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1. Resumen

Introduccion

La conexina 43 (Cx43) es una proteina esencial en el acoplamiento eléctrico cardiaco,
pero también en la propagacién del dafio celular que se produce durante un episodio
de isquemia-reperfusion, asi como en la cardioproteccién por precondicionamiento
isquémico. Ademas, la Cx43 tiene un papel importante en el proceso de cicatrizacidon
gue se da en otros tejidos, como la piel o la cornea, aunque su papel en la cicatrizacion
cardiaca es desconocido. Algunos resultados previos, obtenidos en tejido 6seo,
sugirieron que podria existir una relacién entre la Cx43 y la lisil oxidasa (LOX), el
primer enzima que cataliza la formacidn de los enlaces covalentes entre las fibras de

colageno (crosslinks).

Objetivos

1. Estudiar el papel de la Cx43 en la cicatrizacion miocardica, el remodelado del
ventriculo izquierdo y en el desarrollo de insuficiencia cardiaca en modelos murinos de
dos tipos: uno de sobrecarga de presién tras tratamiento cronico con angiotensina II
(AnglIl) y otro de remodelado postinfarto de miocardio.

2. Analizar la participacién de LOX en los efectos observados, y la relacién que pueda
existir entre ambas proteinas.

3. Caracterizar los mecanismos involucrados.

Métodos y resultados

Para analizar el papel de la Cx43 en el desarrollo de fibrosis miocardica, hemos
utilizado ratones Cx43"f (expresion normal de Cx43) y un modelo de deficiencia
inducible de Cx43, el Cx43¢ERM/M (contenido de Cx43 de un 50%), tratado con
vehiculo o 4-hidroxitamoxifeno (4-OHT) para inducir la delecion global del alelo de

Cx43 que se encuentra flanqueado por las secuencias PLox.

Algunos de los animales fueron infundidos, simultdneamente y durante 14 dias, con
solucién salina o AnglI (1.000 ng/kg/min, como inductor de hipertrofia y fibrosis),
usando bombas osméticas implantadas subcutdneamente. El tratamiento con AngII
indujo una respuesta hipertrofica similar en todos los grupos, independientemente del
nivel de expresion de Cx43. El contenido de coldgeno miocardico, analizado mediante

tincién de rojo picrosirius, fue bajo en todos los grupos tratados con suero fisioldgico



(n = 8-9/grupo), pero aumentoé de forma significativa en todos los infundidos con AngII
(n = 8-10/grupo, p < 0,05). Sin embargo, los animales con deficiencia parcial de Cx43
(ratones Cx43¢ER(M/ tratados con vehiculo) presentaron una respuesta fibrotica
exagerada que se revirtio en los ratones tratados con 4-OHT, que abole la expresion de
Cx43. La respuesta fibrotica exagerada observada en ratones Cx43¢re-ER(M/M
parcialmente deficientes, se asocié con un aumento en la activacion de p38 MAPK, y no
fue evidente en ratones heterocigotos Cx43*/-, con una deficiencia parcial similar, lo
gue sugiere que este efecto es independiente de los niveles de expresion de Cx43. Por
el contrario, la normalizacién en la deposicion de colageno observada en ratones
Cx43¢eERM/M tratados con 4-OHT, tras infusion de Angll, se correlaciond con un
aumento en la actividad de la metaloproteinasa 9 (MMP9), en la expresion de los
marcadores de inflamacion IL-6 y NOX2, y con un mayor contenido de macréfagos, asi

como con una capacidad de diferenciacion de los fibroblastos reducida.

Por otro lado, para analizar la respuesta fibrotica y el remodelado tras infarto de
miocardio, grupos adicionales fueron sometidos a oclusidn coronaria transitoria (45
min) seguida de reperfusion (14 dias). Nuestros resultados demuestran que el area de
la cicatriz postinfarto, determinada mediante tincién con rojo picrosirius, fue
significativamente inferior tanto en los animales Cx43¢*fRM/M tratados con vehiculo
(50% de expresién de Cx43) como en los tratados con 4-OHT (<5%), en comparaciéon
con los resultados obtenidos en animales Cx43%f (15,78+3,42 y 16,54+2,31% frente a
25,40+3,14 y 22,43+3,88% en ratones tratados con vehiculo y 4-OHT,
respectivamente, p = 0,027 para genotipo, ANOVA de dos factores). La reduccion en el
peso corporal y la dilatacién ventricular se atenuaron de forma significativa en ambos
grupos deficientes para Cx43. Este efecto protector sobre el tamafo de la cicatriz se

correlaciond con una reducciéon en la expresion de pro-TGF[I1 en estos animales.

