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RESUMEN

Antecedentes: Adenosina es un nucledsido derivado del metabolismo del adenosin tri-
fosfato que cumple multiples funciones en el organismo, incluyendo control de la funcién
y formacion de vasos sanguineos. Esta molécula actua sobre una familia de receptores
denominados A, Aya, A Y As. Particularmente, el receptor A,,, tiene un rol estimulatorio
de la formacion de vasos sanguineos (o angiogénesis), a través de la estimulacion de
proliferacion, migracién y maduracién de células endoteliales. La importancia de este
receptor en angiogénesis ha sido mostrada utilizando animales deficientes en el mismo,
los cuales presentan una reduccién en la capacidad angiogénica. Por otro lado, se conoce
gue hembras de distintas especies tienen una mayor capacidad angiogénica respecto a los
machos. En el presente estudio proponemos que la deficiencia del receptor A5 de
adenosina se asocia a menor capacidad angiogénica, la cual es mds evidente en machos
gue en hembras.

Objetivo: Determinar el papel del receptor de adenosina A» como modulador del
angiogénesis en ratones machos y hembras.

Metodologia: El presente estudio de tipo experimental, incluye dos modelos de estudio,
uno in vitro y otro in vivo. Para el modelo in vitro, se aislaron cultivos primarios de células
endoteliales de pulmén de animales controles o deficientes en el receptor A2A de
adenosina (A sAR-KO). Luego de la caracterizacion del cultivo primario mediante
inmunoseleccion con CD31, las células fueron utilizadas para ensayos de western blot para
determinar la presencia de los marcadores endoteliales CD34 y el receptor 2 del factor de
crecimiento de endotelio vascular (KDR). Posteriormente, las células fueron utilizadas para
extraccién de RNA para determinar los niveles de RNA mensajero para los receptores Al,
Ag vy As. Asi como también se utilizaron las células para ensayos de proliferacién,
migracidon y capacidad de formacion de tubos (angiogénesis in vitro) en ausencia o
presencia de los agonistas no selectivos de los receptores de adenosina, NECA; o del
agonista selectivo para el receptor A,,, CGS-21680. Todos los experimentos fueron
realizados considerando el sexo de los animales desde los cuales fueron extraidas las
células. Para los experimentos in vivo, animales control o A,nAR-KO fueron utilizados para
ensayos de cicatrizacidon de herida provocada en la zona dorsal del animal. Se realizé un
seguimiento hasta los 10 dias post-herida. En el dia 4 post-herida se obtuvieron muestras
de piel, las cuales fueron utilizadas para analisis histolégico utilizado tincion de
hematoxilina y eosina. Se realiz6 ademas analisis del flujo sanguineo mediante laser
Doppler.

Resultados: Se encontré que las células CD31 positivas, mostraron un aumento
significativo de KDR o de CD34 respecto a aquellas células no expuestas a seleccidon por
CD31 tanto en células de animales control como de A;sAR-KO. En hembras se encontré un
aumento significativo en los niveles relativos de mRNA para el receptor A,z (1.8 veces,
p<0.05) y el receptor Az (2.7 veces, p<0.05) en A,sAR-KO respecto a su respectivo control
(WT); mientras que en el receptor A; no se evidencia cambios en los niveles relativos de
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MRNA en ambos grupos. Por otra parte, en machos se observé un aumento significativo
en los niveles relativos de mRNA para los receptores A; (2.1 veces, p<0.05) respecto a sus
respectivos controles (WT). En el ensayo de proliferaciéon celular se encontré que las
hembras control mostraban una mayor sensibilidad al agonista no selectivo NECA que las
hembras A;,AR-KO, o que los ratones machos control o A;,AR-KO, en al menos un orden
de magnitud. No se observan cambios significativos en la logECso (10°* M, 95%CI 107 a
10°°* M versus 10°%' M, 95%CI 10°° a 10°® M, respectivamente) entre células de
hembras o machos control. Unicamente, las células endoteliales de animales control,
hembras y machos, presentaron respuesta proliferativa mediada por CGS-21680. Ademas,
en hembras control se mostré que tanto NECA como CGS-21680 incrementaron
significativamente la migracidn celular respecto a la condicion basal; situacion que no se
observé en su contraparte A,pnAR-KO. Es mads, en este uUltimo grupo, la respuesta a CGS-
21680 fue significativamente menor que la observada en los ratones control. Para el caso
de los machos, se encontré que uUnicamente CGS-21680 fue capaz de provocar un
aumento significativo (1.3 veces, P<0.05) en la migracién celular en ratones control. En
ratones A,sAR-KO, ni NECA o CGS-21680 generaron cambios significativos respecto a la
condicién basal. Sin embargo, a diferencia de lo observado en hembras, los machos A;,AR-
KO tuvieron una menor respuesta migratoria en todas las condiciones experimentales.
Respecto a los ensayos de diferenciacién endotelio o angiogénesis in vitro, mosque que las
células de hembras o machos control incrementaron significativamente en presencia de
NECA o CGS-21680, un efecto que no fue observado en células de ratones A;sAR-KO. Los
resultados in vivo mostraron que los machos A;sAR-KO tuvieron una herida mas grande
gue sus respectivos controles (0.63 = 0.09 vs 0.27 £ 0.01 mm, respectivamente, P=0.05).
Mientras que, en hembras, las diferencias no fueron estadisticamente significativas entre
ratones A,pAR-KO y sus controles a los 10 dias de seguimiento. Ademas, se encontré que
los machos A;aAR-KO tuvieron una dermis mas gruesa (1.3 veces, P<0.05), pero una
epidermis mas delgada (-15%) que las hembras A;sAR-KO. Finalmente, los resultados
muestran que el flujo sanguineo fue mayor en los animales A;pAR-KO en hembras y
machos, siendo en estos Ultimos estadisticamente significativo respecto a su respectivo
control (P=0.01). De forma interesante, los resultados también muestran que el flujo
sanguineo en hembras A;sAR-KO fue constante, similar a lo encontrado en ratones
hembra control. Sin embargo, en el ratdn macho A;sAR-KO el flujo fue intermitente
mostrando una amplia variabilidad en las mediciones.

Conclusidn: La condicidn genotipica de deficiencia del receptor A, de adenosina genera
una adaptacién pro angiogénica tanto en hembras como en machos, ddndoles una ventaja
a las hembras respecto a los machos, tanto en ensayos in vitro (migracién y diferenciacion
endotelial (tubos) como la respuesta in vivo (cicatrizacién y fluyo sanguineo).
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I. INTRODUCCION
1.1 Endotelio Vascular

El endotelio constituye una capa unicelular continua que sirve de interfase
estructural y funcional entre el torrente sanguineo y la pared vascular. Las células
endoteliales (CE) son células altamente especializadas, capaces de sintetizar, almacenar y
liberar diferentes moléculas que cumplen funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas
(Brunner et al., 2005), por lo cual el endotelio ejerce diversas funciones desde el punto de
vista vascular, las que se mencionan: regular la coagulacion, trombosis y el sistema
fibrinolitico, ademas modula la actividad de las células musculares lisas (tono
vascular/proliferacién) y controla el transito de macromoléculas y células inflamatorias a
la pared (Shibuya, 2006). El recubrimiento endotelial ostenta diferentes receptores que le
permiten captar sefales fisicas, quimicas, hormonales e inmunolégicas. Cuando estas
funciones son alteradas (disfuncién endotelial) se favorece el desarrollo de lesiones
vasculares (Badimodn et al., 2002).

La disfuncién endotelial es un desorden sistémico y un temprano evento en la
patogénesis de aterosclerosis y otras patologias vasculares, esta es caracterizada por una
alteracion entre la vasodilatacion dependiente del endotelio y vasoconstriccidn, asi como
también entre la capacidad antitrombédtica y protrombética (Lu et al., 2010). Esta
disfuncién endotelial permanece en varios estados afectado la funcionalidad vascular, ya
sea evidenciando desarrollo de estados tempranos aterosclerdticos, placas ateromatosas,
ruptura, vasoespasmos, formacién de trombos, oclusién de vasos e infarto (Brunner et al.,

2005).
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Para poder modular todas estas funciones, el endotelio sintetiza una serie de
sustancias que regulan positiva y negativamente la funcién de los vasos sanguineos.
Dentro de estas moléculas se encuentra adenosina. En la siguiente seccién veremos mas

en detalle esta molécula.

1.2 Adenosina: Rol fisioldgico.

La adenosina (Ado) se compone de una molécula de adenina unida a una molécula
de azucar ribosa (ribofuranosa) a través de un enlace B-N9-glicosidico del cual puede
almacenar de manera directa o indirecta en (ADP o AMP) (Fig. 1). La adenina, precursor de
adenosina, es parte estructural de moléculas tan importantes para la funcionalidad celular
como ATP (Gessi et al., 2010), cofactores necesarios para diversas reacciones enzimaticas
tales como reacciones de oxidacion —reduccién mediadas por nicotin adenin dinucleotido
(NAD), nicotin adenin dinucleotido fosfato (NADP), flavin adenin dinucleotido (FAD) entre
otras; también puede actuar directamente como segundo mensajero ya sea en forma de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o adenosina difosfato ciclico (ADPc). Ademas, esta
misma molécula adenina es constituyente de los acidos nucleicos (Ryzhov et al., 2008).
Adenosina por su parte actuaria como una molécula de senalizacién extracelular siendo
liberado en casi todos los tipos de células (Gessi et al., 2011).

Adenosina es sintetizada de varias fuentes metabdlicas, siendo la degradacién del
ATP una de las principales. Por otra parte, el estrés metabdlico o dafio celular, que se
encontrarian asociado a condiciones de isquemia, hipoxia, asma, trastornos

neurodegenerativos, enfermedades inflamatorias crénicas entre otras se asocia a
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elevacion en la concentracion extracelular de Ado; (Linden,2001; Fredholm et al.,2001;
Gessi et al.,2011;2013). En ese sentido, la concentracion extracelular de adenosina esta
en el rango de 20nM a 200 nM, pero en respuesta a estrés, podria aumentar hasta 300

uM (Fredholm, 2011; Burnstock,2008; Lopes et al.,2011).

En esta misma linea, la rdpida liberaciéon de Ado, en respuesta a estimulos sobre
tejidos tiene un doble papel en la modulacién de la homeostasis. En primer lugar, la
adenosina extracelular representa una molécula de alarma relevante dado que informaria
de lesiones en los tejidos o células, de una manera autocrina y paracrina al tejido
circundante (Gessi et al., 2000). En segundo lugar, Ado extracelular generaria una serie de
respuestas de los tejidos diana hasta lograr la homeostasis.

Gran parte de los efectos atribuidos a Ado se asocian a la activacién de uno o mas
de sus cuatro receptores transmembrana (AR), los cuales se denomina A;, A, A Y A3
(Gessi et al., 2000). Sin embargo, Ado también tendria efectos independientes a sus
receptores dado que esta molécula puede atravesar la membrana celular y tener un papel
en los mecanismos intracelulares, incluyendo la activacién de AMP quinasa (AMPK),
adenosin quinasa (AK) y la via S-adenosil-homocisteina (SAHase) (Antonioli et al.,2013).
Pese a esto ultimo, la evidencia apoya la idea de que la capacidad de Ado, al interactuar
con sus receptores jugaria un papel clave al tener un efecto modulador, tanto en la salud
0 en patologias que podrian estar asociadas a procesos inflamatorios o inmunes (Hasko et
al., 2009). De esto ultimo existirian muchos enfoques emergentes ya sea a nivel
terapéutico que se centrarian en la modulacion de Ado en el sistema inmunitario o

cardiovascular (Hasko y Pacher, 2008). Precisamente, en esta tesis se abordara uno de los
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efectos fisioldgicos de Ado mds estudiado que corresponde su relacién al sistema

cardiovascular (Drury y Szent-Gyorgyi,1999).

1.3 Receptores acoplados a proteinas G (GPCRs)

Los receptores de adenosina pertenecen a la siper familia de receptores asociados
a proteina G (GPCRs) (Fredholm et al., 2011). En forma similar a los otros miembros de
esta super familia de proteinas en el genoma de mamiferos; los receptores de adenosina
estructuralmente constan de siete dominios transmembrana (7TM) y pueden mediar
respuestas celulares a una variedad de sefiales extracelulares (Lagerstrom y Schiolth,
2008).

Ademas, respecto a la maquinaria transmembranosa, las GPCRs comparten un
dominio proteico (7-TM) en comun, el cual evidencian una arquitectura a-hélice acoplado
a proteinas G (Lefkiowitz, 2004). La alfa-hélices estdn conectados y alternadas mirando
hacia el medio extracelular con su grupo amino-terminal, mientras que el extremo
carboxilo-terminal esta dispuesto hacia la cara intracelular (Schiolth, 2008). La unién de un
estimulo, o 'primer mensajero’, a los dominios extracelulares de GPCR provoca cambios
conformacionales en la estructura 7TM que se transmiten a través de los dominios
intracelulares del receptor del cual promueve el acoplamiento entre el receptor y su
proteina G. En el caso de los receptores estimulatorios de proteina G, como los receptores
Aya, una vez que el receptor se activa, este estimula la activacion de la proteina G
catalizando el intercambio de guanosina trifosfato (GTP) por difosfato de guanosina (GDP)

acoplado a la subunidad Ga, llevando entonces a la disociacién del heterodimero Gpy.
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Una vez disociadas, las subunidades libres Ga-GTP y GBy pueden regular la actividad de los
efectores enzimaticos, tales como adenilato ciclasas (AC), fosfolipasa C (PLC) y canales
idnicos, para generar moléculas pequefias o los "segundos mensajeros"”. Los segundos
mensajeros, a su vez, controlan la actividad de las proteinas quinasas que regulan las
enzimas clave implicadas en el metabolismo celular (Oldham y Hamm,2008; Ding et

al.,2013), ver figura 2.

1.4 Receptores adenosina.

Cuatro miembros de la familia de receptores Ado / P1 han sido clonados y
caracterizados en una variedad de especies, los cuales como se sefialé anteriormente son
conocidos como receptores A, Aya, Ay Az (tabla 1y Figura 3). (Burnstock et al.,2008.).

A continuacion, veremos mas caracteristicas de cada uno de estos receptores.

1.5 Receptor de adenosina A; (A;AR).

El receptor A; se encuentra en varias especies animales, incluyendo humanos. Se
localiza en el cromosoma 1g32.1 (Megson et al., 1995) y se sabe que tiene una similitud
estructural y estrecha a través de las diferentes especies de mamiferos como murinos
(Ravelic y Burnstock, 1998). Estudios en ratones, muestran que el receptor A; es
ampliamente distribuida en el sistema nervioso central, con altos niveles en la corteza
cerebral, hipocampo, el cerebelo, el tdlamo, el tronco encefalico y médula espinal de rata
(Reppert et al.,1991; Dixon et al., 1996). Ademas, estd presente en numerosos tejidos
periféricos, incluyendo conductos deferentes, testiculos, tejido adiposo blanco, estémago,

bazo, hipdfisis, suprarrenales, corazon, aorta, higado, ojos, y vejiga (Reppert et al., 1991;
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Dixon et al., 1996). Por otra parte, los niveles bajos se encuentran en pulmoén, rifién e
intestino delgado (Reppert et al., 1991; Stehle et al., 1992; Dixon et al., 1996), de esto
mismo una distribucion similar ha sido descrito para los A;AR en humanos (Ren vy Stiles,
1994).

En cuanto a la transduccién de sefial, el receptor A; estd acoplado a miembros de
la familia Gi/G, de proteinas G, (descrita anteriormente) por lo cual induce inhibicién de la
actividad de adenilato ciclasa (AC) (Van Calker et al., 1979). En particular el receptor A; se
acopla a los canales de potasio, asi como los canales de potasio dependientes de ATP (K-
ATP), en particular en el tejido cardiaco y las neuronas. Ademads, recientemente se ha
informado que el receptor A; activaria ademds via proteinas quinasas (MAPK) los cual
ayudaria desensibilizacion 'y recuperacién en patologia neurodegenerativo o

cardiovasculares (Jajoo et al., 2010).

