UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

Departamento de Bioquimicay Biologia Molecular

“Angiotensina (1-9) en la sefalizacion del

calcio mitocondrial en el cardiomiocito”

Memoria para optar al titulo de Quimico Farmacéutico por:

CRISTIAN ALEJANDRO SOTOMAYOR FLORES

Profesor Patrocinante Directores de Memoria

Dr. Sergio Lavandero Gonzalez Dr. Sergio Lavandero Gonzalez
Dra. Valentina Parra Ortiz
Santiago — Chile
2013



Esta memoria de pregrado se llevo a cabo en el Laboratorio de Transduccion
de Sefales, dirigido por el Dr. Sergio Lavandero, el cual pertenece al Centro de
Estudios Moleculares de la Célula, de las Facultades de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas y Medicina de la Universidad de Chile.

Para su realizacion, este trabajo contdé con el apoyo y financiamiento de los

siguientes proyectos:

Proyecto FONDECYT 1120212 (SL)

¢ Anillo en Investigacion y Tecnologia ACT 1111 (SL)
e Proyecto MECESUP UCHOB802 (SL)

e Proyecto FONDECYT 1100874 (MPO, MC)

e Proyecto FONDEF D1111122 (MPO, MC, SL).



La presente memoria ha dado origen a las siguientes presentaciones a

congresos.

Sotomayor-Flores, C, Hechenleitner, J, Rivera-Mejias, P, Lopez-Crisosto, C,
Parra, V, Lavandero, S. Angiotensin (1-9): New pathways involved in the
development of cardiac hypertrophy. XXXV Reunion Anual Sociedad
Bioquimica y Biologia Molecular. Sesion de Poster. Puerto Varas, 2-5 Octubre
2012.

Rivera-Mejias, P, Pennanen, C, Sotomayor-Flores, C, Lopez-Crisosto, C,
Parra, V, Lavandero, S. Angiotensin-(1-9) counteracts mitocondrial fission
induced by norepinephrine in cultured cardiomyocytes. XXXV Reunién Anual
Sociedad Bioquimica y Biologia Molecular. Sesion de Poster. Puerto Varas, 2-5
Octubre 2012.

Rivera-Mejias, P, Pennanen, C, Sotomayor-Flores, C, Lopez-Crisosto, C,
Parra, V, Lavandero, S. Mitochondrial fission induced by norepinephrine in
cultured cardiomyocytes is counteracts by angiotensin-(1-9) non involving
changes in mitochondrial fusion proteins. XX Annual Meeting of the
International Society for Heart Research Latin American Section. Sesion de
Poster. Santiago, Chile, 25-26 Octubre 2012.

Sotomayor-Flores, C, Hechenleitner, J, Rivera-Mejias, P, Lopez- Crisosto, C,
Parra, V, Lavandero, S. Angiotensin (1-9) promotes mitochondrial calcium
influx in cultured cardiomyocytes. XX Annual Meeting of the International
Society for Heart Research Latin American Section. Sesion de Poster.
Santiago, Chile, 25-26 Octubre 2012.



Dedicado a mi familia. ..



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ..ottt ettt eae st as st eenne e enens 2
ABREVIATURAS ..t e e e e e et e e e e et e eaees 7
RESUMEN ...ttt e e e e e e e e e st e e aeeeeseanstbaneeeeaeeeeaanns 8
SUMMARY Lttt ettt e e e e e sttt e e e e e e e s a bbb e e e e e e e e e aannrnees 10
1. INTRODUGCCION ...ttt ittt e e e e e e ee e e e e e s e e nnnneees 12
1.1. Sistema renina-angioteNSING. .......ccuuiiiiiiiiiiiiiie e 12
1.2. Péptidos efectores del SRA.........uuuiii 14
1.3. ReCEPOreS AT L Y AT 2 e 18
1.4. RAS e hipertrofia CardiaCa .............uuuuuuuummmmmmniiii e 20
2. HIPOTESIS ...ttt 32
3. OBIETIVO GENERAL ... oot e e e 32
4. OBIETIVOS ESPECIFICOS ....covovieeeeceeeeteeeee e 32
5. MATERIALES Y METODOS ...ttt 33
5.2, REACTIVOS. ..ceiiieiiiieitee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e nnneees 34
5.3. Medicion de cinéticas mitocondriales y citoplasméticas de calcio .......... 34
5.4. Medicion cercania reticulo endoplasmico-mitocondria. ...........cccccceeunnnns 36
5.5. Andlisis digital de IMAgENES ..........uevviiiieiiiiieee e 37
5.6. ANAIISIS €STAUISTICO .....ueeiiiiieiiiiiiiiiiiee e 37
6. RESULTADOS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e eananas 38
6.1. Efectos de Ang 1,9, NE e histamina en el Ca®* mitocondrial .................. 38
6.2. Modulacién de la sefial de Ca?* mitocondrial ..............cccoveveveveeeeerennnn, 40
6.3. Efecto de los antagonistas del receptor Mas 0 AT2 .......ccccceeeeeeiinnnnnnnnns 43
6.4. Estudios de colocalizacién reticulo-mitocondria...........cccccvvvvveeeeeiecnnnee, 49
7. DISCUSION ...ttt ettt ss st se e s e 52
7.1. Importancia del Ca®" en el desarrollo de hipertrofia. .............c.ccccovevevenne. 52
7.2. Efecto direCto SODIE €l.......coooiiiiiiiiiiiii e 54
aumento en la liberacién de Ca®* desde el RE. .........c.ccocoeeoveveeceeennnn 55

