provocar un dano tisular y un peor prondstico en el contexto del 1M,
contribuyendo a la disfuncién cardiaca crénica (31). De hecho, el NTB
(LAD+ ), en contra de mejorar, mostr6 un aumento en la infiltracién
leucocitaria, acompafiado de un incremento significativo en la expresidn génica
de il-6 con respecto a grupo LAD+vehiculo, sugiriendo que podria agravar el
proceso inflamatorio en el tejido cardiaco, indicando que el tratamiento con el
farmaco NTB no favorece un ambiente de resolucidn inflamatoria o reparacién
tisular efectiva. La IL-6 es una citocina que, tras sufrir un IM, se regula
positivamente, demostrandose mediante estudios in vivo que la pérdida de esta
citocina puede ser importante para la curacién del IM, ya que se atenua el
proceso inflamatorio (309). El resultado obtenido en el presente trabajo sugiere
que podria estar agravando la respuesta inflamatoria como consecuencia de una
interferencia con las vias implicadas en el proceso de reparacidn tisular
perpetuando el dafio en el corazén. Este aumento obtenido en la expresién de
il-6 en el tejido cardiaco del ratén, también se obtuvo cuando se trataron los CFs
humanos primarios con el farmaco NTB, junto con un aumento en las moléculas
de adhesion ICAM-1 y VCAM-1. Por lo que respecta al depdsito del colageno

aumentado tras el procedimiento quirdrgico (LAD+vehiculo), este no se vio
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modificado tras el tratamiento farmacoldgico. De hecho, el grupo tratado con el
farmaco NTB (LAD+ ) mostré un depdsito de colageno ligeramente
aumentado en comparacion con el grupo LAD+vehiculo. Este resultado, al igual
que en el proceso inflamatorio, sugiere que el farmaco NTB podria estar
agravando el remodelado fibrético, posiblemente al interferir con vias
moleculares involucradas en la reparacién del tejido cardiaco, mostrando una
correlacién positiva y significativa entre ambos parametros (inflamacién vs.
fibrosis). Dicho resultado fue reforzado por un incremento significativo en la
expresidon de genes clave que conforman y regulan la MEC, como collal, fnl,y
timp1, sugiriendo que el farmaco NTB podria estar promoviendo un aumento en
el depédsito de proteinas de la MEC al inhibir la degradacion del colageno

(Vtimp1) (331).

Actualmente, existen escasos estudios publicados sobre la indicacién del
farmaco NTB para el tratamiento de la fibrosis cardiaca. De hecho, un estudio
publicado recientemente (afio 2021) ha demostrado los efectos antifibroticos y
antiinflamatorios del farmaco NTB en el tejido cardiaco, ademas de mejorar la
funcién del corazdn, sugiriendo un potencial efecto protector sobre el miocardio
(225). Dado que este farmaco ya estd aprobado para el tratamiento de otras
enfermedades fibréticas (sobre todo, a nivel pulmonar), su eficacia en el
remodelado cardiaco patoldgico respalda su posible reposicionamiento para
otras condiciones como la ICFEp o la fibrosis postinfarto. Cabe sefialar que en el
estudio mencionado se usé un modelo de generacién de fibrosis (modelo TAC)
distinto al realizado en la presente Tesis Doctoral (modelo LAD), lo cual podria
suponer que el farmaco NTB actle a través de diferentes vias antifibréticas,
segun el modelo utilizado para generar dafio a nivel cardiaco, ya que el tipo de
fibrosis generada es distinto segun el estimulo o dafio que inicia el proceso

fibrotico (isquemia, HTA, diabetes, etc.).
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Tampoco se observaron efectos beneficiosos en los procesos de proliferacion y
angiogénesis en el tejido cardiaco tras 14 dias de tratamiento con los farmacos
NTB y LOS. Esto sugiere que, tras el tiempo de tratamiento, el daino generado ha
sido tan grande que los farmacos fueron insuficientes para revertirlo. Una de las
limitaciones atribuibles a este resultado obtenido es que se realizaron
mediciones a punto final (dia 15 postinfarto), cuando el tejido esta fibrético y el
proceso de cicatrizacion ya esta resuelto. Se sugiere realizar dichas
determinaciones a diferentes tiempos tras inducir el IM para valorar el grado de
proliferacidn, ya que este proceso es particularmente relevante en las fases
iniciales de la cicatrizacién, donde hay actividad celular significativa para reparar

el tejido.