Adicionalmente, estos resultados se compararon con los obtenidos en animales que
sobreexpresan LOX. Esta comparacion parece constatar que no existe una relacion
clara entre Cx43 y LOX, y que los hallazgos iniciales encontrados (sobreexpresion de
LOX en animales deficientes para Cx43) son debidos, probablemente, a una respuesta

compensatoria.



Conclusiones

La Cx43 tiene un papel importante en el desarrollo de fibrosis y en el remodelado
ventricular adverso. Una reduccién en su expresién atenua la deposicion de colageno,
tanto tras sobrecarga de presidon con AngII como tras infarto de miocardio. En el
primer caso, los mecanismos se relacionan con una menor capacidad de diferenciacién
de los fibroblastos, mayor actividad de MMP9 y mayor acumulacién de macréfagos en
el tejido. En el segundo caso, los efectos se asocian con una menor expresion de pro-
TGFB1.

2. Resultados

1. Papel de la conexina 43 en la deposicion miocardica de colageno, en el

remodelado adverso del ventriculo izquierdo y en la insuficiencia cardiaca

inducidos mediante sobrecarga de presion tras tratamiento crénico con AngIIl

1.a. Hipertrofia ventricular

El tratamiento con AnglI durante 14 dias provocd un aumento en la relacion entre el
peso cardiaco y el corporal (CW/BW), indicativa de hipertrofia cardiaca, de una
magnitud similar en todos los grupos, independientemente de los niveles de expresién
de Cx43 (100% de expresion de Cx43 en los animales Cx43"", 50% en los ratones
Cx43CreERM/M vy <50% en los Cx43¢* RN/ inyectados con 40HT). La falta de influencia
de la Cx43 en la respuesta hipertréfica a AnglIl se pudo confirmar mediante la medicién
del area transversal de los cardiomiocitos, asi como mediante ecocardiografia. En
consonancia con estos datos, la AngII provocd una induccién significativa del marcador
hipertréfico ANP en todos los grupos (ANOVA de dos factores, p < 0,001). Se
obtuvieron resultados similares en otra cepa de animales (heterocigotos Cx43*/") con

una deficiencia parcial de Cx43 parecida a la de los animales Cx43C¢re-ER(M/M,

1.b. Desarrollo de fibrosis

La cantidad de colageno intersticial miocardico fue baja en todos los grupos
experimentales que fueron tratados con solucidn salina, oscilando entre un 2% y 3%
(figura 1). Por el contrario, el tratamiento con AngII durante 14 dias provocé un
aumento del contenido de colageno en los ratones Cx43"" inyectados con aceite desde
un 2,67+£0,32% a un 7,30£1,19% (p < 0,05) (figura 1A). Ahora bien, el aumento en la



deposicién de coldageno en respuesta a AnglI fue significativamente superior en el
grupo de animales Cx43¢ER(M/ tratado con aceite, que expresan un 50% del
contenido normal de Cx43 (figura 1B).
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Figure 2

Figura 1. Fibrosis cardiaca inducida mediante tratamiento crénico con AnglII en ratones Cx43/f, Cx43Cre-
ERM/M y Cx43*/~. * (p < 0,05) indica diferencias significativas frente a las del grupo tratado con solucion

salina correspondiente. T (p < 0,05) indica diferencias significativas frente a los grupos restantes tratados
con AngII.

Para evaluar si el aumento marcado en el contenido de coladgeno en respuesta a AnglI
que se observo en los ratones Cx43%eER(M/M + zceite podria explicarse por la deficiencia
parcial de Cx43 que presentan, se repitid este experimento en otro modelo con una
deficiencia similar de la proteina (ratones Cx43*/"). Inesperadamente, el tratamiento
con AnglIl no aumentd la deposicion de colageno en ratones Cx43*/- por encima de los
niveles encontrados en animales de fenotipo salvaje (WT) (figura 1C). Este hecho
puede sugerir que los hallazgos obtenidos en ratones Cx43¢e-ERM/M + aceite no estan,

en realidad, relacionados directamente con la reduccidon en el nivel de expresion Cx43.