7.3. Bloqueo de respuesta con antagoniStas. .........cccceeeeeeeeieeiiiiieiinens 56
7.4. Cercania RE-MItOCONIIA........ccuuriiiiieeee e e e e 58
8. CONCLUSIONES ... .ottt e e e e e e e e nnnnnees 61
9. BIBLIOGRAFIA ... e e e e e e e e e e aaaaas 64



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema del sistema renina angiotensina actualizado. ...................c......... 13
Figura 2: Eventos del proceso hipertrofico del cardiomiocCito..............ccceeeeiiiieeeennee. 21
Figura 3 Respuestas gatilladas por el estrés biomecanico en el miocardio. ............. 22
Figura 4 Esquema de la participacion de calcio y calcineurina .............cceevvvveveeeennee.. 24
Figura 5 Dindmica y sefializacion de CaZ’ ...........ccooeeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
Figura 6: Angiotensina 1-9 disminuye aumento de calcio inducido por NE............... 30
Figura 7: Modulacion distancia reticulo-mitocondria. ..............eeveevveeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeee. 31
Figura 8: Cinética de calcio mitocondrial y pulso de Ang 1-9. .......covvvvvvvvvivviieieeeennee. 39
Figura 9: Cinética de calcio mitocondrial y pulso de NE. ...........ccccoeciviiiiiieeeeeeecnee, 39
Figura 10: Cinética de calcio mitocondrial y pulso de histamina. ...........ccccoccueeeennnee. 40
Figura 11: Area bajo la curva en cinética de calcio mitocondrial. ............c..c.cceevvennnnn. 40
Figura 12: Cinética de calcio mitocondrial pulsos de histamina...........cccccccevvvvveeeeeee.. 42
Figura 13: Tiempo en llegar al maximo de fluorescencia.............ccceccvvvvvieieeeeeeeennnne, 42
Figura 14: Area bajo la curva cinéticas de histamina..............cccceeeeveeeeeeeeeereenna. 43
Figura 15: cinética de calcio mitocondrial y antagonistas. .............ceevvvveeeveeeeeeeeenennnnn. 45
Figura 16: Tiempo en llegar al maximo de fluorescencia y antagonistas. ................. 46
Figura 17: Comparacion respuesta Ang 1-9 + A779 y Control A779.......cccoecveeeenee. 47
Figura 18: Comparacion respuesta Ang 1-9 + PD123319 y control PD .................... 47
Figura 19: Areas bajo la curva: calcio mitocondrial y antagonistas. ..............cc.cc.eu..... 48
Figura 20: Imagenes del estudio de colocalizacion reticulo mitocondria................... 50
Figura 21 y 22: Coeficiente de Manders: estudios de colocalizacion ....................... 51
Figuras 23. Correccion tratamiento con antagonistas..........cccceccvvveeeiiiiieeeesniiieeee e 58
Figura 24. Nuevos candidatos en sefializacion de calCio: ...........cccevvevveeeviviiieieinennne. 60
Figura 25: Modelo fINAl. ......coooiiic e 63