A pesar de no haber tenido aumentos en los biomarcadores plasmaticos de dafio
cardiaco en el grupo sometido al procedimiento quirdrgico (LAD+vehiculo), el
grupo experimental LAD+ aumentd significativamente los niveles de
troponina | tras 14 dias de tratamiento, lo que podria sugerir que el farmaco NTB
podria estar asociado con un mayor dafio miocardico en los ratones, lo cual
podria ser un dato preocupante dada la funcion de la troponina | cardiaca como
indicador de necrosis celular en el corazén (332). Este biomarcador se libera al
torrente sanguineo cuando hay dafo en el musculo cardiaco (dafio en los
cardiomiocitos), especialmente en situaciones de lesion o estrés, como ocurre
en el IM (333). En este contexto y, bajo nuestras condiciones experimentales, un
aumento en la troponina l inducido por el farmaco NTB indicaria que podria estar
generando efectos adversos en el corazén de manera directa (cardiotoxicidad),
0 a mecanismos relacionados con la inflamacidn y estrés oxidativo. La troponina
| guarda una estrecha relacion con la mmp9, ya que este también es importante
en el contexto de dafio y reparacion cardiaca, especialmente tras un IM. Un
aumento simultaneo de troponina | y mmp9 (correlacién) podria indicar un dafio
extenso que no solo afecta el tejido miocardico, sino que también desencadena

un remodelado que puede empeorar la funcién cardiaca a largo plazo (Tabla 27).
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En el presente trabajo, el tratamiento con el farmaco NTB podria no estar
reduciendo eficazmente la activacion de mmp9, tal y como se observé en los
resultados obtenidos mediante gPCR en el tejido cardiaco de raton, lo que
implica que, a pesar del tratamiento, la respuesta inflamatoria y el remodelado
tisular continGan activas. Por el contrario, el resto de los biomarcadores
plasmaticos no se vieron modificados tras el tratamiento con los farmacos NTB

y LOS.

Ante los resultados obtenidos con respecto al tratamiento con el farmaco NTB
(LAD+ ) en el modelo in vivo, se sospechd de un posible efecto cardiotdxico
del farmaco. Para ello, se determinaron las concentraciones plasmaticas en los
ratones una vez finalizado el periodo de administracion del farmaco (dia 15
postinfarto), obteniendo valores dentro del rango normal de concentraciones
plasmaticas (266). No obstante, cabe sefialar que, aunque las concentraciones
plasmaticas estaban dentro del rango terapéutico, no se puede descartar que el
propio mecanismo de accion del farmaco pueda estar contribuyendo a los
efectos negativos observados. También cabe considerar que la medicion de los
niveles plasmaticos de farmaco fue tomada unicamente a punto final,
desconociéndose si en cualquier otro momento los valores plasmaticos pueden
haber superado la concentracién minima tdxica y encontrarse fuera del rango

terapéutico.

Por todo ello, la fibrosis cardiaca es una respuesta fisiopatoldgica a diversos
estimulos de dafio que, hoy en dia, no tiene terapias farmacoldgicas dirigidas
comercializadas directamente sobre las vias y células efectoras de este proceso.
La dificultad de desarrollar farmacos especificos para el tratamiento de la fibrosis
cardiaca radica en que muchos farmacos que inhiben la fibrosis también pueden
afectar a la actividad normal de los CFs que son esenciales para la funciéon
estructural del corazén. Si estas células se inhiben de manera excesiva, pueden

debilitar la estructura del tejido cardiaco, aumentando el riesgo de disfuncion
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cardiaca y arritmias. Por otro lado, alcanzar el tejido cardiaco de manera eficaz
es otro desafio, ya que el corazén tiene una red vascular densa y activa. La
administracion de un farmaco debe asegurar que alcance de manera precisa las
areas de fibrosis sin interferir con otras areas del corazén que estan funcionando
adecuadamente. Ademas, la fibrosis cardiaca puede variar segun la enfermedad
subyacente. Esto implica que un enfoque Unico podria no ser eficaz en todos los
tipos de fibrosis cardiaca. Y, por ultimo, faltan modelos preclinicos especificos,
tanto animales como celulares, donde no siempre se reproducen los procesos
de fibrosis humana en el corazén, lo cual se dificulta bastante el hecho de poder
evaluar la efectividad de los farmacos. Es por todo ello, la dificultad de

desarrollar farmacos efectivos contra la fibrosis cardiaca.