Los efectos de la Angll sobre la deposicion de colageno observados en ratones Cx43"/f
inyectados con aceite no se modificaron cuando los animales de este genotipo se
trataron con 4-OHT (figura 1A). Por el contrario, el marcado incremento en los niveles
de colageno observado en los ratones Cx43¢eERM/M con deficiencia moderada de Cx43,

se revirtid cuando la delecién de Cx43 fue casi completa (Cx43¢-ERM/M tratados con 4-



OHT) (figura 1B), y se alcanzaron unos valores de colageno cercanos a los encontrados

en ratones Cx43"f después de AnglII (figura 1A).

1.c. Analisis de los mecanismos involucrados

1.c.1. Sobreexpresion paraddjica de los ARNm que codifican para proteinas implicadas
en la sintesis y degradacidn del coldgeno en ratones deficientes para Cx43

Hemos analizado la expresion de ARNm que codifican para proteinas involucradas en la
sintesis (COL1A1, TGF1, P4HA1), maduracion (LOX) y degradacion (TIMP1, TIMP2)
del colageno, tanto en animales de fenotipo salvaje (Cx43"™) como deficientes para
Cx43, e infundidos con solucion salina o AnglIl. Asi, los corazones de animales tratados
con solucidn salina, tanto de ratones Cx43"f como de animales Cx43¢e-ERM/ tratados
con aceite (50% de expresion de Cx43) presentaron niveles similares de todos los
ARNmM estudiados. Por el contrario, los corazones de animales Cx43¢¢ER(/ inyectados
con 4-OHT presentaron una induccion marcada de COL1A1, TGFO1, LOX y TIMP1.

El tratamiento con AnglIl aumentd la expresidon de estos cuatro ARNm en ratones
Cx43%"M y en animales Cx43¢eERM/M inyectados con aceite, pero no en los ratones con
una marcada deficiencia de Cx43 (Cx43¢eERM/M1+4-OHT). En este ultimo grupo, los
niveles de ARNm de COL1A1, TGFB1 y LOX, aunque todavia elevados, fueron

significativamente mas bajos que en los ratones infundidos con solucién salina.

1.c.2. El aumento en la deposicion de colageno en respuesta a Angll en corazones
parcialmente deficientes para Cx43 (Cx43¢eER(M/M + aceite) se correlaciona con un
aumento en la activacion de p38 MAPK

La deposicion aumentada de colageno inducida tras el tratamiento con AnglII en los
ratones Cx43¢eERM/M jnyectados con aceite (50% de expresion de Cx43) se asocio con
un incremento en la activacién de p38 MAPK. Esta fosforilacion aumentada de p38
MAPK no se observo en los ratones Cx43*/~ tratados con AnglI, que no mostraron ese

incremento en la deposicién de colageno (figura 1C).

1.c.3. La normalizacion del contenido de colageno en corazones de ratones Cx43¢¢
ER(T/ jnyectados con 4-OHT y tratados con AnglII se asocia con una mayor actividad de
metaloproteinasa 9 (MMP9)

Mediante zimografia en gelatina de muestras de miocardio de ratones pudimos

demostrar una actividad aumentada de MMP9 en animales con ausencia casi total de



Cx43 (Cx43CeERM/M + 4-OHT), en comparacion con el resto de grupos, tanto tras
tratamiento con solucion salina como con AnglIl. No se observaron diferencias

significativas para la actividad de MMP2.

1.c.4. La delecion de Cx43 en los ratones Cx43¢¢ER(T/T jnyectados con 4-OHT se asocia
con aumento en la expresion de marcadores de inflamacion

La delecion de Cx43 tras tratamiento con 4-OHT en ratones Cx43¢eERM/M provocd un
gran incremento en los niveles miocardicos de ARNm de IL-6 y NOX2, tanto en
animales infundidos con solucién salina como con AngIl. Ademas, mediante tincién
inmunohistoquimica de secciones cardiacas, se demostré que estos corazones
presentaban un incremento en la expresién del marcador de macréfagos LAMP-2/Mac-3

y de MMP9, tanto tras infusién de solucién salina como de AngIlI.