ATPasa
BSA

B2
CCCP
c-Src
DME
EGFR
ERK
FBS
GTP
GTPasa
H

MAPK
Min
NADPH
NF-AT3:
NF-kB
NMDAR
NO
p21Ras
PBS
PDGF
PKA
PKC
PSF
Raf-1

S

SEM
Ser
SERCA
TBS
Tyr

Ay

ABREVIATURAS

: Microgramo

: Microlitro

: Micromolar

: Acido desoxirribonucleico

: Adenosin monofosfato ciclico

: Analisis de la varianza

: Acido ribonucleico

: ARN mensajero

: Adenosin trifosfato

: Adenosin trifosfatasa

: Albumina de suero bovino

: Receptor bradiquinina tipo 2

: Carboxi-cianuro-3-clorofenilhidrazona

: Protooncogen que codifica para tirosinas quinasas
: Medio de Eagle modificado por Dulbecco

: factor del receptor de crecimiento epidermal
: Quinasa regulada por sefiales extracelulares
: Suero fetal bovino

: Guanosin trifosfato

: Guanosin trifosfatasa

: Horas

: Proteina quinasa activada por mitogenos

: Minutos

: Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato

Factor nuclear de células T activadas tipo 3

: Factor nuclear de las cadenas ligeras kappa de células B activadas
: Receptor de glutamato

: Oxido nitrico

: Proteina transformadora codificada por oncogenes
: Tampodn de fosfato salino

: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

: Proteina kinasa dependiente de AMPc

: Proteina quinasa C

: Funcién de difusion puntual

: Protooncogen serinal/treonina quinasa

: Segundos

: Error estdndar de la media

: Serina

: Calcio-ATPasa del reticulo sarco-endoplasmético

: Tampdn de Tris salino

: Tirosina

: Potencial mitocondrial



RESUMEN

Angiotensina (1-9) regula calcio mitocondrial en el cardiomiocito

El sistema renina-angiotensina (RAS) forma parte de un eje de control
homeostéatico de procesos tan importantes como el mantenimiento del tono
vascular, el balance hidroeléctrico y la contractilidad cardiaca. Su sobre-
activacion se relaciona con el desarrollo de hipertensién arterial, la que con el
paso del tiempo desencadena una serie de procesos deletéreos de remodelado
gue cursan con hipertrofia del cardiomiocito, lo que puede llevar finalmente a la
insuficiencia cardiaca. Adicionalmente, se ha mostrado que la sola
desregulacion de este sistema puede desencadenar hipertrofia y remodelado
cardiaco. Para la compleja regulacion del RAS, el organismo hace uso de
distintos efectores o agonistas dentro de los que para nuestra investigacion,
destacamos al péptido angiotensina 1-9 que cada vez toma mas importancia
por su efecto fisioldgico, descrito y corroborado por distintos investigadores, de
contrarrestar y prevenir la sefializacion hipertréfica en cardiomiocitos originada

por distintos estimulos, tanto in vitro como in vivo.

En el presente trabajo se investigd el mecanismo anti-hipertréfico de
Angiotensina 1-9, para lo que valiéndonos de previas investigaciones de
nuestro laboratorio y de otros grupos de investigacion, nos centramos en la
sefalizacion mediada por calcio que tiene un papel principal en la contraccion,

control del metabolismo energético celular y expresion génica en el corazon,
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siendo ademas uno de los principales actores en la hipertrofia cardiaca.

Los resultados mostraron que la preincubacion de angiotensina 1-9 no
tuvo efectos directo sobre los movimientos de calcio; ya sea citoplasmatico o
mitocondriales, pero si disminuyé la respuesta de calcio citoplasmético frente a
un estimulo pro-hipertrofico, como la Norepinefrina e incremento los transitorios
mitocondriales de calcio evocados tanto por norepinefrina como histamina (esta
Ultima se ha descrito como gatillante de la salida de calcio desde el reticulo

endoplasmico hacia la mitocondria a través de los canales sensibles a IP3.

Finalmente al investigar mediante inmunohistoquimica si los aumentos
de calcio en la mitocondria se debian a un acercamiento entre el reticulo y la
mitocondria producido por la preincubacion de Ang 1-9, evidenciamos que no
se produce un acercamiento entre estos organelos, pero interesantemente si se

evita el alejamiento de estos inducidos por estimulos prohipertréficos.

Como conclusién de nuestro estudio Ang 1-9 corrige los niveles de Ca®*
citoplasmatico inducidos por estimulos prohipertréficos, posiblemente por una
mejora en la eficiencia en la entrada de Ca*" a la mitocondria, lo que no se

debe a una modulacién de cercania entre el reticulo y la mitocondria.