Hoy en dia, el farmaco LOS es uno de los farmacos recomendados por las guias
clinicas actuales (208) empleado para el tratamiento de la IC debido a su
capacidad para reducir la presidn arterial, prevenir el remodelado y el
engrosamiento del musculo cardiaco y, disminuir la inflamacién y el estrés
oxidativo, pudiendo reducir el riesgo de fibrilacién auricular en pacientes con
HTAy diabetes. Estos efectos en conjunto lo convierten en un farmaco clave para
mejorar la salud CV y prevenir complicaciones en enfermedades cardiacas y
vasculares. A pesar de la existencia de estudios, tanto in vitro como in vivo,
donde demuestran el beneficio del farmaco LOS sobre la fibrosis cardiaca en
diversos modelos experimentales (318,324,334,335), es de destacar que existen
escasos estudios donde han comprobado los efectos del fdrmaco en el modelo
LAD de generacién de IM, asi como en CFs humanos primarios. De los escasos
estudios in vivo publicados, cuatro de ellos estan realizados en rata y, en todos
ellos no se concluye el beneficio postinfarto del farmaco, sugiriendo mas
estudios. Esta demostrado que el farmaco LOS muestra beneficios frente a la
proteccion CV tras sufrir un IM, pero su efectividad depende del momento de
administracion y la dosis (336). Bajo nuestra experiencia y empleando el modelo

LAD en ratones, no pudimos demostrar que el farmaco LOS fuese efectivo para
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el tratamiento de la fibrosis cardiaca tras generarse un dafio agudo en el tejido
cardiaco. Es de mencion comentar, que el modelo in vivo empleado para inducir
fibrosis en la presente Tesis Doctoral exhibe una fibrosis de reemplazo o
reparativa tipica tras sufrir un IM. Este tipo de fibrosis generada es distinto a la
fibrosis generada por estimulos mas crénicos como es el caso de pacientes con
HTA. La accién de farmacos potencialmente antifibréticos como es el caso del
farmaco LOS, no tiene por qué ser la misma en estos dos escenarios y es posible
que el modelo de fibrosis seleccionado en el presente trabajo sea demasiado

agudo para observar los efectos propios del farmaco.

Respecto al fdrmaco NTB, al tratarse de un farmaco indicado para el tratamiento
de la fibrosis pulmonar, existen escasos estudios donde evallen su efecto sobre
CFs humanos primarios. Asimismo, los resultados obtenidos en el presente
trabajo con el farmaco NTB no mostraron ser claros. En un primer momento, los
resultados obtenidos en el cultivo primario de CFs humanos llegaron a demostrar
su posible efecto antifibrético, obteniendo resultados prometedores en cuanto
a la reduccidn de determinados genes profibréticos, asi como también en los
ensayos de migracién, tal y como se llegd a demostrar en algunos estudios
publicados realizados en otro tipo celular (226,240,242,337). Pudimos
demostrar su posible capacidad de reduccién en la expresién de determinadas
moléculas de adhesién implicadas en el proceso inflamatorio (Mac-1), sobre
todo, en la poblacién de monocitos. Pero dicho resultado no fue concluyente ya
que también se obtuvo aumentos significativos en la expresién de las moléculas
ICAM-1 y VCAM-1 en los CFs, implicadas en procesos de adhesién celular y cuyo
aumento resulta contraproducente si se busca reducir la inflamacién. Sin
embargo, el estudio realizado en el modelo in vivo no mostré el mismo beneficio,
obteniéndose resultados completamente contradictorios, llegando incluso a ser
perjudiciales en la supervivencia de los animales de experimentacién. Cabe
sefalar que los experimentos in vitro llevados a cabo en el cultivo primario de

CFs humanos no reproducen exactamente una situacidon de fibrosis aguda
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generada por la falta de oxigeno (isquemia) como es el caso del modelo in vivo,
donde se forma un colageno de reemplazo con el objetivo de formar una cicatriz
que evite la ruptura cardiaca. Esto podria justificar la dualidad entre los
resultados obtenidos in vitro e in vivo, ya que no se reproducen exactamente los

mismos escenarios.