1.6 A;AR en el sistema cardiovascular

A nivel cardiovascular, la activacion de receptor A; ubicado a nivel de nodo sinusal
y atrioventricular, tiene un efecto cronotrépico e inotrépico negativo, lo cual puede causar
bradicardia y bloqueo cardiaco, respectivamente. Ademds, sus efectos inotrépicos
negativos provocan una disminucién de la contractilidad auricular y duracién en el
potencial de accidon (Fredholm et al.,1989; Hasuo et al.,1992). Recientemente, se ha
demostrado que la delecion del receptor A; suprime la frecuencia cardiaca estimulada por

Ado en modelos in vivo (Koeppen et al., 2009).
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Por otro lado, se ha mostrado también que la estimulacién del receptor A; ejerce
un efecto cardioprotector mediante la inhibicién de la liberaciéon de norepinefrina en las
terminaciones nerviosas simpaticas (Schutte et al., 2006). Otros estudios (Schneyvays et
al.,2005; Grenz et al.,2007); también en roedores, muestran que Ado protege a los tejidos
a través de precondicionamiento isquémico (IPC), que consiste en un breve periodo de
isquemia y reperfusidon que puede proteger contra el infarto del miocardio o isquemia en
otros tejidos (Schneyvays et al., 2005; Grenz et al., 2007); lo cual ha sido asociado con
activacion del receptor A, y la via de sefializacion de proteina quinasa C (PKC) la cual
activaria canales de K-ATP mitocondriales (Kiesman et al.,2009; Solenkova et al.,2006).
También a nivel cardiaco, agonistas para el receptor A;, por ejemplo, tecadenoson (N6- [3
(R) - tetrahidrofuranilo] adenosina), se encuentran asociado al desarrollo de arritmias y la
fibrilacién auricular. Asi, los estudios clinicos con tecadenoson intravenosa sugieren que
puede reducir la velocidad de conduccién atrio ventricular nodal al estimular
selectivamente el receptor A;, lo cual seria beneficioso en pacientes con fibrilacién
auricular (Yldiz et al., 2007).

En el rindn, por otro lado, el receptor A; media la vasoconstriccién, disminucidn en
la tasa de filtracion glomerular, inhibicion de la secrecién de renina. Por lo tanto, los
antagonistas de A;AR representan una nueva clase de agentes para uso potencial en el
tratamiento de la hipertension y edema (Vallon et al., 2006). De hecho, los antagonistas
de A; son diuréticos y natriuréticos mas eficaces que las tiazidas, con la ventaja afiadida de
reducir la eliminacion de potasio, el flujo sanguineo renal y la tasa de filtracién glomerular

visto con estos ultimos farmacos convencionales (Zhou y Kost, 2006). En este sentido, los
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ensayos clinicos, aunque en un numero limitado de sujetos, han demostrado que los
antagonistas del receptor A; producen efectos natriuréticos e hipotensores en pacientes
hipertensos y atenudan la disminucion inducida por la furosemida de la funcién
hemodinamica renal en pacientes con insuficiencia cardiaca. Por lo tanto, los antagonistas
selectivos para el receptor A; estarian dirigidos a la microcirculacién renal y que podrian
mediar el tratamiento de insuficiencia cardiaca crénica y aguda. En el contexto de la
presente tesis, se conoce que la delecién de este receptor en ratones genera una
disminucion en el transporte transcelular de Na/Cl; mientras que su activacién, regulada
por angiotensina 1l, provoca la constricciéon arteriolar aferente (Sun et al.,, 2001;
Schnermann y Briggs, 2008).

De lo indicado, se podria resumir que el receptor A;, participa en una serie de
funciones cardiovasculares, que implican reduccién en la frecuencia y contractibilidad del
corazén, mejorando el acondicionamiento cardiaco a la isquemia, teniendo un efecto

diurético con ahorro de potasio, e hipotensor.

1.7 Receptor de adenosina A;a (A24AR).

El gen del receptor de adenosina A, en humanos ha sido localizado en el
cromosoma 22 q11.23 mientras tanto que en ratdon se localiza en el cromosoma 10
(MacCollin et al., 1994; Dubey et al., 1996; Deckert et al., 1997). Estructuralmente con 410
aminodcidos (409 en ratdn), este receptor es el mas grande de los receptores de
adenosina, caracteristica que es atribuible a un prolongado C-terminal (Piersen et al.,

1994; Jacobson et al.,1997). Su expresion es ubicua, identificandose en bazo, timo,
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leucocitos, sangre, plaquetas, vasos sanguineos, sistema nervioso central, sistema
inmunolégico entre otros (Meng et al.,1994; Peterfreund et al., 1996; Hasko y Pacher,
2008); encontrandose los niveles mds altos de expresion en corazén, pulmones y vasos
sanguineos (Meng et al., 1994; Peterfreund et al., 1996).

El receptor A,s estimula la actividad de AC a través de su acoplamiento con las
proteinas Gs; esto conduce a la formacién de AMPc y activacidon de la proteina quinasa A
dependiente de AMPc (PKA), que a su vez fosforila y activa diversos receptores, canales
idnicos, fosfodiesterasas y fosfoproteinas, tales como la proteina de ligacién en respuesta
a cAMP (CREB) (Baraldi et al., 2008).Adicionalmente, también se ha reportado la
activacion de PKC por la activacion del receptor A, (Lebon et al., 2011 ), MAPK, AKT, entre
otros . Ademas, el receptor A, puede interactuar con diferentes tipos de canales de Ca*
asociados ya sea a aumento o disminucién del calcio intracelular. Estas multiples vias de
sefializacion intracelular estan relacionadas directa o indirectamente a la larga cola
intracelular o extremo C-terminal del A, (Hasko y Pacher, 2008). Asi, el extremo terminal
del receptor A;n se ha definido como un lugar concurrido donde varias proteinas
accesorias, tales como los receptores D2 de dopamina, a-actina, ADP-ribosilacion factor
de sitio de nucleétidos abridor, proteasa 4 especifica de ubiquitina y la translin asociada a
la proteina, pueden interactuar. De lo dicho, se desprende que el extremo C terminal del
receptor A, permitiria la interaccidon con multiples vias de sefializaciéon intracelular, lo cual
podria explicar también los efectos conflictivos resultantes de la activacion de este
receptor que en el caso del sistema nerviosos central podrian variar entre

neuroproteccién o neurotoxicidad (Sun et al., 2006).
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1.8 A;AAR vy el Sistema Cardiovascular.

Se ha demostrado que Ado via activacion de receptor A, confiere efectos
protectores importantes sobre el sistema cardiovascular. Por ejemplo, se conoce que este
receptor se encuentra asociado a vasodilatacién en aortas de rata y arteria coronaria
bovina (Conti et al., 1993). Ademas, el receptor de adenosina A se expresa en las
plaquetas, cuya activacion ha sido asociada a inhibicidn de la agregacién plaquetaria y la
formacién de trombos (Varani et al., 2000).

En referencia a ello el agonista selectivo para el receptor A5, Regadenoson (2- [4-
(Nmethylcarbamoyl) - 1H-pirazol-4-il] Ado) podria mejorar eventos cardiovasculares
adversos ya sea en pacientes hipertensos o con historial cardiaco leve-moderado
(Cavalcante et al., 2011).

Ademas, se ha mostrado en modelos animales que ratones deficientes en A,x
presentan problemas cardiovasculares, asi como una pobre y lenta regeneracion de los

vasos sanguineos (Kern et al., 2006; Bayes, 2007).

1.9 Importancia bioldgica receptor A (A2aAR).

Mediante estudios en genética animales modificados (ratones) para el receptor Aja
de adenosina, este receptor ha sido implicado en una amplia gama de eventos bioldgicos.
El receptor A,a fue el primer receptor de adenosina que se elimind genéticamente en un
modelo murino (Ledent et al.,1997), principalmente en la linea C57BL / 6 (Chen et

al.,2001). Estos animales demostraron varias alteraciones al sistema nervioso central,

18



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

incluyendo disminucidn la actividad exploratoria, aumento de la agresividad e hipoalgesia
(Ledent et al., 1997). Ademads, el knock-out del receptor A,n (KO-As) en ratones
homocigotos se ha asociado con aumento en presidén sanguinea, frecuencia cardiaca y
agregacion plaquetaria (Ledent et al., 1997). En contraposicion, otro estudio (Desai et al.,
2005) utilizando ratones C57BL / 6 knock-out en el alelo 6 que lo hace no funcional al
receptor A,, no mostro diferencias significativas en la presion arterial.

Otros estudios (Armstrong et al., 2001; Ohta y Sitkovsky, 2001; Cronstein et al.,
1990) muestran que la activacion del receptor A, inhibe la inflamacion. Sin embargo, el
uso de animales deficientes en el receptor A,5, ha mostrado resultados contradictorios.
Asi, por una parte, se ha mostrado que los ratones deficientes en receptor A,,, presentan
dafios extensos mds prolongados en tejidos y niveles mas altos de citoquinas pro-
inflamatorias en comparaciéon a los controles no deficientes cuando son expuestos a
estimulos inflamatorios como lipoprotein sacdridos (LPS) (Armstrong et al., 2001; Ohta y
Sitkovsky, 2001). Por tanto, estos estudios resaltan el rol fundamental del A;r en la
atenuacién de la inflamacién. En contraposicion a estos resultados, otros muestran que
los ratones deficientes en A,s tienen una menor sobrevida cuando son expuestos a
bacterias intestinales inducidas por la ligadura cecal. Estas discrepancias, obedecerian al
modelo utilizado, inflamatorio vs infeccioso; asi como el tiempo de exposicion. Pese a ello,
el consenso general indica que el rol del receptor A,a, tendrian un rol protector del tejido.

(ver figura 4).
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1.10 Receptor A,z de adenosina (AxR).

El receptor de adenosina A, se localiza en el cromosoma 17 p12-11.2 en humanos
(Jacobson et al., 1995), mientras que en ratones se ubica en el cromosoma 11. Respecto a
su estructura, en forma similar a A,a, se encuentra acoplado a proteinas Gg/,, el cual
estimula la activacién de AC y de PLC en humanos (Feoktistov y Biaggioni, 1995). El
receptor es expresado ampliamente en tejidos corporales pero distribuidos de manera
desigual.

Estudios moleculares demuestran bajos niveles del receptor A,z en todo el cerebro
(Stehle et al., 1992; Dixon et al., 1996), médula espinal, pulmones, vasos deferentes, e
hipofisis (Stehleet al., 1992); mientras que, por otra parte, se han encontrado niveles altos
de expresidn en este receptor en tejidos como: ciego, intestino grueso y vejiga urinaria
(Stehle et al., 1992). Ademas, los niveles de mRNA para este receptor ha sido descrito en
una variedad de células de la piel ya sea dermis y epidermis en modelos animales (Le
Poole et al., 1999). Esto ultimo serviria de evidencia para hacer una aproximacion en el rol
funcional del receptor A,z ya sea en el proceso de angiogénesis o mecanismos

inflamatorios.

1.11 Importancia bioldgica receptor A,zAR.
La falta de agonistas especificos para el receptor Az, es una razon importante por
la que tan poco se sabe acerca de la funcionalidad de este receptor. A pesar de esta

limitacidn, el receptor A,z ha sido implicado en varios eventos bioldgicos. Este receptor
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juega un papel de mediador de la vasodilataciéon en algunos vasos, tales como aorta de
conejos o arteria renal de ratas (Abbracchio et al., 2001), y la arteria coronaria en caninos
(Balwierczak et al., 1991), mientras que la vasodilatacion en otros vasos estaria mediada
por los receptores A, (Conti et al., 1993). En este mismo sentido, la inhibicion
farmacoldgica utilizando antagonistas selectivos del receptor A,g sugieren que este
receptor esta involucrado en la proliferacion de células del musculo liso provenientes de
aorta de rata (Dubey et al., 1996, 2000).

Por otra parte, el receptor A,z puede jugar un papel en la mediacion alérgica en
procesos inflamatorios (Marquardt et al., 1994). En esta linea estudios farmacoldgicos con
Enprofilina (agonista receptor A,g) ha tenido efectos terapéuticos positivos en problemas
asmatico (Feoktistov y Biaggioni, 1996).

Otro estudio en ratones muestra que el receptor A,z proveniente de células
mesénquimales liberan factores proangiogénico, lo que contribuiria a mejorar la
reparacion y remodelacion en células cardiacas producto de infarto al miocardio (Ryzhov
et al 2008). En esta misma linea se ha demostrado que el receptor A,z mediaria la
diferenciacién de células mesénquimales a osteoblastos lo cual ayudaria a la homeostasis

Osea y formacién de tejido dseo posterior a fracturas (Shannon et al., 2012).

1.12 Receptor de adenosina A; (A3AR).
El receptor A; de adenosina (A3AR) se encuentra localizado en el cromosoma 1p21-
p13, mientras que en ratén se encuentra en el cromosoma 3 (Atkinson et al., 1997). A

pesar de encontrarse en distintos organismos, existe una diferencia entre especies en la
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estructura del receptor A3, compartiendo 74% de identidad en su secuencia entre ratones
y seres humanos (Baraldi et al, 2008), lo cual sugiere una diferente funcionalidad entre
especies (Baraldi y Borea, 2000). En lo que respecta a su distribucién, el receptor de
adenosina Az estaria ampliamente distribuida en tejidos expresandose en testiculos,
pulmén, rinones, placenta, corazén, cerebro, bazo, higado, utero, vejiga, yeyuno, colon
proximal, ojo de rata, ovejas y seres humanos (Jacobson, 1998; Gessi et al., 2008).

Al igual que los otros receptores de adenosina, el Az, es un receptor acoplado a
proteinas G, cuya via de sefializacién se asocia a disminucién de la activacién de AC, con la
consecuente reduccién de AMPc. Sin embargo, también se ha reportado que A; también
puede activar la via de sefalizacion MAPK, lo cual estd asociado a la regulacién de
proliferaciéon celular y diferenciacién celular (Raman et al.,, 2007). En relacién a la
funcionalidad de este receptor, estudios en lineas celulares de mastocitos de rata RBL-2H3
y cerebros de ratas, evidencian que la estimulacién de A3AR estaria implicado en el

funcionamiento neuronal (Raman et al., 2007).

1.13 Receptor de adenosina A; y el sistema cardiovascular.

En el sistema cardiovascular la estimulacion de Az restauraria la reactividad
vascular después de un shock hemorragico (Zhou et al., 2010), asi como también tendria
un rol cardioprotector. Respecto a este ultimo efecto, varios estudios sugieren que la
activacion del receptor Az es crucial para la cardioproteccidon durante y después de una
isqguemia reperfusion; mds aun, se ha indicado que los efectos cardioprotectores

mediadas por Ado, atribuibles alguna vez a la activacién del receptor A;, podrian en
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realidad ser parte de la activacién del receptor A; (Ge et al., 2006), dando cuenta de la
dificultad de analisis de esta familia de receptores.

Estudios en animales deficientes en As, han aportado para esclarecer el rol de este
receptor a nivel cardiovascular. Por ejemplo, ratones transgénicos deficientes en receptor
A3 que inicialmente mostraron una mejor respuesta cardiovascular ante la isquemia
cardiaca, lo cual sugiere un rol protector de la deficiencia de este receptor; lo cual se
contrapuso con experimentos de sobreexpresién del mismo AsAR en donde se evidencio
una disminucién del desarrollo de cardiomiopatia (Negro et al., 2002), sugiriendo esta vez
un rol cardioprotector de la presencia de As.

El mecanismo molecular de cardioproteccion asociado al receptor A; se ha
atribuido a la regulacién de los canales K/ATP, asi como la generacion de oxido nitrico
(NO) (Karjian et al, 2006). Respecto a este ultimo efector, se ha mostrado que la activacién
de A3 en cardiomiocitos, es capaz de activar a la NO sintasa inducible (iNOS) via una
cascada sefalizacién dependiente de PI3K (Hussain et al., 2009).