1.c.5. Estudios en fibroblastos aislados

Los fibroblastos cardiacos aislados de animales con deficiencia marcada de Cx43
(Cx43CeERM/M + 4-OHT) presentaron un fenotipo anormal, que incluia tamano reducido
y nlcleos altamente refringentes. Ademas, estas células mostraron una reduccién en la

expresion de a-SMA y SM22a, dos marcadores de diferenciacién celular.

1.d. Comparacion entre los resultados obtenidos en animales Cx43¢ER(M/M con lo que

ocurre en ratones con sobreexpresion de LOX

La sobreexpresion de LOX humana en un modelo transgénico en ratén acelera el
remodelado cardiaco y agrava la disfuncion e hipertrofia inducidas mediante
tratamiento crénico con AnglIl. En estos animales, y al contrario de lo que ocurria en
los animales deficientes para Cx43 tratados con 4-OHT, se observé una mayor
respuesta fibrética, aunque si compartieron el aumento en el infiltrado inflamatorio
miocardico, y una expresion exacerbada de marcadores proinflamatorios. Estos

resultados no avalan una relaciéon clara entre Cx43 y LOX.

2. Papel de la conexina 43 en la cicatrizacion miocardica, en el remodelado
adverso del ventriculo izquierdo y en la insuficiencia cardiaca tras infarto de

miocardio



2.a. Tamafo del area de la cicatriz postinfarto

El area de la cicatriz postinfarto, determinada mediante tincién de rojo picrosirius,
realizada a los 14 dias de la oclusion coronaria transitoria (45 min), se redujo de
manera significativa en los ratones con deficiencia de Cx43 (Cx43¢eERM/M  Esto fue asi
tanto en los animales tratados con aceite (50% de expresion Cx43) como en los
inyectados con 4-OHT (<5% de expresién Cx43), en comparacion con los resultados
obtenidos en los animales Cx43", que tienen niveles normales de Cx43 (16,10+2,16%
para ambos grupos de animales deficientes para Cx43 vs. 23,91+2,44% para ambos
grupos Cx43"" p = 0,022, prueba t de Student) (figura 2).
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Figura 2. Tamafio del infarto, respecto al area total, determinado mediante tincién de rojo picrosirius, en

secciones cardiacas obtenidas de los 4 grupos experimentales.

2.b. Cambios en la expresion de marcadores de cicatrizacion mediante Western blot

Mediante ANOVA de dos factores se observd un aumento significativo en la expresién
de NF-xB, pro-TGFB1 y de la forma activa de TGFB1, junto con un aumento muy ligero
en SMAD2/3, en los animales que habian sufrido una oclusidn coronaria 14 dias antes.
Sin embargo, en los animales deficientes para Cx43 (tanto los tratados con 4-OHT
como con aceite), el incremento en pro-TGFp1 fue inferior y, de hecho, no alcanzé

significacion estadistica respecto a sus grupos control correspondientes.

2.c. Comparacion entre los resultados obtenidos en animales Cx43¢e-ERM/M con lo que

ocurre en ratones con sobreexpresion de LOX

La sobreexpresion de LOX no modificé el tamano de la cicatriz postinfarto, determinado
como area de fibrosis en el drea en riesgo mediante tincidn de rojo picrosirius.
Tampoco afectd a la deposicién de colageno en zonas remotas del corazén (6,57+0,85
frente a 7,38+0,45% en WT y TgLOX, respectivamente, p-NS). Estos datos

nuevamente cuestionan una relaciéon clara entre Cx43 y LOX.



3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Nuestro estudio demuestra que la deficiencia de conexina 43 (Cx43) provoca una
reduccion en la deposicidon de colageno, es decir, en el desarrollo de fibrosis, durante el

remodelado ventricular adverso.

En el caso del remodelado ventricular por sobrecarga de presion, tal como ocurre
durante el tratamiento con angiotensina II, la deficiencia de Cx43 se asocia con una
reduccion en la fibrosis intersticial, un efecto que parece deberse a una mayor
actividad de la metaloproteinasa 9, mayor infiltrado inflamatorio y menor capacidad de
los fibroblastos para diferenciarse. Es cierto que, probablemente debido a
peculiaridades del modelo animal utilizado, es necesaria una deficiencia muy marcada
de Cx43 para observar este efecto beneficioso. En cualquier caso nuestros datos
apoyan resultados previos obtenidos en otros tejidos, como la piel o la cérnea, en los
gue se demostrd que la reduccion de los niveles o de la funcionalidad de la Cx43
(mediante cremas con péptidos inhibitorios, por ejemplo) provoca una cicatrizacién

mejor y mas rapida tras diversos tipos de lesiones.