A pesar de la escasez de estudios acerca del efecto del farmaco NTB sobre la
fibrosis cardiaca, existe un estudio publicado realizado en un modelo in vivo en
el que se evalua la posible aplicacion de este farmaco sobre el proceso de fibrosis
cardiaca inducido por HTA (modelo TAC), demostrando sus efectos beneficiosos
en el contexto de las enfermedades cardiacas al frenar el avance de la fibrosis y
el remodelado en el corazén (225). Sin embargo, no existen estudios donde
evallen el efecto de dicho farmaco sobre la fibrosis cardiaca inducida por el
modelo LAD, siendo este estudio el primero de todos. Es por ello, que a pesar de
haber obtenido resultados poco concluyentes acerca de la posible utilizacién del
NTB como farmaco con capacidad antifibrotica a nivel cardiaco, existen
investigaciones donde se estudia el posible reposicionamiento del farmaco como
opcidén terapéutica para manejar el remodelado cardiaco patoldgico y mejorar

los resultados en pacientes con disfuncién cardiaca (Figura 19).

Adicionalmente, a pesar de todos los factores mencionados anteriormente que
dificultan el desarrollo de farmacos con potencial antifibrético a nivel cardiaco,
se sugieren mas estudios para la busqueda de dianas ‘especificas’ para cada tipo
de fibrosis, puesto que se trata de un proceso bastante complejo y muy variable
dependiendo del estimulo desencadenante, del tejido u érgano y de la propia

especie afectada.
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VI.  CONCLUSIONES

1. En la caracterizacidon de la respuesta fibrética en los cardiofibroblastos
humanos primarios, de los tres estimulos profibroéticos seleccionados (TGF-B3,
Ang.ll e hipoxia), Unicamente el estimulo TGF-B1 incrementd la expresién de
genes profibréticos [COL1IA1, COL3A1, ACTA2 (a-SMA), CDH2 (N-cadherina) y
MMP9].

”

2. En el cultivo primario de CFs humanos, el farmaco nintedanib “per se
demostré mayoritariamente un efecto antifibrético ya que redujo tanto la
expresidon de diversos marcadores génicos involucrados en el proceso fibrético
(COL1A1, COL3A1, FN1, CDH2, TGF-B1 y PDGFRa), como también la migracion
celular de los cardiofibroblastos. Este efecto antifibrético fue reforzado por la
capacidad del farmaco nintedanib de normalizar [COL1A1, FN1, CDH2 (N-
cadherina)] o revertir (MMP9), la expresién de marcadores fibroticos inducidos
por el estimulo TGF-B1. No obstante, nintedanib presentd un perfil fibrético

respecto al incremento del gen ACTA2 (a-SMA).

3. El fdrmaco nintedanib se comportd de manera dual respecto a la inflamacidn.
Asi, ejercid un efecto ‘proinflamatorio’ en los cardiofibroblastos humanos
primarios aumentando significativamente la expresiéon génica de /IL-6 y la
expresién de las moléculas de adhesiéon ICAM-1 y VCAM-1. Sin embargo, a nivel
sistémico, tuvo una accion ‘antiinflamatoria’ puesto que fue capaz de revertir el
aumento de la expresion de la molécula de adhesién leucocitaria Mac-1 inducida

por TNF-a en monocitos.

4. En el modelo in vivo de fibrosis cardiaca basado en la generacién de un infarto
de miocardio mediante la ligadura transitoria de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (modelo LAD), el farmaco nintedanib no tuvo un
efecto antifibrético ya que no modificé la infiltracion leucocitaria, ni el depdsito

de colageno, ni la proliferacién celular ni la angiogénesis en el tejido cardiaco de
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los animales de experimentacion. De hecho, el farmaco nintedanib produjo un
efecto profibrético incrementando significativamente la expresidn génica de
marcadores como el collal, fn1y timp1, y proinflamatorios como la il-6 en el
tejido cardiaco. Ademas, provocd un aumento en la concentracién plasmatica de

troponina |, indicativo de dafo cardiaco.

5. El fdrmaco losartan, no tuvo ningun efecto relevante sobre la expresion génica
y proteica de marcadores profibrdticos, ni sobre el proceso de migracién celular
en el cultivo primario de cardiofibroblastos humanos, asi como tampoco sobre
la expresion de las moléculas de adhesidn. Asimismo, en el modelo in vivo de
infarto de miocardio inducido por la ligadura transitoria de la arteria coronaria
(modelo LAD), al igual que el farmaco nintedanib, tampoco mejord ni fue capaz

de prevenir el dafio fibrético e inflamatorio generado.