En el contexto del dafio aterosclerético y riesgo cardiovascular, se ha reportado
recientemente que Ado estimula la formacion de células espumosas, y este efecto se
reduciria por los bloqueadores de los receptores Az y A,g; por tanto, este estudio sugiere
que el bloqueo mixto de receptores As; / A,z puede ser U(til para prevenir pasos
importantes en el desarrollo de la placas ateroscleréticas y riesgos cardiovasculares (Gessi
et al., 2010).

En resumen, la evidencia experimental ha podido verificar las diferentes funciones

de los receptores de adenosina principalmente a través de estudios in vivo en modelos
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animales. Por lo tanto, la generacién ratones transgénicos deficientes para cada uno de
estos mencionados ha demostrado ser valiosa herramienta para conocer la funcionalidad
en cada uno de ellos. Por ejemplo, en este estudio, se trabajard con ratones deficientes en
el receptor A,a, en quienes buscamos profundizar el conocimiento sobre los procesos de

angiogénesis.

1.14 Angiogénesis mediada por el receptor A, (A2aAR).

Dentro de las funciones que se pueden desencadenar por la activacion de
receptores de adenosina, y especificamente el As, haremos énfasis en el proceso de
angiogénesis. Asi el uso de agonistas en los receptores de adenosina o moduladores de
adenosina han mostrado ser capaces de modular la angiogénesis in vitro e in vivo (Ohta et
al., 2001). Adenosina puede contribuir entre 50-70% de la respuesta angiogénica durante
el proceso de cicatrizacién e inflamacidon en tejidos (Firestein et al., 1993). Asi, se ha
mostrado que adenosina tiene efectos mitdgenos directos sobre las células vasculares
(endotelio, pericitos, células musculares) que pueden contribuir al proceso de
angiogénesis. Ademas, en los sistemas de cultivo de células endoteliales, adenosina via
A0AR, estimula la migracién, proliferacién, y la formacién del tubo que constituyen pasos
iniciales y fundamentales para la formacién de nuevas redes de capilares (Cronstein et al.,
1986; Escudero et al., 2013).

En este escenario, la actividad pro-angiogénica de adenosina también se ha
atribuido a su capacidad para regular la produccion de sustancias pro y anti angiogénicos

en células vasculares y células inmunes, las cuales normalmente estan presentes en el
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microambiente de los tejidos. Ademas, esta capacidad estaria presente tanto en
condiciones de oxigeno ambiental (normoxia) o de deficiencia de oxigeno (hipoxia). En
este Ultimo caso, hay estudios en los cuales la adenosina generada bajo condiciones de
hipoxia o isquemia produce potente vasodilatacion, aumentando asi la entrega de
nutrientes y oxigeno, asi como también favoreciendo la llegada de leucocitos, y
probablemente células progenitoras circulantes, lo cual potencia el proceso de
angiogénesis (Salmon y Cronstein, 1990; Londos et al., 1991).

Por otra parte, en células endoteliales, adenosina via activaciéon de receptor A,
estimula la liberacién de varias sustancias pro-angiogénicas dentro de las que se resalta el
factor de crecimiento de fibroblastos bdsico (bFGF) y el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (Escudero et al., 2013). Asi también, adenosina via receptor A,,, inhibe la
produccién de trombospondina-1 un factor anti-angiogénico, lo cual contribuye también a
comprender su rol pro-angiogénico (Sun et al., 1999).

Estudios muestran que la activacidn del receptor A, esta asociado a diferenciacién
de macréfagos desde un fenotipo pro-inflamatorio que genera grandes cantidades de
interleuquinas, a un fenotipo pro-angiogénico que generaria principalmente VEGF. Este
mecanismo particular es probablemente importante en la generacion y la reparacion de
tejidos después de una herida o infeccion microbiana (Cronstein et al., 2008).

Siguiendo esta linea, la aplicacion tépica de un agonista selectivo para el receptor
A,n de adenosina (CGS-21680), ha demostrado promover la cicatrizacién de heridas,
proceso en el cual se requiere la reparacion y formacién de vasos sanguineos (Montecinos

et al., 2002). Asi también se ha mostrado que la administracion de CGS21-680 promueve
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la migracién y proliferacién de fibroblastos en la matriz celular de heridas realizadas en
ratones (Montecinos et al., 1997). Complementando estos resultados, otro estudio
demostré que la aplicacién un antagonista selectivo para el receptor A,s revirtio el
proceso se cicatrizacion (Okusa et al., 2000). Ver imagen 5

Otro estudio (Vega et al., 2002), utilizando otro agonista selectivo para receptor
adenosina Ajs, (MRE0094), demuestra que la estimulacion de este receptor promueve la
cicatrizacion de heridas en ratones tipo silvestre en forma mas rdpida que el ratdn
deficiente en este receptor. Cabe destacar que los resultados ademds muestran que hubo
un marcado aumento en el nimero de vasos sanguineos en las heridas de cicatrizacién de
ratones de tipo salvaje tratado con el agonista del receptor de adenosina A, en
comparacion con los controles no tratados. En forma similar, otro estudio (Montesinos et
al., 2002) también en ratones deficientes en A5, muestran que estos animales formarian
un ndmero significativamente menor de vasos sanguineos durante el proceso de
cicatrizacidn de heridas y en respuesta al trauma mecanico. Por tanto, estas evidencias in

vivo indican que la ocupacién del receptor A o promueve la angiogénesis.

La literatura revisada aqui indica que la adenosina, que actua en los receptores A,

estimula las funciones de células inflamatorias, células endoteliales y fibroblastos que

promueven la curacién de heridas, lo cual ha sido confirmado en estudios in vivo.
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1.15 Diferenciacion de los procesos de angiogénesis segun el sexo del animal.

Existen multiples evidencias que sugieren que, a nivel cardiovascular, los individuos
de sexo femenino tienen ventajas adaptativas en comparacién con los individuos del sexo
opuesto. Por ejemplo, en el caso de los humanos, se conoce que las enfermedades
cardiovasculares estdn presentes predominantemente en hombres que en mujeres hasta
los 65-70 afios de edad (Rosamond et al., 2008). Ademas, la sobrevida de mujeres con falla
cardiaca es mayor a la de los hombres con similar condicion (Rosamond et al., 2008). Este
efecto cardioprotector ha sido asociado a la presencia de estrégenos (Rossouw et al.,
2002), ya que esta hormona es capaz de regular la actividad de vasos sanguineos, controla
la funcién cardiaca y renal. Por tanto, es claro que las hembras en bdsicamente todas las
especies tienen ventajas adaptativas asociadas a la presencia de hormonas sexuales, lo
cual seria una condicién evolutivamente conservada a fin de salvaguardar la reproduccién
de dicha especie.

Ademas, en el campo de la angiogénesis, se conoce que este proceso es
virtualmente ausente en condiciones normales, excepto en el tracto sexual femenino, en
donde existe mensualmente un proceso activo de angiogénesis (y neovascularizacién).
Otras asociaciones entre angiogénesis y estrégenos, incluyen por ejemplo la mayor
predisposicion del sexo femenino a enfermedades como arteritis de Takayasu y lupus
eritematoso, ambas condiciones asociadas a proliferacion de células endoteliales; o la
correlacién positiva entre la expresion de receptores de estrégenos, la actividad

angiogénica y la invasion de cancer de mama (ver detalles en Losordo e Isner, 2001).
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El mecanismo, por el cual los estréogenos controlan los procesos pro-angiogénico
no estan totalmente claros, sin embargo, se conoce que dependerian de la presencia del
receptor de estrégenos tipo alfa (ER-a), ya que los ratones deficientes en este receptor
presentan alteraciones en la angiogénesis (Johns et al., 1996); mientras que la inhibicién
farmacoldgica de este receptor llevaria a inhibicién también de angiogénesis (Gagliardi et
al., 1993). Estudios in vitro, sefialan que los estrogenos (en particular estradiol)
incrementa la proliferacion y migracion de células endoteliales via activacién de ER-o
presentes en este tipo de células (Venkov et al., 1996; Kim-Schulze et al., 1996). Ademas,
se conoce que estradiol incrementa la expresion del factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) o del vasodilatador dxido nitrico (NO) en distintos modelos vasculares (ver
detalles en Losordo e Isner, 2001). Ambos componentes, han mostrado un rol pro-
angiogénico en células endoteliales (Escudero et al., 2013). En consecuencia, desde el
punto de vista pro-angiogénico, las mujeres tendrian ventajas sobre los hombres.

Pese a estas evidencias en ciencia basica, estudios in vivo son controversiales. Por
ejemplo, un estudio en humanos muestra que no existe diferencias en la mortalidad o la
permeabilidad del injerto a los 30 dias o al afio de seguimiento entre hombres y mujeres
que quienes tuvieron un bypass venoso por isquemia critica (severa) de la pierna (Nguyen
et al.,, 2009). Utilizando un modelo de isquemia de la pata en animales; para simular
isquemia critica de la pierna, se reconocen diferencias en la capacidad de restaurar el flujo
sanguineo colateral (angiogénesis) en la pata isquémica posterior a una obstruccidn entre
animales machos y hembras; sin embargo, los resultados son controversiales (Kyriakides

et al., 2003; Sieviking et al., 2010; Sigvant et al., 2007). Por ejemplo, Kyriakides y
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colaboradores (2003) realizaron estudios de isquemia en la pata de conejos hembras con
o sin ooforectomia (extraccidon de los ovarios), asi como en conejos machos. En estos
animales analizan la presencia de vasos sanguineos por pardmetros histolédgicos del tejido
isquémico, y reporta que no existen diferencias entre machos o hembras; aunque indican
qgue la ooforectomia afecto negativamente la capacidad de angiogénesis en los conejos
hembras. Por otro lado, Peng y colaboradores (2011) en modelos de recuperacion del flujo
sanguineo post isquemia de extremidades en ratas, encontré que las hembras tendrian
menor recuperacién del fluyo sanguineo en comparaciéon a machos, esto acompafiado de
una pobre remodelacion y capacidad vasodilatadora en hembras (Peng et al., 2011).
Ademas, estos autores muestran que las células endoteliales de la aorta de animales
hembras tuvieron una menor capacidad proliferativa que aquellas provenientes de ratas
macho. A pesar de estos hallazgos, las hembras mostraron una reducida cantidad de
musculo liso en las paredes de los vasos analizados en el area post-isquémica, en
comparacion con los machos, lo cual podria indicar que en el caso de los machos los vasos
tendrian una capacidad mayor de vasoconstriccidn o vasodilatacidn que su contraparte en
las hembras. La relevancia funcional de esta ultima diferencia entre machos y hembras no
esta clara.

Finalmente, se conoce también que las hormonas “masculinas” como los
andrégenos son capaces de controlar la funcidon vascular. Por ejemplo, Siveking y
colaboradores (2010), mostraron que dehidrotestosterona (DHT) aumenta Ia
proliferacién, migracién y capacidad de formacion de tubos en células endoteliales

provenientes de machos, pero no aquellas provenientes de hembras. Este efecto se asocio
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a la presencia del receptor de andrégenos, ya que la inhibicién farmacolégica o la
represién de este receptor bloqueo los efectos en células provenientes de machos.
Interesantemente, la sobre-expresion de este receptor en células endoteliales de hembras
confiere similares respuestas que los de machos ante la presencia de DHT. Posteriores
experimentos in vivo, utilizando ratones orquidectomizados (extraccién de los testiculos)
u ooforectomizados (en el caso de las hembras), muestran que la administracion de DHT
es capaz de recuperar la reduccion en la angiogénesis evidenciada en modelos de
isqguemia en la pata de los animales en quienes se extirpo quirdrgicamente sus génadas.

En consecuencia, es claro que los estrégenos, y en general las hormonas sexuales
pueden regular los procesos de angiogénesis, y especificamente la proliferacién,
migracion y capacidad de formacién de tubos de las células endoteliales en modelos in
vitro; asi como la capacidad de recuperacién post-isquemia en modelos in vivo. Sin
embargo, pese a las diferencias enunciadas, al parecer las hembras tendrian una mayor

capacidad pro-angiogénica que los machos.

1.16 Estrogenos y receptores de adenosina.

Las hormonas sexuales, y en particular los estrégenos, pueden modular la
expresion de receptores de adenosina, fundamentalmente de los receptores A;, Aza, As
pero no A,g. Asi, estudios con ratas hembra Wistar las cuales se sometieron extraccion de
ovarios (ovariectomia), revelaron una supresion de los receptores A;, Aya, Az y del
receptor de estrogeno (ER) beta, mientras que no hubo cambio para el receptor A,z o los

ER alfa, respecto a ratas control (Rose-Mayer et al., 2003).
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Otro ejemplo de interaccidn receptores de adenosina con hormonas sexuales se ha
visto en estudios de cdncer de mamas. Por ejemplo, se ha mostrado en estudios en células
de cancer de mamas que el receptor de adenosina A; contribuiria en la activacion de la
maquinaria transcripcional del receptor beta de estréogeno, el cual, a su vez, estd
involucrado en el crecimiento de cancer de mamas (Lin et al., 2010). Por otra parte, la
estimulacion del receptor de adenosina A; con el agonista selectivo N (6) - (3-yodobencil)
adenosina-5'-N-metilformamida (IB-MECA) logra disminuir la actividad transcripcional del
receptor de estrogeno alfa, disminuyendo la proliferacion e induciendo apoptosis en
diferentes tipos de células de cancer de mamas (Lu et al., 2010). En este sentido otros
autores indican que la estimulacién del receptor de adenosina A; mediada por el agonista
selectivo LI-529, logra atenuar el crecimiento tumoral in vivo, involucrando apoptosis a
nivel tumoral (Chen et al., 2007). Estos resultados, dan cuenta de adenosina via receptores
Al o A3, podrian a su vez regular la expresién de receptores de estrégenos,
estableciéndose posiblemente un mecanismo de retroalimentacidon entre adenosina vy

estréogenos.

Estas diferencias de género serian un indicio en poder profundizar en que eventos
moleculares estarian involucrados y mdas aun el objetivo esta tesis asociarlos a la

capacidad angiogénica mediando por receptores de adenosina.
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2 Hipotesis

La deficiencia del receptor A,5 de adenosina se asocia a una menor capacidad

angiogénica, la cual es mas evidente en machos que en hembras.

Objetivos General:
Determinar el papel del receptor de adenosina A,» como modulador del angiogénesis en

ratones machos y hembras.

Objetivos Especificos:
1. Estandarizar cultivo primario de células endoteliales pulmonares de ratén.
2. ldentificar los subtipos de receptores de adenosina y su actividad en cultivo
primario de células endoteliales de ratones machos y hembras silvestre (WT) y

deficientes en el receptor A, de adenosina (A;sAR-KO).

3. Comparar la capacidad de cicatrizacién de heridas y flujo sanguineo entre machos
y hembras WT y A,,AR-KO.

32



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

3 MATERIALES Y METODOS.

3.1 Obtencidn de especimenes (murinos).

Los especimenes utilizados en este estudio corresponden a la cepa de ratén tipo
C57BLACK/6. Los cuales se formaron dos grupos de estudios: control, control (WT) y
knock-out para el receptor de adenosina A,a (A;aAR-KO), separados a su vez por sexo
(macho y hembras). Estos animales han sido previamente caracterizados (Chen et
al.,2001) los cuales fueron donados gentilmente por el Dr. Jiang-Fan Chen, del
Departamento de Neurologia de la escuela de medicina de la Universidad de Boston,
Massachusetts. Los animales se mantuvieron en condicién ambiental, con temperatura
(259C) y humedad controlada, con ciclos de exposicién a la luz y oscuridad por 12/12 horas
y alimentacién periddica al libitum.