En el caso del remodelado ventricular postinfarto, hemos demostrado que la reduccién
de los niveles de Cx43, en este caso tanto de forma moderada como marcada, provoca
una disminucién en el tamano de la cicatriz postinfarto. Este efecto se asocia a una
menor expresion de pro-TGFp1, lo cual podria explicar, al menos en parte, estos
hallazgos. Las limitaciones temporales del modelo (cuya mortalidad aumentaria en
caso de un seguimiento superior a los 14 dias postreperfusidn) han hecho inviable
averiguar qué ocurre a mas largo plazo. Pero parece probable que esta menor
cicatrizacién postinfarto puede dar lugar a una reduccion en el remodelado ventricular

adverso y, por lo tanto, a un menor desarrollo de insuficiencia cardiaca.

Por lo tanto, el desarrollo de farmacos capaces de disminuir la funcionalidad o la
expresion de la Cx43 podria convertirse en una herramienta muy importante para
reducir el desarrollo de fibrosis y la tasa de insuficiencia cardiaca asociada. Hay que
considerar que las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la principal causa de
muerte a nivel global y, entre ellas, el infarto de miocardio es la primera enfermedad
cardiovascular. En el caso del infarto, la mejora en los tratamientos actuales ha hecho

gue cada vez mas pacientes sobrevivan al episodio agudo, pero lo hacen con una



funcién deteriorada, con desarrollo de hipertrofia y fibrosis, y aparicion de insuficiencia
cardiaca. Asimismo, la hipertensién es una comorbilidad muy frecuente en pacientes
cardiovasculares, que acaba dando lugar a remodelado ventricular con aparicion de
fibrosis. Cualquier tratamiento encaminado a reducir la aparicién de fibrosis, una diana
huérfana actualmente, tendrd una gran repercusién sobre la calidad de vida de estos

pacientes y reducird los costes del sistema sanitario.

Sin embargo, hay que reconocer que la aplicacion de terapias encaminadas a reducir la
funcién o expresion de Cx43 no sera sencilla. Una reduccion en los niveles de Cx43 se
ha asociado con una alta incidencia de arritmias. Esto seria una limitacion importante.
Para solventar este problema caben diversas posibilidades. En el caso del infarto, se
podrian administrar los inhibidores o siRNA directamente, y de forma selectiva, en el
area en riesgo, con catéteres intracoronarios, cosa factible, tal como hemos
demostrado en otros estudios. Seria mas complejo en el caso de la hipertensién, que
afecta a todo el érgano. En este sentido, estudios posteriores deberan analizar si estos
efectos sobre el desarrollo de fibrosis son debidos a su participacidon como canales en
las gap junctions (con la consiguiente afectacidén de las arritmias), o a acciones
independientes de las mismas, como por ejemplo como factor de regulacion
transcripcional. En este caso podrian idearse terapias encaminadas a actuar

especificamente sobre esta funcién.

Por lo tanto, las conclusiones de este proyecto son las siguientes:

A. Respecto al remodelado tras sobrecarga de presion inducida mediante

tratamiento cronico con Angll

1. La deficiencia moderada de Cx43 (50%) provoca un incremento muy marcado en
la deposicién de colageno tras tratamiento con angiotensina II, que parece
independiente de dicha deficiencia de Cx43, y se asocia a un aumento en la activacion
de p38 MAPK.

2. La deficiencia marcada de Cx43 produce una reduccidon en la deposicion de
colageno sobre la esperada para ese genotipo tras tratamiento con angiotensina II,
efecto asociado con una mayor actividad de MMP9, mayor infiltrado inflamatorio y una

capacidad reducida de los fibroblastos para diferenciarse.



B. Respecto al remodelado tras infarto de miocardio

1. La deficiencia de Cx43 (tanto moderada como marcada) produce una reduccion
en el tamano de la cicatriz postinfarto. Este efecto se asocia a una menor expresion de
pro-TGFp1.
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