6. El resto de los farmacos evaluados (pirfenidona y cilengitide) no tuvieron
ningun efecto relevante sobre la expresidon génica y proteica de marcadores
profibroticos, ni sobre el proceso de migracion celular en el cultivo primario de
cardiofibroblastos humanos, asi como tampoco sobre la expresién de la

molécula de adhesidén leucocitaria Mac-1.
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ANEXOS

Tabla 28. Valores de SCORE asignados de cada uno de los cortes de tejido cardiaco de cada
uno de los ratones pertenecientes a cada grupo experimental.

Grupo experimental

Raton

Corte histolégico, SCORE

ELE] Medio Apical

Media
SCORE

Los ratones pertenecientes a este grupo experimental
SHAM no mostraron inflamacion en los cortes de tejido
cardiaco, asignandoles el valor de 0
1 1 3 3 2.3
2 1 2 2 1.6
VEHicULO 3 2 ! 2 16
4 1 1 1
5 1 1 1
6 1 1 1
1 2 3 3 2.6
2 0 1 1 0.6
NTB 3 1 2 X 1.5
4 0 1 2 1
5 1 2 1 13
6 2 2 2 2
1 1 1 2 13
2 1 1 1 1
3 1 1 2 1.3
4 1 0 1 0.6
5 0 2 1 1
6 0 4 0 13
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ANEXOS

Tabla 29. Valores asignados tras la cuantificacion de los depdsitos de coldgeno (% fibrosis)
de cada uno de los cortes de tejido cardiaco de cada uno de los ratones pertenecientes a
cada grupo experimental.

Corte histoldgico, % fibrosis

Grupo experimental P - .~ Media
Raton Basal Medio Apical
Los ratones (S.1 —S.4) no mostraron depdsitos de
SHAM coladgeno en los cortes de tejido cardiaco.
5 0 0 1.21 0.40
1 1.29 32.48 43.88 25.88
2 4.78 18.12 16.43 13.11
VEHICULO 3 15.39 6.35 12.87 11.54
4 6.20 7.35 12.84 8.80
5 1.26 7.14 4.38 4.26
6 0.41 2.39 18.97 7.26
1 15.79 31.42 35.19 27.46
2 0 11.79 14.04 8.61
NTB 3 2.08 26.57 18.91 15.86
4 0 5.78 21.60 9.13
5 4.55 19.45 15.21 13.07
6 12.02 21.76 16.67 16.82
1 6.90 4.32 21.65 10.96
2 2.37 2.56 3.19 2.71
3 10.56 5.74 11.35 9.22
4 6.45 0 7.86 4.77
5 7.00 17.53 1.51 8.68
6 0 68.37 0.57 22.98
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Tabla 30. Valores asignados tras la cuantificacion del indice de Ki67 de cada uno de los cortes
de tejido cardiaco de cada uno de los ratones pertenecientes a cada grupo experimental.

Corte histoldgico, indice Ki67

Grupo experimental Ratbh ... Media
Basal Medio Apical

1 5.05 3.10 X 4.08

2 331 3.22 217 2.90

SHAM 3 5.09 2.51 1.80 3.13
4 3.68 X 3.11 3.40

5 2.02 1.42 1.17 1.54

1 1.61 1.74 1.00 143

2 1.55 1.56 0.25 1.12

VEHICULO 3 4.78 2.28 1.22 2.76
4 2.35 1.85 212 2.10

5 1.65 2.20 1.97 1.94

6 0.94 0.89 0.76 0.87

1 3.64 4.41 0.76 2.94

2 1.40 1.66 1.03 1.36

NTB 3 7.21 3.06 1.03 3.76
4 0.80 1.67 1.58 1.35

5 1.94 3.13 1.16 2.08

6 0.84 0.90 0.96 0.90

1 1.82 1.74 0.84 1.47

2 2.51 1.80 1.08 1.80

3 5.92 2.38 2.83 3.71

4 3.32 2.04 4.54 3.30

5 1.96 X 1.53 1.75

6 1.72 2.62 1.25 1.86
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Tabla 31. Valores asignados tras la cuantificacion del nimero de vasos positivos para CD31
de cada uno de los cortes de tejido cardiaco de cada uno de los ratones pertenecientes a
cada grupo experimental.