Como requisito de experimentacién, esta investigacion se rige bajo las normas
éticas propuestas por Russel y Burch el aflo 1959 que hacen mencidn a las tres R en el uso
de animales en experimentacion. Por ello, los animales son mantenidos en ambientes
apropiados para su cria en el Bioterio de la Universidad de Valparaiso (refinamiento); los
grupos de comparacion (control; (Control) y A,AAR-KO) estardn constituidos por un
minimo de tres animales (reduccidn), y los ensayos in vivo seran complementados con

ensayos ex vivo en tejidos (reemplazo).
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3.2 Reactivos utilizados.
Abc cam technologies : Anti-CD-34 antibody (mec 14.7) (ab54211)
Bio Rad: Nitrocellulose Membranes 0.45um
Life Sciences: Corning transwell permeable matrix gel
Cell-signal: VEGF Receptor 2 (55b1) antibody.
CALBIOCHEM: Aenosine deaminase 500U
Gibco Laboratories Life Technologies, Inc.: Medio-199 (M-199), suero bovino fetal (SBF),
penicilina/estreptomicina 100x (10.000 unidades de penicilina, 10.000 gr de
estreptomicina, 29.2 mg de L-glutamina por ml de solucidn salina),
Invitrogen: Set de desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) 100 mM, inhibidor de
ribonucleasas (RNase) (40 U/ul), transcriptasa reversa M-MLV (200 U/ul), tampdn PCR
(Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM, pH 8.4), marcador pre-tefiido de proteinas para geles de
poliacrilamida.
IDT Technologies: DNA oligo; mA1 F, mA1-R, A2A-WT F, mA2A-WT R, mA2B F, mA2B-R,
mA3 F, mA3 R, neo F,neo R, mLP37 F, mLP37 R.
Kodak: material fotografico X-omat AR film XAR-5.
Merck & Co., Inc.: PMSF, isopropanol,formamida y Ponceau-S red.
Millipore: Anti-Adenosine Receptor A2a clone 7F6G5-A2.

Anti-Mouse IgG (A9917)
Sigma-Aldrich: Monoclonal Anti B-actin clone AC-74

Anti-Rabbit 1gG (A9169)

34



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

Sigma Chemical Co.: Gelatina, 2-mercaptoetanol, glicina, Tritdn X-100, albumina de suero
de bovino (BSA), Tween 20.

Thermo Scientific: Pierce BCA Protein Assay Kit n2 23225.

Winkler: Solucion de Chomczysky con fenol, acrilamida:bisacrilamida 29:1, , PBS 10x (NaCl
1.36 M, KCI 0.007 M, NaHPO4-7H20 0.199 M, KH2P0O4 0.066 M, pH 7.4), TBE 10x (Tris 0.29
M, 4cido bdrico 0.89 M, EDTA 0.01 M, pH 8.3), SDS 10x (Tris 0.08 M, Glicina 2.5 M, SDS
0.03 M, pH 8.3), alcohol metilico y etilico, agua libre de nucleasa, cloroformo, tampdn de
carga 6x azul-celeste (glicina 30%, azul de bromofenol 0.25%, xilen-cianol FF 0.25%),
marcador de DNA escala de 100pb, TEMED, agarosa, dodecil sulfato de sodio (SDS).

3.3 Instrumentos.

Agitador magnético IKAMAG® RCT

Balanza precisa 180A

Espectrofotdmetro PHOMO

Fuente de poder PowerPac Basic, Bio Rad

Freezer a -70°C Forma Scientific HAIER

Gabinete de flujo laminar Nuaire™ Class Il

Incubador para cultivo celular Nuaire™DH Autoflow

Microcentrifuga refrigerada 5417R

Microondas, LG interwave.

Microscopio invertido acoplado a una camara digital

pHmetro Radiometer Copenhagen PHM 83 Autocal

Refrigerardor y congelador Whirlpool
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Set de Micropipetas Tranfer Piper.

Sistema de electroforesis Mini Protean® Ill, Bio Rad
Sistema de transferencia Mini Trans Blot, Bio Rad
Termociclador Eppendorf Mastercycler Personal

Transiluminador UVP

3.4 Agonistas y antagonistas en receptores de adenosina.

Para los experimentos se utilizd el agonista no selectivo de los receptores de
adenosina NECA (5'-(N-etilcarboxamido) adenosina) en concentracion de 5 mM, y el
agonista selectivo para el receptor A,5 de adenosina CGS-21680 (2-(p-(2-carbonil-etil)-
feniletilamino)-50-N-etilcarboxamidoadenosina) concentracion stock 10 nM. Las
constantes de afinidad de estas moléculas por los receptores de adenosina en ratones han

sido previamente establecidas (Fredholm et al., 2001).

3.5 Aislamiento de células endoteliales de pulmén (CEP).

Para realizar el cultivo primario de células endoteliales se obtuvo tejido pulmonar
de ratdn. En breve, luego de sacrificar a los ratones con una sobredosis de pentotal
(1g/kg), se procedid a abrir la caja toracica y extracciéon de tejido pulmonar bajo
condiciones de asepsia y antisepsia. El tejido se sumergido en una solucion (10 ml) de
medio 199 (M-119) a una temperatura de 49C. Luego bajo campana de flujo laminar se
trabajo con la muestra, donde se procedid a cortar el tejido con tijera hasta que quedar

homogenizado en piezas de aproximadamente 1 mm. Luego se traspasa la solucién con
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tejido a un tubo de 15ml (falcon) y se centrifuga a 3000 rpm por 10 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendid el pellet (tejido) con 3 ml de medio 199 (M-199) que
incluyo ademas colagenasa tipo-B (1 mg/ml) quedandose en agitacion en bafio
termorregulador a 372C por dos horas. Posterior a la digestién enzimatica, se centrifugd a
1500 rpm por 10 minutos para luego eliminar el sobrenadante con sumo cuidado, y volver
a resuspender con 3ml de PBS-1X 0,1% FBS suero (PBS (mM): NaCl 13.7, KCI 2.7, Na,HPO,
0.9, KH,PO4 1.8, pH 7.4,) y centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos (lavado) durante tres
veces. Finalmente, se resuspendio el pellet con 3 ml de solucion de PCM al 20% suero
bovino fetal con antibiético hasta homogenizar sembrando a una placa Petri de 60mm;
incubando a condiciones controlada de 370C, 5% CO,. Las células fueron cambiadas de

medio cada 2-3 dias, segun crecimiento celular.

3.6 Seleccion de células endoteliales.

Una vez observada la confluencia celular se prosigue a tripzinizar (1ml)
(tripsina/EDTA = 0.25/0.2%, 2-4 min, 37°C) para luego centrifugar las células a 1500rpm
por 10 min. El pellet de células fue resuspendido en M199 + 5% FBS antes de realizar
inmunoseleccidon positiva utilizando micro-esferas magnéticas recubiertas con el
anticuerpo anti-CD31, el cual reconoce PCAM-1 (platelet endotelial cell adhesién molecule
1) (Dynal, Noruega), con una proporcién 48 x10° esferas/ul suspensién celular para luego
dejarla en agitacion por 20 min, a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo se hace la seleccidon
acercando un magneto imantado a la suspension, hasta hacer precipitar las células unidas

al anticuerpo; donde finalmente se resuspendié y homogenizé con PCM 20% suero bovino
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fetal. Para posteriormente sembrar en placa Petri de 60mm bajo incubacién a 37-C, 5%

CO, controlada hasta esperar confluencia de las células.

3.7 Condiciones de experimentacion in vitro.

Para ver el efecto de los moduladores farmacoldgicos de sus receptores de
adenosina, las células endoteliales fueron incubadas con 3 ml de medio de crecimiento
completo (PCM, Medio 199, glutamina, ampicilina/estreptomicina ) suplementado con 5%
suero bovino fetal (FBS) para deprivar de manera experimental la presencia de factores de
crecimiento en un tiempo promedio de 6 horas previo a cualquier tratamiento. Cada (n)
de muestras corresponde a un animal sacrificado, los ensayos fueron hechos por

duplicados.

3.8 Extraccion RNA células endoteliales.

El RNA de cultivo primario endotelial (~200.000 células) fue extraido lisando las
células con solucidn isotiocianato de guanidina/fenol (Trizol, Invitrogen) (Chomczynski &
Sacchi, 1987). A cada placa de cultivo celular, se extrajo el medio y se descartd. Se
procedio a la extraccion de RNA total con la solucion de Chomcynski con fenol, en donde a
cada placa de cultivo celular se le adiciond 1 mL de solucién Chomczynski con fenol para
lisar las células incubandose por 5 minutos a temperatura ambiente, luego fueron
traspasadas a un tubo Eppendorf (1,5 ml). Se adicionaron 0,2 ml de cloroformo por cada

ml de solucidon de Chomczynski con fenol, agitandose vigorosamente por 15 segundos y se
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incubd por 2 — 3 minutos a temperatura ambiente. Luego las muestras se centrifugaron a
12200 x g por 15 minutos a 4 °C, se obtuvieron dos fases: una de fenol — cloroformo de
color amarillo y otra superior incolora que contiene el RNA. La fase organica fue guardada
a -70°C (Bio-Freezer Forma Scientific) la cual sirve para extraer DNA o proteinas, la fase
que contiene el RNA se transfirié a otro tubo Eppendorf (1,5 ml) al cual se agregaron 0,5
ml de alcohol isopropilico por ml de solucion de Chomczynski con fenol utilizada, se
mezcld e incubd por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.200 x g por
15 minutos a 4°C. El precipitado de RNA obtenido se observd como una pequena linea
blanca en el fondo del tubo Eppendorf. Se elimind el sobrenadante y el RNA fue lavado
con 0,5mL de alcohol etilico 75%. Finalmente se centrifugd a 7500 x g por 5 minutos a 4
°C, elimindndose el sobrenadante delicadamente y se dejé secar el precipitado al aire. El

RNA obtenido fue disuelto en 10 pl de H,0 libre de nucleasas.

3.9 Sintesis cDNA.

El RNA obtenido fue cuantificado por espectrofotometria (Asonm) donde su
integridad fue evaluada por la relacion de densidad dptica a Aysonm/Azs0nm- POSteriormente
se realizd reaccidon de transcripcidn reversa usando oligo dT, random primers y la enzima
MMLV-RT (Moloney Murine Leukaemia Virus-Reverse Transcriptasa, Promega) el cual se
considerd una concentracion de 1 pug de RNA para la reaccién final. Las condiciones para la

reaccion con un perfil térmico de 379C constante por un periodo de 1 hora.
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3.10 Amplificacion de DNA mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccidn de amplificacién se realiz6 empleando como templado 1 pl del cDNA,
partidores especificos (0.2 pM, sense antisense 0,5 pl), 9 pl buffer mix PCR (dNTPs 0.2
Mm, 1 unidad de Taq Polimerasa, Tris-HCl 20 mM, KClI 50 mM, pH 8.4), y agua libre de
nucleasas para un volumen final de volumen de 18 pl. El programa de perfil térmico
utilizado contiene los siguientes pasos: desnaturacion inicial a 94°C por 2 minutos, seguido
de 40 ciclos de desnaturacion a 94°C por 30 segundos, apareamiento 55°C por 30
segundos y extension a 72°C por 30 segundos. Por Gltimo, se realizd una extensién final a
72 °C por 10 minutos. Para el control de integridad de los cDNAs se realizé reacciones de
amplificaciéon del cDNA del gen mLP37. Los productos de amplificacidn se fraccionaron en
geles de agarosa al 1.5 % y visualizados por tinciéon con bromuro de etidio en un trans-
iluminador de luz ultravioleta. Las imdgenes fueron capturadas utilizando un sistema
digital. Los partidores utilizados en este estudio fueron derivados desde las secuencias de
los mensajeros de rata anotados en la base de datos GenBank® del Instituto Nacional de
Salud de U.S. (NIH). En la Tabla 1 se indican las secuencias de cada par de partidores

utilizados.

3.11 Extraccion y cuantificacion de proteinas.

Las células endoteliales fueron lisadas utilizando 300 ul de tampdn de lisis proteico
(Tris/HCI 63.5 mM pH 6,8; glicerol 10%; SDS 2%; ortovanadato de sodio 1 mM, 4-(2-
aminoetil) benzenesulfonil fluoruro (AEBSF) 1 mM y 2-mercaptoetanol 5%) mas los

inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM; aprotinina 2 uM; leupeptina; pepstatina, 1 pug/ul).
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La concentracién de proteinas de las extracciones se cuantificd en microplaca de 96 Wells
utilizando el kit DC Protein Assay de Bio — Rad (Bio-Rad, USA), el cual es un ensayo
colorimétrico basado en la reaccién de la proteina con cobre en medio alcalino y la
consecuente reduccidn del reactivo de Folin. Se construyé una curva de calibracién entre
0,5 - 1,5 mg/ml de proteina, utilizindose albumina bovina (BSA, 2 mg/ml) como estandar.
En cada pocillo de la microplaca se adicionaron 5 ul de estdndar y muestra, luego se
adiciond 25 pl de solucidon A’ (mezcla de los reactivos que contiene la solucién alcalina de
cobre y el reactivo S), y posteriormente se adicionaron 200 ul del reactivo B (reactivo de
Folin), se incubd por 15 minutos. Finalmente se realizé la lectura de absorbancia en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 620nm. Los resultados obtenidos de
absorbancia para las muestras fueron interpolados en la curva de calibraciéon para

determinar la concentracién de cada una de ellas.

3.12 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida.

Alicuotas a una concentracién de 70 ug de proteina fueron sometidas a
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 10%). Se utilizé para el montaje de
geles el sistema de electroforesis Mini Protean ® Il (Bio-Rad, USA). El gel separador y
espaciador de 0,75 mm de grosor, se prepararon a partir de una solucion de
acrilamida:bisacrilamida 29:1. El gel separador se preparé a una concentracion final de
poliacrilamida de 10%, conteniendo Tris-HCI 375 mM pH 8,8; SDS 0,1 %; persulfato de
amonio 0,04% y TEMED 0,03%. El gel espaciador se prepard a una concentracion final de

poliacrilamida de 3,8% conteniendo Tris-HCl 125 mM pH 6,8; SDS 0,1% y TEMED 0,04%.
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Las muestras de proteinas totales fueron mezcladas con tampdn de muestra (Tris-HCl
0,3125 M, pH 6,8; SDS 10%; sacarosa 50%, azul de bromofenol 0,010%) y fueron cargadas
en el gel, realizadndose la electroforesis en tampdn de corrida SDS 1X (Tris 8 mM, glicina
250 mM, SDS 3 mM, pH 8,3) con una intensidad de corriente de 400 mA por un tiempo

aproximado de 2 horas.

3.13 Electrotransferencia.

Terminada la separacion electroforética de las proteinas, las muestras fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando el sistema de Mini Trans Blot ©
(Bio-Rad, USA). Sobre una esponja embebida en tampdn de transferencia (Tris 8 mM;
glicina 250 mM; SDS 3 mM; metanol 20%, pH 8,3) se deposité un trozo de papel filtro, el
gel a transferir, la membrana de nitrocelulosa, otro papel filtro y otra esponja embebida
en el mismo tampdn. Esto se colocd en una cdmara de transferencia repleta de tampén de
transferencia. La transferencia es realizada a una intensidad de 400 mA por 1 hora. Una

vez cumplido el tiempo, la membrana se dejé secar a temperatura ambiente.

3.14 Deteccidn anticuerpo y revelado.

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas en agitacion por 1 hora con
solucién de bloqueo (leche descremada 5%; PBS 1X; Tween20 0,1%), enseguida se lavod por
10 minutos con solucidon PBS1X-Tween20 (0,1%) 3 veces por 10 minutos. Posteriormente
se incubd con los respectivos anticuerpos primarios: CD34 (1:1000 v/v); KDR (1:500, v/v) y

B actina (1:10000, v/v) en solucion de PBS 1X-Tween20 (0,1%) con 1% de leche
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descremada con agitaciéon suave overnight. Terminada el tiempo se procedié a lavar las
membranas 3 veces con PBS 1X-Tween20 (0,1%) por 10 minutos. Luego se incubd por 2
horas la membrana con anticuerpo secundario anti-raton (1:1500, v/v) o anti-conejo
(1:1000, v/v) diluido en PBS-Tween20, en forma correlativa con sus correspondientes
anticuerpos primarios. Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces con PBS1X-Tween20
(0,1%) por 10 minutos. El revelado se realizo utilizando el sistema de quimioluminiscencia
(ECL), el cual consiste en mezclar partes iguales de los reactivos: perdxido de hidrégeno y
luminol, se vierte sobre la membrana y se incuba por 5 minutos. Se elimind el exceso de
reactivo y se expuso a un film fotografico por 10 minutos. Se retira el film y se reveld

utilizando la solucién reveladora y finalmente se fijé con el reactivo fijador.

3.15 Ensayo de formacion de tubos y cuantificacion.

Las células endoteliales de pulmén (4 x10%) se cultivaron en una placa de 96
pocillos cubierta con 40 uL Matrigel Sétano Matrix Membrana (Corning, MA, EE.UU.)
donde posteriormente se aplicaron farmacos CGS-21680 (10° M) o NECA (10™* M) para
luego incubar en condiciones estandares (37°C y CO, al 5%) durante 4 horas. Se cuantifico
la longitud del tubo usando el "analizador de angiogénesis" plugin disponible en el

software Imagel) (NIH, USA).

3.16 Proliferacion celular.
Las células endoteliales de pulmdn cultivadas se tripzinizan para posteriormente

plaguear a una placa de 96 wells, donde se siembran 7000 células suspendidas en M199
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suplementado con 20% suero bovino fetal, para luego incubarla a 37-C, 5% CO, por 12 horas
(confluencia 30%). Transcurrido el tiempo se procede a deprivar las células con M199 al 5%
suero por 6 horas. Posteriormente se procede aplicar moléculas: 7 pl Adenosine Deaminasa
(ADA) en concentracion de 0,001 U/ml, 7 ul reactivo de marcaje (Kit 5-bromo-2-
deoxyuridine BrdU/ ELISA), y medio 199 al 5% hasta completar 60 pl en cada pocillo, para
luego aplicar agonista selectivo A, CGS-21680 o agonista no selectivo adenosina NECA en

diferentes concentraciones a un rango de 10 M hasta 10®M por un tiempo de 24 horas.

3.17 Migraciodn celular.

Células endoteliales de pulmdn son tripsinizadas y sembradas en placas de 12
pocillos e incubadas a condicién controlada de 37°C CO, 5% hasta observar 100%
confluencia. Posteriormente se realiza raspado de manera vertical con la superficie de
una punta de micropipeta. Para luego aplicar moléculas CGS 21680 (10°uM) y NECA (10
*uM) de manera independiente e incubar por 12 horas. Transcurrido el tiempo se procede
a fijar las células con etanol absoluto al 100% por 20 minutos y lavar 3 veces con buffer
PBS 1X, para luego realizar tincidn con hematoxilina y observar al microscopio para
fotografiar las diferentes condiciones experimentales. Las fotografias son cuantificadas

con programa Image J (NIH, USA) donde se mide el drea migrada por las células.

3.18 Ensayo de heridas en ratones.
Los especimenes de la cepa CBlack/57 para tipo silvestre y A;aAR-KO son

anestesiados con ketamina (100 pL), y controlados a temperatura (37°C) bajo condiciones
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de asepsia durante el ensayo, en donde son rasurados a nivel dorsal (lomo), para
posteriormente realizar una herida (5 mm) con ayuda de un sacabocado (Imagen 6) y
luego realizar un seguimiento durante 10 dias, con monitoreo e imagenes fotografias de
evolucidon de la herida cada dos dias. Con las fotografias obtenidas se cuantifica el
diametro de cicatrizacién durante el seguimiento en tiempo utilizando el drea de herida

remanente.

3.19 Histologia.

Muestras obtenidas de grupos de estudio fueron utilizadas para ensayos de
histolégicos. Brevemente, los tejidos fueron obtenidos a los cuatro dias posterior a la
herida (tiempo maximo de formacién de nuevos vasos sanguineos) y fijados con formalina
al 4% por cuatro dias (Junqueira et al., 1979) a 4°C para luego ser embebidos en parafina.
Posteriormente las secciones de cortes se desparafinaron con lavados secuenciales de
xileno, y se rehidrato con etanol para finalmente lavar tres veces con dH,0 y/o PBS y

contrateiir con hematoxilina y eosina.

3.20 Perfusion Laser Doppler.

Las mediciones en ratones hembras y machos se realizaron con el laser Doppler
Imager perfusion LDPI "PeriScan PIM 1I" (Perimed Ltd., Suecia). En ello se utilizé un laser
de estado sélido de baja potencia con una longitud de onda de 670 nm. El laser se dirigid
hacia el tejido por un sistema de espejos motorizado, y que escanea el area

predeterminada, de manera particular se selecciond el drea de herida dorsal al cuarto dia

45



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

de cicatrizacién en ratones Control y A;4AR-KO y se normalizaron los datos con otra area
ubicada a menos de 1 mm en el propio animal, que fue considerada como darea control. El
efecto Doppler, causada por la interaccidn entre el laser y los glébulos rojos, se tradujo
como un conjunto de puntos que forman un mapa de colores con una escala cromatica del
azul al rojo. Ademas, se proporciona una imagen en blanco y negro basado en el registro
total de la luz reflejada. Para los experimentos de tesis, se utilizé la resolucién "alta" en el
modo individual. La matriz de la muestra: tiene una dimension de 64 x 64 puntos. La
adquisicion de cada imagen requiere la inmovilizacion perfecta del animal durante
aproximadamente 5 minutos bajo anestesia general del cual previamente se estabilizé la
temperatura corporal. Y crear un plano de 10 centimetros de altura entre el laser y el
ratén. Por otra parte, los valores medidos de infusién se obtuvieron en imagen las cuales
se seleccionaron regiones de dibujo manual de interés (ROI) a nivel dorsal. A continuacion,
se calculd la media de perfusidon de cada espécimen. Posteriormente el software permitid
la exportacién inmediata de todos los datos en una hoja de calculo recopilada en

Microsoft Excel.

3.21 Analisis estadistico.

Las variables cuantitativas seran expresadas en media * S.E.M., mientras que las
variables cualitativas serdn expresadas en porcentaje. Todos los analisis estadisticos se
realizaron en los programas estadistico GraphPad Instat 3.01 y GraphPad Prism 5.00
(GraphPad Software Inc., California, USA). Las variables cuantitativas seran analizadas por

ensayos de ANOVA no paramétrico, y en los casos en los que exista diferencias
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significativas (P<0.05) se utilizard el test Mann-Witney para comparar los pares de los

grupos analizados.
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4 Resultados.
4.1 Caracterizacion de células endoteliales de pulmén (CEP).

En la Figura 7, se muestra la caracterizacion del cultivo primario de CEP. Para la
obtencién de cultivo enriquecido en células endoteliales se utilizé técnica de inmuno-
seleccion asociado a un anticuerpo anti-CD-31 (ver Materiales y Métodos). Se encontrd
que las células CD31 positivas, mostraron un aumento significativo de marcadores
endoteliales como el receptor 2 del factor de crecimiento endotelial (KDR) o de CD34
respecto a aquellas células no expuestas a seleccién por CD31 (Figura 7B y 7C). Asi,
respectd a las células no seleccionadas con CD31, los niveles de KDR fueron 2.4y 1.8 veces
mas alta en células CD31 positivas provenientes de animales WT o A;sAR-KO,
respectivamente. En forma similar, los niveles de CD34 fueron 1.9 y 1.5 veces mas alta en
células CD31 positivas provenientes de animales WT o A;aAR-KO, respectivamente.

Una vez caracterizadas las células se sometieron a ensayo de formaciéon de
angiogénesis in vitro, en los cuales se evidencid formacidon de estructuras tubulares en
matrigel en forma independiente de la concentracion de FBS utilizado en el medio de

cultivo (0,1- 1- y 2%) y tan temprano como a las 4 horas de cultivo (Figura 7D).

4.2 Niveles de mRNA para los receptores de adenosina.

La extraccion de RNA de células endoteliales en ratones control y A;sAR-KO
permitio realizar ensayos moleculares, particularmente sintetizando cDNA, y su posterior
realizacion en PCR semicuantitativo, del cual se caracterizé todos los receptores, mas gen

identificador del sexo (Jarid) y control de carga (mlp27) (ver tabla de partidores).
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La comparacion inter-genero, mostro diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de mRNA para el receptor A; (Friedman test, 9.9, p=0.006), Az y As (Friedman
test, 9.3, p=0.01, en ambos casos). Sin embargo, no existido diferencias significativas
cuando se compard hembras vs machos en su respectivo grupo, A;AR-KO o WT.

Al analizar los resultados intragrupo, en hembras se encontré un aumento
significativo en los niveles relativos de mRNA para el receptor Ay (1.8 veces, p<0.05) y el
receptor A; (2.7 veces, p<0.05) en A;sAR-KO respecto a su respectivo control (WT);
mientras que en el receptor A; no se evidencia cambios en los niveles relativos de mRNA
en ambos grupos (Figura 8A). Por otra parte, en machos se observé un aumento
significativo en los niveles relativos de mRNA para los receptores A; (2.1 veces, p<0.05)
respecto a sus respectivos controles (WT). En cambio, los niveles de mRNA para el
receptor A, presentaron una tendencia a disminuir, y los del receptor Az a aumentar en el
A,,AR-KO macho versus sus respectivos controles, aunque estas diferencias no alcanzaron

significancia estadistica (p=0.1, en ambos casos).

4.3 Proliferacion células endoteliales.

En el ensayo de proliferacion celular se utilizaron células endoteliales de pulmdn
obtenidas de ratones A;sAR-KO y ratones control (WT) ya sea hembras o machos. En estos
estudios se encontré que las hembras WT mostraban una mayor sensibilidad al agonista
no selectivo NECA que las hembras A;sAR-KO, o que los ratones machos WT o A;aAR-KO,

en al menos un orden de magnitud (Figura 8, y Tabla 2).
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Ademas, en la figura 9A muestra la dosis respuesta de células endoteliales de
ratones control y A,nAR-KO en hembras al incubarse con NECA observdndose diferencia
significativa en la logECso en AysAR-KO respecto a su respectivo control (Tabla 2). Por otro
lado, la curva dosis respuesta para NECA en machos no muestra cambios significativos en
los log EC50 (figura 9B, Tabla 2).

En lo que respecta a la estimulacion con el agonista selectivo para A,a, CGS-21680
(10° M x 24 h) en células control provenientes de hembras o machos (Figura 9C), no se
observan cambios significativos en la logECso (10°* M, 95%CI 107°° a 10°°* M versus 10!
M, 95%CI 109 3 10°% M, respectivamente). Ademas, a partir de estos datos, en la figura
9D, se incluye la respuesta a CGS-21680 en ratones control y A;AAR-KO. La respuesta
proliferativa evidenciada en hembras y machos control fue significativamente mayor que

sus contrapartes A;pAR-KO.

4.4 Migracion celular.

La migracién celular fue realizada en ensayos de cierre de herida en la zona central
de la placa utilizando una punta de pipeta de 1 ml en presencia (12 h) o ausencia de
agonistas de receptores de adenosina, como se describe en Métodos (Figura 10).

La comparacion intergrupo no se encontraron diferencias significativas en las
condiciones basales (en ausencia de agonistas) en los cuatro grupos de comparacion,
machos y hembras, control o A,sAR-KO. Sin embargo, cuando se compard la respuesta a
NECA (Kruskal-Wallis 12.6; p=0.005) o a CGS-21680 (Kruskal-Wallis 15.7; p=0.001) las

diferencias fueron estadisticamente significativas.
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La comparacién intragrupo en hembras mostré que tanto NECA como CGS-21680
incrementaron significativamente la migracidon celular respecto a la condicién basal;
situacion que no se observo en su contraparte A;nAR-KO. Es mas, en este ultimo grupo, la
respuesta a CGS-21680 fue significativamente menor que la observada en los ratones
control.

Para el caso de los machos, se encontré que Unicamente CGS-21680 fue capaz de
provocar un aumento significativo (1.3 veces, P<0.05) en la migracién celular en ratones
control. En ratones A,,AR-KO, ni NECA o CGS-21680 generaron cambios significativos
respecto a la condicion basal. Sin embargo, a diferencia de lo observado en hembras, los
machos A;,AR-KO tuvieron una menor respuesta migratoria en todas las condiciones

experimentales.

4.5 Formacion de tubos.

Para analizar diferenciacidon endotelial, se utilizé el ensayo de formacién de tubos
en matrigel utilizando los cuatro grupos de comparacion, en ausencia o presencia (6 h) de
los agonistas NECA o CGS-21680. Para la descripcion del fendmeno se utilizan dos
parametros, el primero la formacién de redes (branches) y el segundo la longitud de los
tubos formados, ambos fendmenos complementarios, aunque no necesariamente
homologables.

Respecto a la formacion de redes, la comparacién intergrupo mostré que tanto en
condiciones basales (Kruskal-Wallis 9.6; p=0.005), como NECA (Kruskal-Wallis 7.4; p=0.04)

o CGS-21680 (Kruskal-Wallis 13; p<0.0001) las diferencias fueron estadisticamente
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significativas. El analisis intragrupo en hembras se encontré que NECA y CGS-21680
incrementaron significativamente la formacion de redes en ratones control, mientras que
Unicamente NECA lo hizo en ratones hembra del grupo A;sAR-KO respecto a sus
respectivas condiciones basales sin agonistas (Figura 11A y 11B). Por el contrario, CGS-
21680 no tuvo efecto en ratones A sAR-KO, cuya respuesta fue significativamente menor
gue su correspondiente condicidén en el grupo control tanto en hembras como en machos.
Respecto a los machos, en forma similar a lo evidenciado en hembras, ambos agonistas
incrementaron significativamente la formacién de redes en los animales control; sin
embargo, en ratones A;sAR-KO, tanto NECA como CGS-21680 no generaron cambios
significativos respecto a su respectiva condicién basal (Figura 11E).

Cuando se analizé el indicador de longitud de tubos, la comparacién intergrupo
mostré que tanto en condiciones basales (Kruskal-Wallis 9.2; p=0.01), como NECA
(Kruskal-Wallis 15.3; p=0.001) o CGS-21680 (Kruskal-Wallis 14.3; p<0.0001) las diferencias
fueron estadisticamente significativas. Interesantemente, las hembras del grupo A,AR-
KO, mostraron un aumento en la longitud de los tubos en todas las condiciones
experimentales, ya sea con o sin agonistas (Figura 11C y 11F). Por el contrario, la longitud
de los tubos en machos A;sAR-KO fueron significativamente menores que sus respectivas
contrapartes en ratones control en todas las condiciones experimentales, llegando a ser
estadisticamente significativas aquellas en donde las células se incubaron con ambos
agonistas.

El andlisis intragrupo en hembras se encontr6 que NECA y CGS-21680

incrementaron significativamente la longitud de los tubos en ratones control, mientras
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que Unicamente CGS-21680 redujo este indicador en ratones hembra del grupo A;,AR-KO
respecto a sus respectivas condiciones basales sin agonistas (Figura 11Ay 11C). Respecto a
los machos control, contario a lo evidenciado en hembras control, ambos agonistas no
modificaron significativamente la longitud de los tubos; sin embargo, en ratones A;,AR-
KO, NECA aumento ligera pero significativamente (1.1 veces, p<0.05), mientras que CGS-
21680 disminuyo (12%, p<0.05) la longitud de los tubos respecto a su respectiva condicion

basal (Figura 11F).

4.6 Ensayos in vivo de cicatrizacion de herida

Para evaluar si las diferencias en la respuesta angiogénica evidenciada en células
provenientes de animales machos y hembras A;,AR-KO, podrian también modificar la
respuesta in vivo, realizamos ensayos de cicatrizacidon de heridas en los cuatro grupos de
comparacion. Para ello, se procedié a realizar una escisidon de diametro de 10mm a nivel
dorsal en ratones control y A;nAR-KO separados por sexo previamente caracterizados (ver
Métodos). En ellos se realizd6 un seguimiento temporal durante diez dias (T-10), el cual,
durante ventanas de tiempo de dos dias, se chequeaba la evolucidon de la lesién y su
posterior medicion (Figura 12A).