Corte histoldégico, CD31*

Grupo experimental Ratbh . Media
Basal Medio Apical
1 29 15 9 18
2 28 31 20 26
SHAM 3 25 25 9 20
4 7 8 6
5 13 2
1 33 35 9 26
2 42 40 44 42
VEHICULO 3 67 44 15 42
4 22 19 15 19
5 9 9 8
6 18 22 1 14
1 41 60 18 40
2 41 35 18 31
NTB 3 32 39 34 35
4 13 15 6 11
5 18 13 11 14
6 31 17 20 23
1 12 16 10 13
2 23 16 5 15
3 15 28 4 16
4 9 10 5 8
5 13 16 7 12
6 15 22 0 12
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS DEL HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE
VALENCIA

Don Julio Palmero da Cruz, Secretario Técnico del Comité Etico de Investigacién con Medicamentos del
Hospital Clinico Universitario de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su reunién de comisién ordinaria (Actan®367), de fecha 25 de marzode 2021, se han
analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto de investigacién:

N° DE ORDEN: 2021/038

TITULO: Receptores P2X7 y respuesta inflamatoria vascular: desde la evidencia obtenida con Abacavir hasta
la caracterizacién de nuevos mediadores protrombéticos

PROTOCOLO: versién 1 de fecha 7 de febrero de 2021

HIP/Cl centro de transfusiones: versién 2 de fecha 10 de marzo de 2021

HIP/Cl cordones umbilicares: versién 2 de fecha 10 de marzo de 2021

HIP/Cl muestras sangre pacientes VIH: versién 3 de fecha 29 de marzo de 2021

PETICION DE AYUDA A LA INVESTIGACION: Proyectos | +D generacién de conocimiento y proyectos 14D+
retos investigacién

Emite un DICTAMEN FAVORABLE parala realizacién de dicho proyecto en el Departamento de Farmacologia
de la Universidad de Valencia por el Dr. Juan Vicente Esplugues Mota y la Dra. Angeles Alvarez Ribelles.

Lo que certifico a efectos oportunos.

Valencia, 30 de marzo de 2021
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Fdo. Don Julio Palmero da Cruz

Dictamen proyectoPaginal | L
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DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

F-CE-GEva-2C v1_ (31-eners-2019)

Hospital Clinic Universitari

HOJA DE INFORMACION AL DONANTE

Nos dirigimos a usted para informarle sobre el estudio de investigacion “receptores p2x7 y respuesta
inflamatoria vascular: desde la evidencia obtenida con abacavir hasta la caracterizacion de nuevos mediadores
protrombéticos” dirigido por el Dr. Juan Vicente Esplugues Mota y la Dra. Angeles Alvarez Ribelles, en el que se
le invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién de su centro,
de acuerdo con la legislacion vigente, Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica.

Podra solicitar cualquier explicacion que desee sobre cualquier aspecto del estudio y sus implicaciones
a lo largo del mismo contactando con el investigador principal del proyecto, por la Dra. Angeles Alvarez
Ribelles en el teléfono 963864898.

1. PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede decidir NO participar. Si decide
participar, puede cambiar su decisidn y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere
la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su atencién sanitaria,

2. EL OBJETIVO DEL ESTUDIO ES ESTUDIAR NUEVAS VIAS DE ACTIVACION PLAQUETARIA.

3. DESCRIPCION DEL ESTUDIO
Para llevar a cabo el objetivo del estudio extraeremos plaquetas o leucocitos de sangre de donantes sanos.

4. ACTIVIDADES DEL ESTUDIO

Durante la participacién en este estudio, se extraera una muestra de sangre al participante. La participacién no
requiere la realizacién de mads visitas y pruebas de las que se realizarian si no participara en el estudio. La
participacién en el estudio no interfiere con el hecho de la donaci6n.

5. RIESGOS Y MOLESTIAS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
No se prevé ningln riesgo adicional para usted ya que utilizaremos para el estudio una pequefia muestra de
sangre,

6. POSIBLES BENEFICIOS
Es muy posible que usted no obtenga ningln beneficio para su salud por participar en este estudio, pero podra
ayudar a mejorar el prondstico y el tratamiento de futuros pacientes,

7. PROTECCION DE DATOS PERSONALES

El investigador y el centro son responsables respectivamente del tratamiento de sus datos y se comprometen a
cumplir con la normativa de proteccién de datos en vigor, la Ley Orgdnica 3/2018, de 5 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales y Garantia de los Derechos Digitales y el Reglamento (UE) 2016/679 del
Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccién de Datos (RGPD).