La figura 12B muestra la cuantificacién en dos ventanas temporales 4 y 10 dias. No
existio diferencias significativas en el tamafio de la herida a los 4 dias, aunque los ratones
A AR-KO tendieron a ser mas grandes que sus respectivos controles en machos vy
hembras. Se observé diferencias significativas al final del seguimiento (dia 10), en donde

los machos AaAR-KO tuvieron una herida mas grande que sus respectivos controles (0.63
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+ 0.09 vs 0.27 = 0.01 mm, respectivamente, P=0.05). Mientras que, en hembras, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas entre ratones A;sAR-KO y sus

controles (0.48 = 0.06 vs 0.30 £ 0.05 mm, respectivamente, P=0.28).

4.7 Histologia de heridas.

Para el analisis de cortes histoldgicos se obtuvieron muestras de lesiones cutaneas
del dia cuatro (T-4) de cicatrizacion, en donde ocurre la maxima angiogénesis (referencia)
en los cuatro grupos de estudio. Los cortes fueron fijados en formalina y contra-tefiidos
con hematoxilina/eosina (ver Metodologia) y observados a microscopio a un aumento de
100 X. Se cuantifico la longitud de la dermis y de la epidermis (Figura 13A 13C).

La longitud de la epidermis y la dermis fueron significativamente mds gruesas en hembras
control en comparacién con los otros tres grupos (Friedman test 12, P<0.0001). Ademas,
tanto las hembras (-60% y -20%, respectivamente) como los machos (-20% y -19%,
respectivamente) A sAR-KO tuvieron una epidermis y dermis mas delgada que sus
referentes en animales controles. A pesar de estas diferencias respecto a los ratones
control, al comparar entre animales A;nAR-KO, se encontré que los machos tuvieron una
dermis mds gruesa (1.3 veces, P<0.05), pero una epidermis mas delgada (-15%) que las

hembras A,,AR-KO.

4.8 Laser Doopler.
Se midio el flujo sanguineo en la piel de ratones hembras y machos de los grupos

control y A;sAR-KO. A ellos se realizé un barrido con Laser Doopler en el area dorsal, la
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cual contenia una lesidon cutdnea con una cicatrizacion de cuatro dias (T-4). Para La
medicion se selecciond el area lesionada y otra area con tejido sano con el fin de tener un
control interno de medicion (Figura 14A a 14D). Los resultados muestran que el flujo
sanguineo fue mayor en los animales A;AAR-KO en hembras y machos, siendo en estos
ultimos estadisticamente significativo respecto a su respectivo control (P=0.01).

De los resultados también se evidencia que el flujo sanguineo en hembras A AR-
KO fue constante, similar a lo encontrado en ratones hembra control. Sin embargo, en el
ratén macho A,,AR-KO el flujo fue intermitente mostrando una amplia variabilidad en las
mediciones, actualmente estamos analizando matemadaticamente este comportamiento

diferencial en el flujo.
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5 DISCUSION Y/O CONCLUSION.

En este estudio se realizd una aproximacion respecto al papel de los receptores de
adenosina y el rol que tienen al mediar el proceso de angiogénesis referente al género
para ello se utilizé6 como herramienta de estudio, un modelo animal en ratén el cual es
deficiente del receptor de adenosina A2A (A;AAR-KO). Los hitos que marcan esta tesis son:
1) Cultivo celular primario de endotelio pulmonar. 2) Caracterizacién funcional de la
respuesta angiogénica mediada por receptores de adenosina in vitro seglin sexo. 3)

Caracterizacion funcional de angiogénesis in vivo segun sexo.

5.1 Modelo celular.

Para realizar ensayos in vitro se obtuvo un cultivo enriquecido en células
endoteliales pulmonares, ya que el pulmdn posee una gran vascularizacién, siendo una de
las fuentes mas ricas de endotelio microvascular Esto es particularmente relevante para
esta tesis, ya que el endotelio microvascular es mas sensible a los estimulos pro y anti-
angiogénico que los endotelios de la microcirculacion (Dye et al., 2004; Feoktistov et al.,
2004). Sin perjuicio de ello, ademas este tipo celular, en forma similar a lo encontrado en
otros endotelios, tiene la capacidad de sintesis y liberaciéon de agentes vasoactivos como:
angiotensina Il, prostaciclina, tromboxano A2, déxido nitrico (NO) y endotelinas, que
regulan el tono vascular y la vasoconstriccion pulmonar (Nieman, 2003). Ademas, el

endotelio es capaz de producir enzimas y moléculas transductoras de sefiales
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intracelulares y moléculas de adhesion celular; los cuales permitian la formacion vy
regeneracion de lechos vasculares (Orfanos et al., 2004).

Existen multiples marcadores de células endoteliales. De modo concreto dos
marcadores moleculares se utilizaron para identificar el endotelio vascular en este
estudio, a mencionar: CD-34 y el receptor de crecimiento endotelial tipo 2 (VEGFR-2 o
KDR). En este sentido, la expresién del VEGFR-1 (o Flt-1) y VEGFR-2 se ha detectado casi
exclusivamente en células endoteliales (referencia), aunque a nivel pulmonar otros tipos
celulares también lo expresarian, incluyendo: células alveolares tipo Il, células epiteliales
de las vias respiratorias, células mesénquimales (Mura et al., 2004). En nuestro estudio, la
naturaleza endotelial de las células utilizadas fue ademas demostrada por la presencia de
CD34 vy la capacidad de formacién de tubos sobre matrigel.

En el sentido mds amplio, el correcto funcionamiento de las células endoteliales
permitiria mantener la integridad funcional y estructural para una adecuada homeostasis
cardiovascular, pulmonar y sistémica (Nieman, 2003). Las células endoteliales presentan
una alta especializacion segun el tejido en el cual fueron aisladas (Chi et al., 2003), de
manera que es de esperarse que las células endoteliales pulmonares presentan
caracteristicas particulares. En el caso del pulmdn, es el Unico tejido adulto con doble
presion desde la circulacion general y desde la circulacién pulmonar, ademds de ser el
Unico organo que recibe todo el gasto cardiaco directamente desde el corazén. Ademas, la
microvasculatura bronquial juega un importante rol en mantener la homeostasis de la
vida darea, a través de la contribucién sobre la entrega de células de la inmunidad vy

reparacion de tejido; ademas de entregar nutrientes y agua al tejido, el cual sirve para
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humidificar el aire inhalado (Guyton, Fisiologia Medica). Los vasos pulmonares en todo
nivel, tienen una fina capa muscular, y a nivel de la circulacién bronquial y del parénquima
pulmonar estos vasos se anastomosan facilmente (Alagappan et al., 2013). Respecto a
angiogénesis, el endotelio pulmonar, en forma similar a lo que ocurre en otros tejidos
adultos, tiene una limitada capacidad angiogénica, ya que las células adultas se
encuentran normalmente en estado de quiescencia (Carmeliet et al., 2013). Sin embargo,
en condiciones de estrés, esta capacidad se reactiva, como por ejemplo se ha demostrado
qgue el numero de vasos sanguineos pulmonares incrementa durante el asma o
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (ver detalles en Alagappan et al.,, 2013);
justamente condiciones que cursan con hipoxia tisular, uno de los estimulos mas
importantes para la liberacién de adenosina .Por tanto, en el contexto de la presente tesis,
las células endoteliales pulmonares constituyen un buen modelo de angiogénesis por
varias razones entre ellas, facil acceso, respuesta angiogénica a la hipoxia, y presencia de

receptores de adenosina (ver mas abajo).

5.2. Caracterizacion funcional de la respuesta angiogénica mediada por receptores de
adenosina in vitro segun sexo.

Una de las moléculas sefializadores que se liberan frente a condiciones de estrés
corresponde al nucledésido de adenosina, el cual interactia con sus receptores de
adenosina descritos previamente. La presencia de los receptores de adenosina,
principalmente el A2A, en la circulacién pulmonar ha sido descrita desde los afios 90s por

McCormack y colaboradores (McCormack DG et al., 1989), quienes encontraron que
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adenosina generaba vasodilatacién en arterias pulmonares. Ademas, otros estudios han
mostrado que adenosina puede generar apoptosis en células endoteliales de la arteria
pulmonar, lo cual fue inicialmente interpretado como un mecanismo de autorregulaciéon
de dafio vascular y angiogénesis en situaciones de estrés como hipoxia pulmonar (Dawicki
et al., 1997). Estudios mas recientes, utilizando células endoteliales de la arteria pulmonar
humana, indican que la activacién de receptores Al por adenosina o por lipopolisacarido
(LPS) induce la liberacién de interleuquina 6 (IL-6) y tromboxano A2, ambas moléculas
relacionadas con respuesta vascular y citotoxica asociada a la presencia de infecciones
pulmonares por Gram-negativos (Wilson y Batra, 2002).

En el campo de las enfermedades pulmonares, se conoce también que las
inflamaciones crénicas, como aquellas producidas por asma o enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, llevan a una mayor formacién de vasos sanguineos o a una
remodelacién de los mismos. Particularmente, se conoce que el endotelio aislado de los
vasos sanguineos que nutren a los vasos sanguineos (vasa vasorum), tienen capacidad
proangiogénica mayor que los endotelios de la arteria pulmonar o de la aorta
(Gerasimovskaya et al.,, 2008). En estas células endoteliales del vasa vasorum se ha
mostrado que los niveles de ATP, el precursor de adenosina, genera un aumento en la
proliferacion por una via dependiente de PI3K/Akt/mTor y ERK1/2 (Gerasimovskaya et al.,
2008), sin embargo no se conoce si esta accidon esta o no relacionada con la presencia de
adenosina.

La presencia del receptor Aa ha sido ampliamente caracterizada en el pulmodn, en

donde cumpliria una funcién en la reparacién del tejido y como anti-inflamatorio (Hasko y
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Pacher, 2008). Estudios en animales deficientes en este receptor, han mostrado que la
inyeccion intrapleural de LPS se asocia a una marcada alta respuesta inflamatoria respecto
a los animales control (Hasko y Pacher, 2008). Ademds, estos mismos estudios muestran
qgue los animales deficientes en A, tienen una disminuida funcién pulmonar, la cual se
manifiesta por una disminucién en la tensién arterial de oxigeno, lo cual evidentemente
muestra la importancia funcional de este receptor en el pulmon. Al profundizar mas el rol
de este receptor en células endoteliales pulmonares, se conoce que estos receptores
estan presentes en dichas células, y que presentan una forma particular de control de su
expresion en situaciones de estrés como hipoxia (Ahmad et al., 2009). Asi, Ahmad y
colaboradores mostraron que CGS-21680 incremento la proliferacién y la formacion de
tubos de células endoteliales microvasculares del pulmén humano (HLMVEC). Ademas,
mostraron que hipoxia, via activacion del factor inducido por hipoxia tipo 2 alfa (HIF-2a),
pero no por el tipo 1 alfa (HIF-1a), controlan la expresidon del receptor A;a en HLMVEC. En
el contexto patolégico, estos autores muestran ademads que la presencia de A2A se
correlaciona con los niveles de CD31 (marcador endotelial) en tumores pulmonares,
sugiriendo que este receptor estaria asociado a una respuesta proangiogénica en
pacientes con cancer pulmonar.

Considerando estos previos estudios, los resultados en esta tesis muestran la
expresion de mRNA de todos los receptores de adenosina en células endoteliales de ratdn
(excluyendo el A2A en el ratén deficiente). Ademas, se encontrd diferencias significativas
inter género en donde las hembras A;AAR-KO mostraron elevacion en el mRNA para A y

Az en cambio en machos A,sAR-KO Unicamente se encontrd la elevacién del mRNA para
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A;. Estos datos indicarian que presumiblemente producto de la deficiencia de A, tanto
para hembras como macho, se generaria un aumento compensatorio de otros receptores;
la cual a su vez seria distinta segun el género. En este contexto, se encontraron patrones
similares en la cantidad de mRNA provenientes de la nefrona entre ratones machos y
hembras (Vitzthum et al., 2004). Ademas, otro estudio mostré en cerebro de ratas
ooforectomizadas (extirpacidon de los ovarios), una disminucion significativa de todos los
receptores de adenosina, a excepcidon del receptor Ay, respecto a ratonas no operadas
(Rose-Meyer et al.,2003). Sugiriendo entonces que la expresion de receptores de
adenosina estaria controlada por la presencia de estrégenos.

La angiogénesis estd relacionada a procesos de proliferacion, migracion vy
formacién de tubos celulares, donde las células endoteliales tienen la capacidad de
responder a factores que inhiban o estimulen la formacién y desarrollo de vasos
sanguineos (Moulton et al., 1999). Multiples estudios muestran que la estimulacién de
receptores de adenosina, y en particular A2A, incrementan la proliferaciéon y migracién de
células endoteliales (Grant et al., 2001, Escudero et al.,, 2014). Nuestros resultados
confirman estos hallazgos, sin embargo, se hace un alcance en cuanto a la respuesta que
presentan los machos y hembras A,,AR-KO. Asi, las hembras A,,AR-KO, pero no los
machos, tienen una ECso mayor en al menos un orden de magnitud respecto al control
hembra. Dado que las hembras producto de su estado reproductivo y cambios
hormonales periddicos estarian expuestas a un estrés mayor, lo que desencadenaria un
aumento en las concentraciones de adenosina lo cual se asociaria a regeneracién vascular,

como por ejemplo lo que ocurre en el endometrio. Es mds, se ha demostrado que la
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transfusidon de sangre femenina aumenta eventos metastdsicas en comparacién con la
sangre masculina en modelos de cancer de pancreas en modelo de ratén de cancer de
pancreas (Benson et al., 2010). Esto en general indica que los mecanismos moleculares
producidas en mujeres podrian favorecer la angiogénesis. Por consiguiente, es posible
suponer que las hembras se verian mas afectadas en la deficiencia de un receptor pro-
angiogénico como es el Aja.

La migracién en células endoteliales mediada por receptores adenosina, tendria un
papel activo en la homeostasis vascular, trayendo consigo una respuesta pro-angiogénica
(Zhu et all., 2007). En este sentido nuestros resultados muestran un aumento en la
respuesta migratoria al estimular los receptores de adenosina en células endoteliales del
pulmén de ratones controles hembras y machos; un aumento que fue mucho mas
evidente cuando se estimulé el receptor A;a con el agonista selectivo CGS-21680, lo cual
sugeriria un rol mas activo del receptor A, en el proceso migratorio celular.

Estudios en células endoteliales humanas de cerebro muestran una abundante
expresion de enzimas encargadas del metabolismo del ATP para la sintesis de adenosina
(CD39 y CD73), asi como de la expresion del receptor Aa (Blackburn et al., 2009).
Utilizando estas mismas células, Kim y colaboradores (2015) mostraron que la
estimulacion del receptor A,n por adenosina genera un aumento en la respuesta
migratoria endotelial, lo cual se asocié a aumento de la permeabilidad vascular cerebral
(Kim et al., 2015). Por otra parte, utilizando un modelo de animales deficientes en CD73
(enzima que transforma AMP a adenosina), mostraron resistencia al desarrollo de

encefalitis autoinmune, un efecto que se asocié a una reduccién en la migracién de
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linfocitos desde la circulacidn hacia el liquido cefalorraquideo (Mills et al., 2008). Ademas,
estos mismos autores reportan que el bloqueo del receptor A, inhibe también la
migracion de linfocito hacia el sistema nervioso central (Mills et al., 2008). Por tanto, la
falta de CD73 o la inhibicidn de A, generaria una reduccién de los linfocitos hacia el
encéfalo, lo que a su vez tendria un efecto reductor del proceso inflamatorio. Estas
evidencias dan luces del rol funcional que tiene el receptor A, en el proceso de migracién,
lo cual fue confirmado en nuestros resultados, en donde tanto ratones hembras como
machos A,pAR-KO, no muestran cambios significativos en la respuesta migratoria
comparado a su propia condicién basal.

Por otro lado, en modelo de lesién pulmonar aguda en ratdn, se evidencié que el
antinflamatorio pentoxifilina (PTX) logré disminuir la migracién de leucocitos-
polimorfonucleares (PMN) (Konrad et., 2013); células que basalmente se encuentran
elevada en esta patologia (Reutershan et al., 2007). De relevancia para esta tesis, se
mostré que los ratones A;pAR-KO no muestran el efecto protector de PTX sobre el dafo
pulmonar agudo, sugiriendo que la presencia de este receptor es necesaria para la
inhibicidn de la migracidon de PMN (Konrad et., 2013).

También en pulmdn, pero utilizando un modelo de asma en ratones inducido por
ovoalbumina, se encontrd que inosina (i.e., metabolito de la degradacién de adenosina)
ejerce un efecto supresor en la inflamacion pulmonar, a través de la disminucién de la
migracion en leucocitos (Caruso et al., 2005), un efecto que fue posteriormente asociado a

la activacion de los receptores de adenosina A,y Az (Rocha Lapa et al., 2013). En conjunto
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estos estudios, muestran que el receptor A,s ejerceria un efecto anti-inflamatorio en
tejido pulmonar, inhibiendo la migracidn de leucocitos.

En el contexto de la presente tesis, nuestros resultados in vitro incluyen endotelio
pulmonar, y ademas el modelo in vivo de cicatrizacién, la cual a su vez es por si mismo un
proceso inflamatorio. En este sentido, nuestros resultados in vivo en cicatrizacion
muestran que ratones machos A,,AR-KO evidencian un proceso mas lento de cicatrizacion
respecto a sus controles, presumiblemente asociado a una disminucién en la capacidad
angiogénica. Sin embargo, no medimos la interaccién entre endotelio y leucocitos, lo cual
podria ser una de las proyecciones de la presente tesis.

Finalmente, no hemos encontrado informacién sobre el proceso migratorio
endotelial asociado al género. Por lo cual, nuestro estudio aporta a la literatura general en
este dmbito.

Nuestros resultados muestran también que CGS-21680 aumenta en forma
significativa el nimero de redes u/o uniones celulares, sugiriendo entonces que el
receptor A, tendria un papel activo en diferenciacidon endotelial durante la formacién de
vasos sanguineos. Estos resultados han sido previamente mostrados por otros autores
Grant et al., 2001) y confirman el rol pro-angiogénico del receptor A,n en células
endoteliales. Sin perjuicio de lo anterior, también se conoce que el receptor A, cumple
otras funciones en la regulacidon de angiogénesis (ver Escudero et al., 2014). Por ejemplo,
un estudio en HUVEC muestra que la estimulacion con CGS-21680 en dosis dependiente,
suprime la expresion de la proteina anti-angiogénica trombopondina 1 (TSP1) y su RNA

mensajero, dando como respuesta un incremento en la formacién de tubos vasculares
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(Desai et al., 2005). Mientras que por otro lado la inhibicién con el antagonista selectivo
del receptor A5, ZM-241385, revirtid el efecto supresor de CGS-21680 sobre la expresién
la proteina TSP1 (Desai et al., 2005). En este escenario el receptor Ao promueve la
angiogénesis desregulando la expresidn de TSP1 conllevando a una mayor formacion de
tubos.

En nuestros resultados la estimulacion con CGS-21680 en células endoteliales del
pulmén de macho y hembra A;nAR-KO no tuvo respuesta en el nimero de redes y/o
uniones celulares (o migracion celular) respecto a su propia condicion. Lo cual muestra
que la respuesta angiogénica estaria mediada mayormente por receptor A,a. Sin embargo,
hay diferencia en cuanto al sexo. Siguiendo esta linea, nuestros resultados en células
endoteliales de pulmdn y estimuladas con NECA, mostraron un aumento significativo en el
numero de redes vasculares en hembras y machos control. Mientras que solo las hembras
A;AAR-KO respondieron NECA aumentando numero uniones tubulares. En este sentido
existiria una respuesta diferencial tanto en machos como en hembra A;sAR-KO, donde
estas ultimas tendrian una mejor respuesta pro-angiogénica.

El mecanismo por el cual las hembras A,,AR-KO tendrian esta ventaja, o los
machos una desventaja, respecto a sus homonimos control, no fue establecido en esta
tesis. Sin embargo, es posible realizar algunas hipdtesis. Por ejemplo, es posible que esta
ventaja pro-angiogénica en hembras A,AAR-KO estaria asociada a factores hormonales
caracteristicos de la fisiologia reproductiva (ciclo reproductivo) (Losordo et al., 2000)
donde particularmente los estrdogenos tienen un rol modulador en la angiogénesis a nivel

uterino dando como respuesta la revascularizacién ciclica del endometrio (Losordo et al.,
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2000). Ademas, se ha mostrado también que la falta de estrégenos, generado
experimentalmente mediante extirpacidon de los ovarios, se asocia a reducciéon de Ia
expresion de todos los receptores de adenosina excepto el receptor A,s. Por consiguiente,
es posible suponer que la falta de estrégenos, en los machos, podria generar una
respuesta compensatoria diferencial respecto a las hembras. De hecho, si analizamos los
resultados de la expresidon de receptores de adenosina en endotelio pulmonar de ratones
AnAR-KO mostrado en esta tesis, se puede apreciar justamente una expresién (i.e.,
niveles de mRNA) diferencial de los mismos, en donde las hembras presentan elevacién de
dos de ellos A,z y A3, mientras que los machos Unicamente del A;. Los mecanismos de esta
expresion diferencial en este tipo de endotelio no fueron abordados en esta tesis, pero
resultan muy atractivos para posteriores investigaciones.

Otra posible explicacion es que justamente esta expresion diferencial de
receptores de adenosina, determine una eventual de adaptacién ante la falta de uno de
los receptores en este caso el A,5 en el ratdn A;sAR-KO. En este sentido, se conoce que
practicamente todos los receptores de adenosina participan en el proceso de angiogénesis
(ver Escudero et al., 2014). Sin embargo, se conoce también que estos receptores
presentan caracteristicas funcionales disimiles, como por ejemplo su afinidad por NECA,
siendo los receptores Ay, Abay Az (14 a 25 nM) mas afines que A,z (140 nM) en al menos
un orden de magnitud (Jacobson & Gao, 1995). En este escenario, los resultados
mostrados en la tesis indican que las hembras A;aAR-KO tendrian mayores niveles de
MmRNA para el A,z y As; mientras que los machos para el A;. Considerando, lo

anteriormente indicado, es posible que NECA en la dosis utilizada (10 puM) este
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estimulando todos los receptores de adenosina presentes en las células endoteliales del
pulmén. Por otra parte, ensayos en anillos adrticos de rata adherido a matriz de coldgeno
y coincubada con el agonista selectivo del receptor A; (CPA), no mostraron respuesta en la
formacién de redes vasculares respecto a su control, mientras que la coincubacién con el
agonista no selectivo de adenosina NECA aumento significativamente el nimero de redes
vasculares (Clark et al., 2007).

Pese a lo discutido anteriormente y dado que nuestros resultados muestran
unicamente mRNA, no se descarta que exista una actividad preferencial de alguno de
ellos, considerando la naturaleza dinamica de la expresion de la proteina o de la presencia
a nivel de la membrana celular. O mas complejo aun, considerando su capacidad de
estimular (Aa y Azg) 0 inhibir (A1 y A3) la adenilato ciclaca, y con ello desencadenar vias de
sefializacion diferentes.  Por consiguiente, es necesario en estudios posteriores
profundizar e individualizar la activacion de cada uno de estos receptores, para entender
de mejor forma la respuesta adaptativa diferencial entre machos y hembras A;sAR-KO.

Otra posibilidad es que los receptores de adenosina tengan un dialogo con los
receptores de estrogenos (hembras) o de andrégenos (machos). En este sentido, se
conoce que adenosina puede coadyuvar a la estimulacién del receptor de estrégenos alfa
(ERat). Asi, se ha mostrado que la estimulacién ERo. mediada por el receptor A; de
adenosina aumenta la proliferacién y migracién en células de cancer de mama MCF-7 (Lin
el al., 2010) aumentado la respuesta angiogénica. Ademads, se ha mostrado que la
utilizacion del antagonista del receptor A; DPCPX, revierte la respuesta angiogénica (Lin el

al.,2010) sugiriendo el rol activo del receptor de adenosina A; en la regulacién del ERo. En
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esta misma linea, estudios muestran que la estimulacion del receptor A, de adenosina
con CGS-21680, estimula la transcripcion del receptor de progesterona y que este a su vez
induce aumento en la proliferacion, migracidon en células de cancer de mama MCF-7 via
sefializacion AMPc/PKA (Etiquete et al., 2009). En conjunto se ha evidenciado que la
hormona sexual estrégeno se asocia a receptor A; y A,p de adenosina, desencadenando
una respuesta pro-angiogénica.

De lo expuesto hasta aqui, hay que resaltar que multiples evidencias sefialan que
los receptores de adenosina A, cumplen un rol pro-angiogénico al estimular la
proliferaciéon, migracién, y diferenciacion endotelial (i.e., formacién de tubos). Por
consiguiente, la ausencia de estos receptores afectaria dichos procesos. Nuestros
resultados confirman dicha hipdtesis; pero se afade ademds que esta afectacion
dependeria del sexo. Asi, por ejemplo, los ratones A;sAR-KO hembras, a diferencia de los
machos A,AR-KO, requeririan una mayor dosis de NECA para generar una similar
respuesta proliferativa, sin cambios importantes en la migracidn celular, aunque
mantendrian la capacidad de formacion de estructuras tubulares en respuesta a este
agonista. Todo esto al parecer da una ventaja a las hembras desde el punto de vista de

angiogénesis que podria también evidenciarse en los ensayos in vivo (ver mas abajo).

5.3 Caracterizacidn funcional de angiogénesis in vivo segun sexo.
Los resultados de ensayos in-vitro descritos previamente evidencian una respuesta
angiogénica diferencial mediada por el receptor A, relacionada con el sexo del animal

AnAR-KO, particularmente revelando una ventaja pro-angiogénica en hembras respecto a
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los machos. Frente a este escenario suponemos que la utilizacion de un modelo in vivo de
angiogénesis en ratones A;pAR-KO nos dard indicio si la respuesta dada en ensayos
celulares, podrd verse replicada en el organismo completo. En este sentido ensayos de
cicatrizacidn de piel reportan que ratones A;sAR-KO forman un nimero menor de micro-
vasos sanguineos en respuesta a un trauma mecanico (Montesinos et al., 2000). Mas aun
la aplicacion topica del agonista selectivo CGS-21680 a las heridas en ratones, aumenta la
formacién de microvasos sanguineos a través del aumento de la migracion de células
endoteliales respecto a sus respectivos controles (Montesinos et al., 2004). En apoyo a
esto, nuestros resultados muestran que en ratones machos A;,AR-KO al dia diez de
cicatrizacidn, tienen significativamente menor cierre de la herida respecto a su control.
Por consiguiente, nuestros resultados proporcionan evidencia adicional de que A)AR
promoveria la angiogénesis y vasculogénesis in vivo. Sin embargo, también hacen un
alcance en la investigacion ya que también se encontrd que las hembras A;AAR-KO se
comportan en forma similar a los controles en la cicatrizacion de las heridas; sugiriendo
que las ventajas observadas in vitro, podrian complementarse con observaciones in vivo.
En esta linea se confirmd que la estimulacion con el agonista selectivo CGS-21680
promoveria la recuperacién de heridas en ratones controles, pero no en aquellos A,4AR-
KO (Victor-Vega et al., 2002 y Montesinos et al., 1997). Ademas, en estos estudios, hubo
un marcado aumento en el nimero de vasos sanguineos en las heridas de ratones control
tratados con CGS-21680 en comparacion con los controles no tratados con el agonista.
Otros autores han informado que en células endoteliales de ratdn el receptor A,a suprime

la produccién del anti-angiogénico trombospondina 1 (TSP1) aumentando la migracion y
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formacion de tubos. Ademas, en este estudio ratones A,,A-KO evidenciaron aumento de
la expresion de la proteina (TSP1) (Dessai et al.,2005), el cual existiria un rol inhibitorio de
agentes antiangiogénicos por parte del receptor Aja

Por otro lado, es necesario enfatizar que funcionalmente la dermis jugaria un rol
importante al sintetizar moléculas encargadas de la regeneracién cutanea (como
coldgeno), mientras que estructuralmente su alta vascularizacion, le permite ser la fuente
natural de vasos sanguineos para los procesos angiogénicos frente a traumas o
remodelacién vascular. Estudios histoldgicos en ratones A,pAR-KO han evidenciado un
desorden en el ordenamiento en tejido granular en heridas de ratones, comparadas con
controles (Victor-Vega et al.,, 2002). En este sentido se deduce que el ordenamiento
homogéneo de tejido granular estaria asociado a una mejor remodelacién vascular (Sun et
al.,1999). Mds aun en este reordenamiento estarian participando células inflamatorias
(linfocitos), fibroblastos y celulares endoteliales del cual A;,AR modularia su actividad
angiogénica (Sun et al., 1999). En este sentido estudios muestran que la activacion del
receptor A,n aumenta los niveles citoplasmaticos de cAMP estimulando la sintesis de
colageno | en fibroblastos humanos (Perez-Aso et al.,2014), dando como resultado
aumento fibras proteicas de colageno que forman redes de andamiajes durante la
remodelacién vascular (Lazzerine et al., 2012).

Nuestros resultados en histologia cutanea confirman también estas evidencias,
dado que encontramos que los ratones A;sAR-KO, preferencialmente los machos, control
poseen una menor longitud de la dermis respecto a los ratones control. Dado que la

dermis juega un rol importante en el proceso de vascularizacion, es posible que esta
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desorganizacion en la piel contribuya también en la disminucidn de la cicatrizaciéon de
ratones macho A,,AR-KO. Ademas, dado esta diferencia estructural de la dermis entre
machos y hembras A;AAR-KO, es necesario investigar como la deficiencia de este receptor
impacta en el ordenamiento de la dermis, la funcidn de fibroblastos, y la sintesis de matriz
de colageno por las mismas células tisulares, lo que finalmente impactara en los procesos
de angiogénesis (Bates et al.,2003). En concreto se evidencia que estructuralmente a nivel
de dermis las hembras A;AAR-KO tienen una mejor estructura que los machos A;sAR-KO,
lo que, sumado a lo observado in vitro, podria explicar al menos en parte la mejor
respuesta angiogénica en hembras frente a machos A;sAR-KO.

En lo que respecta al fluyo sanguineo es importante conocer como es el
comportamiento en el movimiento de la sangre a nivel vascular con el fin de lograr
abastecimiento homogéneo a nivel de tejido. En este sentido estudios evidencian que en
cerebros de ratones neonatos A;,AR-KO, el dafio isquémico cerebral inducido
experimentalmente mediante electrocoagulacién de la carétida comun es mayor que los
respectivos controles, sin cambios significativos en el flujo sanguineo cerebral a los 40
minutos post isquemia medidos por Lasser Doppler (Aden et al.,, 2002). Con estas
evidencias los autores concluyen que el receptor A, jugaria un importante rol proteccion
en ratones jovenes que evidencien dafo isquémico cerebral (Stroke et al., 2003). Respecto
a esto, nuestros resultados muestran un aumento en la perfusidon sanguinea en ratones
A nAR-KO respecto a sus controles, en aquellas heridas a nivel pliegue cutaneo,
adicionalmente solo en machos A;sAR-KO se evidencio un flujo sanguineo turbulento e

irregular. Esto presumiblemente tenderia a interpretarse a que aun los lechos vasculares
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se encuentran en formacion o inmaduros y que estaria relacionado a una menor respuesta
angiogénica mediada por el receptor A,a. Si bien este ultimo punto adn no tiene una arista
definida, dado que es necesario realizar analisis histolégicos los cuales permitiran
identificar cantidad de lechos vasculares que estarian comprometidos. En el presente
estudio, solo podria hacerse una aproximacién mencionando que las hembras al tener un
fluyo mas constante, presumiblemente lograron formar lechos vasculares tipo capilar en
forma mas rapida que los machos. Sin embargo, estamos conscientes de que aun faltan
mas estudios para comprender estos fenédmenos.