8. INFORMACION RELATIVA A MUESTRAS BIOLOGICAS
Su participacién en este estudio conlleva la obtencién y utilizacién de muestras biolégicas (muestra de sangre
procedente de donante sano) con fines de investigacidn, para lo que se observara la Ley 14/2007 de investigacion
biomédica y el Real Decreto 1716/2011 de Biobancos, normativas que garantizan el respeto a los derechos que
le asisten.
Al firmar este documento, revisado y evaluado favorablemente por el Comité de Etica de Investigacidn de su
centro, usted acepta que se utilicen sus muestras para las finalidades del presente estudio.
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8.1 Procedimientos de obtencion de muestras, molestias y posibles riesgos
El tipo de muestra a obtener serdn muestras de sangre procedente de donantes sanos que se obtendrdn cuando
vaya a donar sangre.

8.3. Lugar de andlisis y almacenamiento de muestras

Durante el desarrollo del estudio sus muestras pueden ser analizadas en el Departamento de Farmacologia de la
Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de Valencia.

Durante este proceso el responsable de las muestras seré el promotor/investigador del estudio.

8.4. Implicaciones de la informacion obtenida al analizar las muestras
En el caso de que usted lo solicite, se le podra facilitar informacion acerca de los estudios generales del presente
estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Yo, <<nombre y apellidos del participante>>
Edad, , Sexo

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado sobre el estudio,
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que pueda retirarme del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Consiento al uso y tratamiento de mis datos personales para esta investigacion en las condiciones explicadas en
esta hoja de informacién.

Uso de Muestras

Consiento al almacenamiento y uso de las muestras y de los datos asociados para esta investigacién en las
condiciones explicadas en esta hoja de informacion.

st CIno

Deseo que el médico del estudio me comunique la informacion derivada de la investigacion (genética o no
genética, a matizar dependiendo del caso) que pueda ser relevante y aplicable para mi salud o la de mis familiares:
Osi O no Teléfono o e-mail de contacto

Consiento a ser contactado en el caso de necesitar mds informacidn o muestras bioldgicas adicionales.

st [l no Teléfono o e-mail de contacto
Firma del participante Firma del investigador
Fecha: / / Fecha: / /
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% GEN ERALITAT Direccidn Gonaral de Produccion Agricolay
Ganadaera
Ciudad Administrativa 9 de Octub
\\\ VA LE NC IAN A C:Jll:do La I:II::'mr:h:ra: :.?“? . #E‘r;‘ialbnci;
\ Conselleria de Agriculiura, R S
Ganaderia y Pesca ssybailigva.cs

PROCEDIMIENTO 2023-VSC-PEA-0200

Vista la solicitud realizada en fecha 21/07/23 con n° reg. enfrada GVRTE/2023/3193517
por D/D*. Carlos Hermenegildo Caudevilla, Vicerrector de Investigacion y Politica
Cientifica, centro usuario ES462500001003, para realizar el procedimientor

“Estudio del potencial efecto de farmacos anti-fibroticos sobre la fibrosis vascular

Teniendo en cuenta la documentacion aportada, segln se indica en el articulo 33, punto
5y 6, y puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo
dispuesto en el articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero.

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccion y Sanidad Animal.

AUTORIZO:

La realizacion de dicho procedimiento al gque se le asigna el codigo: 2023-VSC-PEA-
0200 tipo 2, de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacion
para el nimero de animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin
menoscabo de las autorizaciones pertinentes, por ofras Administraciones y entidades, y
levandose a cabo en las siguientes condiciones:

Usuario: Universitat de Valéncia

Responsable del proyecto: Ana Blas Garcia

Establecimiento: Animalario Facultad de Medicina - Campus Blasco Ibariez

Necesidad evaluacion restrospectiva: No

Condiciones especificas: No

La presents resolucidn no pone fin a la via administrativa y confra la misma puede inferponerse, en & plazo
de un mes a contar desde of dis siguiente al de su nofificacion o publicacion, recurso de alzads ante &f
Secretario Autondmico de Agriculfura y Desarollo Rural, de conformidad con ko dispuesio en los arficulos
121 y 122 de [a Ley 392015, de 10 de octubre, del Procedimiento Adminisirativo Comin de las
Administraciones Publicas.

Walencia a, fecha de la firma electronica
La directora general de Produccion Agricola y Ganadera

Firmat per Leticia Sanchiz Becquet el
15/10,/2023 18:43:35

Cirrec: Directora General de Produccilfn
Agricola y Ganadera
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