Sin perjuicio de lo ultimo, evidencias en mujeres muestran que ellas tendrian un
mejor prondstico que los hombres frente a un infarto al miocardio, via la generacién de un
aumento en la densidad capilar cardiaca (Chen et al., 2001). En esto ultimo estaria
involucrado una “programacion genética” en mujeres, que se sustentaria por procesos
angiogénico adaptativos mas eficientes frente a cuadros de estrés o patologias. En este
sentido otros resultados muestran que las hembras deficientes experimentalmente de
estrégenos, tendrian una pobre recuperacién del flujo sanguineo, lo que significaria una
menor capacidad angiogénica respecto a las hembras no deficientes en estrégenos (Peng
et al., 2011). Por tanto, tanto estudios in vitro (como se discutié anteriormente) como in
vivo indicarian que la exposicion a andrégenos aumentaria la capacidad de angiogénica
(Sieveking et al.,2010).

En conclusion, los resultados de este estudio indican que la condicion genotipica de
deficiencia del receptor A, de adenosina genera una adaptacién pro angiogénica tanto en

hembras como en machos, dandoles una ventaja a las hembras respecto a los machos,
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tanto en ensayos in vitro (migracion y diferenciaciéon endotelial (tubos) como la respuesta
in vivo (cicatrizacion y fluyo sanguineo). Estos estudios ademas dan luces que existe una

interaccidon entre estrégenos y receptores de adenosina que es necesario abordar en

futuros estudios.
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7 Tablas

Tabla 1: Secuencia de los partidores y tamafio esperado del producto de PCR para los
genes sujetos a estudio.

GEN Secuencia Oligonucleétidos Tamafio
Pb
A:R F 5” CGG-GAT-CCT-ACA-TCT-CGG-CCT-TCC-AGG-3” 219
R 5” GGA-ATT-CAG-TAG-GTC-TGT-GGC-CA-ATG-3"
AR F 5” AGC-CAG-GGG-TTA-CAT-CTG-TG-3" 177
R 5” AGA-CAA-TCG-GCT-GCT-CTG-AT-3”
AR F 5”-CGG-GAT-CCT-TTC-ACG-GCT-GCC-TCT-TC-3” 256
R 5”-GGA-ATT-CCA-TCC-CCC-AGT-TCT-GTC-C-3”
AsR F 5” CGG-GAT-CCC-GTT-CCG-TGG-TCA-GTT-TG-3" 348
R 5” GGA-ATT-CGC-AGG-CGT-AGA-CAA-TAG-G-3"
NEO F 5” AGA-CAA-TCG-GCT-GCT-CTG-AT-3” 618
R 5” CAA-GCT-CTT-CAG-CAA-TAT-CAC-G 3”
mLP37 F 5” TCT-TCC-GGT-CTC-TTT-GGC-CT 297
R 3” CTT-GGG-TTT-CGG-CGT-TGT-TC-5"
JARID F 5’ CTG-AAG-CTT-TTG-GCT-TTG-AG-3” 331

R 5’ CCA-CTG-CCA-AAT-TCT-TTG-G-3
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Tabla 2. Valores de LogECs, para proliferacion celular en respuesta al agonista no selectivo
NECA

WT A2aAR-KO
Hembras 104 (107 2 10°° M) 1054 (10°° 2 10°°° M) *
Machos 10°° (10 a 10*° m)* 1072 (10 2 106 M)*

WT, ratén silvestre control. A,pAR-KO, ratén deficiente en receptor A,5 de adenosina.
*P<0.05 vs hembras WT. En paréntesis 95%IC

90



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

8. Figuras

Figura 1: Estructura quimica adenosina (ADO) en la que se muestra la ribosa unida a la
base nitrogenada adenina.
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Figura 2 Receptor acoplado a proteinas G. La figura muestra un resumen de los
acontecimientos evidenciados en el ciclo de activacion de los receptores acoplados
a proteina G, al cual pertenecen la familia de receptores de adenosina (Whorton et
al., 2008; Fredholm et al., 2011). En breve, los receptores se encuentran en un
estado de reposo inicialmente, que en presencia del agonista (Ag) es activado, lo
cual lleva a la activacion de proteinas G, mediante cambio del guanosin difosfato
(GDP) por guanosin tri-fosfato (GTP), lo que a su provoca la separacién de la
fraccion alfa (o) de las otras fracciones (B, ). El receptor unido a la fraccién de
proteina Go. activa una cascada de sefializacién a través de activacidon de otras
proteinas (Efectores, adenilato ciclasa, canales idnicos, entre otros) (White et al.,
2007). Luego de ello, la GTP es metabolizada a GDP y con ello se pierde la unién de
proteina Go. al receptor, volviendo a un estado basal. Figura tomada de Whorton
et al., 2008.
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Figura 3: Sintesis y activacion de los receptores de adenosina. En determinadas
condiciones de estrés celular (como hipoxia o estimulos pro-inflamatorios) las
células liberan adenosin tri-fosfato (ATP) hacia el medio extracelular por una serie
de mecanismos que incluyen lisosomas, exosomas, transportadores o lesién de la
pared celular. En estas circunstancias ATP es metabolizado a adenosina via una
cadena de reacciones enzimdticas en las que intervienen CD39 y CD73. La
adenosina formada en el extracelular puede ser a su vez regulada por una serie de
mecanismos incluyendo transporte hacia dentro o fuera de Ila celula
viatransportadores de nucleosidos (NT) o de enzimas que la degradan como CD78
o adenosina deaminasa (ADA) hasta inosina. Eventualmente, adenosina puede
activar receptores de membrana en la célula blanco conocidos como Aj, Ays, A Y
A3, desencadenando una serie de senalizaciones intracelulares. Figura tomada de
Antonioli et al., 2013.
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Figura 4: Consecuencia a nivel neuronal y cardiovascular producto de una
deficiencia del receptor de adenosina A, en ratones. La disfuncionalidad del
receptor A,, induce dafio a nivel neuronal provocando una pobre actividad
exploratoria en el ratén llevando neurotoxicidad producto de muerte
neuronal. Por otra parte, a nivel vascular ratones A;sAKO son propensos a
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(Bruce.,2006).
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Figura 5: Estimulador receptor de adenosina induce aumento de factores pro-
angiogenicos. La estimulacion del receptor A,s en celulas promueve la
angiogenesis, mediadafactores pro-angiogenicos (VEGF), lo que a su ves

produce una mejor remodelacion vascular. (Yaar et al., 2005).
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Figura 6: Representacion de lesidon cutdnea nivel dorsal. Ensayo de cicatrizacion de herida
in-vivo realizada en ratén rasurado a nivel dorsal. Esta técnica permite realizar
seguimiento de evolucién de la herida en el tiempo. Figura tomada de Zcharia et
al., 2005.
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Figura 7: Caracterizacion de células endoteliales de pulmén (CEP): A) Células

endoteliales proveniente de tejido pulmonar seleccionadas mediante
inmunoseleccion con CD31 + (positivo) imagen derecha y CD31-(negativo)
izquierda, como se indican con sus respectivas flechas. B) Blots de
marcadores de células endoteliales, receptor VEGF 2 (KDR) y CD-34
normalizado con sus respectivas Pactina. C) Los resultados presentan
cantidad de proteina en marcadores en KDR/actina y CD34/actina,
expresado en unidades arbitrarias frente a cultivo enriquecido de células
endoteliales CD31 + y no enriquecido CD31 — en grupos de células Control
(WT, azul) y A;AKO (rojo). D) formacién de tubos a diferentes
concentraciones de suero (0,1 a 2 %). En C, analisis no paramétrico *P<0.05
versus células WT CD31-. 1P<0.05 versus células KO CD31-. Valores se
expresan en media £ SEM. n=3 a 5 por grupo.
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Figura 8: Expresion receptores de adenosina en ratones hembras y macho: Células
endoteliales de pulmon proveniente de ratones control (WT) o deficientes en el
receptor A2A (A,AKO) hembras y machos fueron utilizadas para analisis de mRNA
de los receptores de adenosina A;, Ayg, ¥ As. Se utilizo el gen de neomicina
insertado en el raton A;,KO y como control de carga el gen de mlp37 (ribosomal).
Para caracterizacién del sexo se utilizd gen Jarid doble bandaje (macho) y banda
Unica (hembra). A) Resultados en células provenientes de hembras. Panel superior
imagenes representativas de los geles para los genes en estudio. Y el panel inferior
muestra la densitometria de las bandas encontradas para los receptores de
adenosina normalizados para mlp37. B) Similar a lo mostrado en A, para el caso de
los machos. Analisis estadistico t-test pareado paramétrico. *P<0.05 vs respectivo
gen en células de ratones control. Valores se expresan en media £ SEM, n=4 por

grupo.
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Figura 9 Proliferacion celular. Células de endotelio pulmonar provenientes de ratones
control (WT) o A,AKO ya sea hembras o machos fueron estimuladas con agonista
selectivo del receptor A, (CGS-21680) o el agonista no selectivo de todos los
receptores de adenosina (NECA). A) Respuesta proliferativa en curva dosis
respuesta en hembras y B) Machos control (WT) o A,4KO co-incubadas con NECA.
C) Curva dosis respuesta en proliferacién en células de ratones (hembras y machos)
control (WT). D) Proliferacion celular en respuesta a CGS-21680 (10-5 M) en células
de animales control y A;,KO hembras o machos. Barras: azul hembra Control,
verde macho Control, rojo: hembra A;AKO, purpura macho A;sKO. T P<0.05 vs
respectiva condicién en animales control segun sexo. Valores se expresan en media

+ SEM, n=3 por grupo en triplicado.
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Figura 10 Ensayo migracidon celular: Células endoteliales WT y A;oKO de hembras y
machos provenientes de tejido pulmonar son sembradas en placa placas petri de
60 mm para luego realizar herida y coincubarlas con agonista no selectivo de los
receptores de adenosina (+, NECA, 10*M, 12 horas) o con el agonista selectivo
para el receptor A, (+, CGS-21680, 10™° M, 12 h). A) Figuras representativas de los
ensayos en hembras. B) Cuantificacion de los ensayos en A. C) Figuras
representativas de los ensayos en machos. D) Cuantificacidon de los ensayos en C.
Cuantificacion expresada en porcentaje de migraciéon respecto al tiempo cero (T-0).
Barras azul y rojas, corresponden a hembras WT y A;,KO, respectivamente. Barra
verde y purpura, corresponden a machos WT y A,,KO, respectivamente. *P<0.05
versus condicién basal (-) en ratones control (WT). $P<0.05 vs respectiva condicion
en ratones control (WT). Valores se expresan en media + SEM, n=3-4 por grupo.
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Figura 11: Ensayo celular de formacion tubos: Cultivo de células endoteliales pulmonares
fueron utilizadas para ensayo formacién de tubos en presencia de NECA (10° M, 4
h) o CGS-21680 (10 M, 4h). A) Figura representativa de experimentos realizados
en hembras. B) Cuantificacion de la formaciéon de redes (branched) segun lo
indicado en A. C) Cuantificacién de la longitud de los tubos segun lo indicado en A.
D) Figura representativa de experimentos realizados en machos. E) Cuantificacion
de la formacién de redes (branched) segun lo indicado en D. F) Cuantificacién de la
longitud de los tubos segun lo indicado en D. Barras azul y rojas, corresponden a
hembras WT y A,AKO, respectivamente. Barra verde y purpura, corresponden a
machos WT y A,,KO, respectivamente. *P<0.05 versus condicidon basal (-) en
ratones control (WT). T P<0.05 vs condicion basal en ratones A,,KO. 1P<0.05 vs
respectiva condicidn en ratones control (WT). Valores se expresan en media + SEM.
n=3-4 por grupo.
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Figura 12: Evolucidn de cicatrizacion en el tiempo. A los ratones control y A;,KO hembras
y machos se les indujo una herida en el dorso mediante una escisién (10 mm de
diametro). El seguimiento en el tiempo fue cada dos dias partiendo del dia cero
(DO) hasta el dia diez (D10). A) Figura representativa de heridas en ratones
hembras y machos de los grupos analizados. B) Didmetro de la herida a los 4 (D4) o
D10 de seguimiento. Barras azul y rojas, corresponden a hembras WT y A,.KO,
respectivamente. Barra verde y purpura, corresponden a machos WT y A,,KO,
respectivamente. *P<0.05 versus respectiva condicién en ratones control (WT).
Valores se expresan en media + SEM. n=3-4 por grupo.
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Figura 13: Histologia en tejido cutaneo de ratén: Secciones de lesiones cutdneas
obtenidas el dia cuatro (D4) de cicatrizacion, provenientes de ratones hembras y
machos control (WT) y A;aKO. Las heridas disecadas se fijaron y se incluyeron en
parafina, donde posteriormente se tifieron con hematoxilina y eosina. Las
imagenes son tomadas en aumento 40X. A). Figuras representativas de los
experimentos en los grupos de analisis. B) Longitud de la epidermis, C) Longitud de
la dermis en los grupos WT y A,,KO. Barras azul y rojas, corresponden a hembras
WT y A,AKO, respectivamente. Barra verde y purpura, corresponden a machos WT
y A,AKO, respectivamente. *P<0.05 versus hembras control (WT). tP<0.05 vs
hembras A,,KO. $£P<0.05 vs machos control (WT). Valores se expresan en media +
SEM. n=3-4 por grupo.
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Figura 14. Medicidn del flujo sanguineo en cicatrizacion de heridas dorsal en ratones
hembras y machos en grupos especie control y A,nKO: A) Imagen Laser Doopler
deteccion de perfusidn sanguinea en heridas del dia cuarto de cicatrizacién (T4) en
hembras y C) machos para los grupos Control y A;AKO. B) Grafico de puntos del
flujo sanguineo expresada en ml/min/ 100g, en ratones hembra y D) machos para
los grupos Control y A,,KO. Barras azul y rojas, corresponden a hembras WT vy
A,xKO, respectivamente. Barra verde y purpura, corresponden a machos WT y
A,7KO, respectivamente. *P<0.05 versus machos control (WT). Valores se expresan
en media * SEM. n=3 por grupo.
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Figura 15. Resumen tesis: Esquema de hitos mas importantes en el desarrollo de la tesis
realizando ensayos in-vitro e in.vivo en ratones control (WT) y A,oARKO, de esto incluyen
proliferacion,migracion y formmacion de tubos en celulas endoteliales de

pulmon.Mientras que en animal directo se realizo ensayo de herida dermal y perfusion
sanguinea en heridas expuestas.
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Autorizacién Comité de Bioética y Bioseguridad, Universidad del Bio Bio.

CERTIFICACION

El Comité de Bioética de la Universidad del Bio-Bio, conformado por Dr. Sergio Acufia N.
(Director de Investigacion, Docente), Dr. Julio Alarcén E. (Docente), Dr. Carlos Escudero O. ,
Docente), Mg. Nelson Zicavo (Docente), Dr. Carlos Céspedes A. (Docente), con fecha 8 de
Octubre de 2013, ha revisado el Proyecto FONDECYT Regular titulado “Role of angiogenesis
mediated by the A2AAR/VEGF signaling pathway in the generation of hypertension in offspring
born from pre-eclamptic pregnancies”, cuyo autor es la Dr. Carlos Escudero O., académico de la
Universidad del Bio-Bio, donde se llevara a cabo este proyecto.

Este Comité basa lo que a continuacion se sefiala, en la lectura del proyecto presentado por el
Dr. Escudero:

1. Se ha tenido a la vista los documentos de consentimiento informado que deberan firmar
los participantes de la investigacion.

2. La metodologia a emplear, retiro de placenta, no vulnera la dignidad de las personas
involucradas, por lo tanto no constituye una amenaza bajo ninguna circunstancia ni
causa daiio fisico, emocional ni moral a los investigados.

3. Este comité garantizara el derecho a la privacidad y al anonimato de los sujetos de
investigacion.

4. El investigador establecera y garantizara la confidencialidad de los datos de
investigacion, en los casos que asi lo ameriten. Como también el derecho de las
personas a retirarse o abandonar el estudio cuando asi lo estimen.

5. El Comité ha comprobado que la investigacion cumple con el respeto a los derechos
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