SUMMARY

Angiotensin (1-9) regulates cardiomyocyte mitochondrial calcium

The renin-angiotensin system (RAS) is part of a homeostatic control shaft of
important processes such as the maintenance of vascular tone, the electrolyte
balance and cardiac contractility. The over-activation of this system has been
associated with the development of high blood pressure, which over time
triggers a series of deleterious remodeling processes that occur through
cardiomyocyte hypertrophy and that can possible end in heart failure.
Additionally it has been demonstrated that dysregulation of this system, by
itself, can trigger cardiac hypertrophy and remodeling. To achieve the regulation
of RAS, the organism uses different effectors or agonists, among them the
peptide Angiotensin 1-9 that we highlight to our investigation, who has
becoming increasingly more important for its physiological effect described and
corroborated by other investigators to counteract and prevent hypertrophic

signaling in cardiomyocytes caused by various stimuli in vitro and in vivo.

In the present work we wanted to delve into the hypertrophic mechanism
of Angiotensin 1-9, and availing ourselves of previous research in our and other
laboratories, we focus on calcium signaling, in order to get to understand a little
more of this process, coupling to the fact that this plays a major role in
contraction, control of cellular energy metabolism and gene expression in the

heart.
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In our results we first found that the pre-incubation of Angiotensin 1-9
itself had no direct effect on cytoplasmic or mitochondrial calcium movements,
but decreased the cytoplasmic calcium response of the pro-hypertrophic agent
Norepinephrine, and increased the mitochondrial calcium transients evoked by
both, norepinephrine and histamine (which has been described that triggers
output of calcium from the endoplasmic reticulum into mitochondria trough the

IP3 calcium channels).

Finally, using immunohistochemistry to investigate whether increases in
calcium in mitochondria were due to a closer approach between the reticulum
and the mitochondria induced by the Angiotensin 1-9 pre-incubation, we saw no
differences in the proximity between these organelles, but interestingly the pre-
incubation avoid the estrangement induced by the Norepinephrine pro-

hypertrophic stimuli.

As conclusion to our study we found that Angiotensin 1-9 is able to
correct the cytoplasmic Ca*' levels induced by a pro-hypertrophic stimuli,
possibly by an improvement in the efficiency of Ca®" entry into the mitochondria,
which is not due to a modulation of the closeness between reticulum and

mitochondria.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sistema renina-angiotensina

Los primeros conocimientos del sistema renina-angiotensina (RAS)
fueron aportados en el afio 1898, cuando el fisiblogo finlandés Robert
Tigerstedt, luego de realizar experimentos en rifiones de conejos especulo que
la renina podria tener de manera directa o indirecta una relacién con la
hipertrofia cardiaca y la hipertensién arterial encontrada en las personas con

enfermedad renal.t

El concepto de la via clasica del RAS que incluye, entre otros, al
angiotensinogeno generado en el higado, la renina por los rifiones y el péptido
efector principal, la angiotensina Il generada por la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) en la vasculatura, quedd completado con el estudio
realizado por Timmermans y cols. con el clonamiento de los receptores AT1 y
AT2? (Figura 1). Sin embargo las implicaciones fisiopatolégicas de este sistema
han continuado expandiéndose con el tiempo, haciéndose gradualmente
evidente que en adicion al RAS sistémico, se han encontrado RAS locales en
diversos organos y tejidos. De hecho hasta la generacion intracelular de Ang |l
se ha descrito, convirtiendo al RAS no sélo en un sistema endocrino, sino
también autocrino, paracrino e intracrino®. Sumado a todos estos antecedentes,

multiples investigaciones han ido reconociendo nuevos integrantes de este
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sistema, tales como péptidos con funcidon biolégica, como lo son las
angiotensinas Il (2-8), IV (3-8), 1-7 y 1-9, asi como nuevas enzimas Yy

receptores®

Angiotensinogeno

J

l Renina =
7
ECA2 @
G ~ D> —= [ T |5
My <
lECA »  |NEPyECA 2
.q
ECA2 Vasodilatacion |y |
[ -
Antifibrosis
Activacion l Antitrombosis |
sostenida

Hipertrofia
Hipertension
Fibrosis
Proliferacion
Estrés oxidativo,

Figura 1. Esquema del sistema renina angiotensina actualizado. Mas, receptor para Ang
1-7; AT2R, receptor de angiotensina tipo 2; AT1R, receptor de angiotensina tipo 1, ACE,
enzima convertidora de angiotensina; ACE2, enzima convertidora de angiotensina tipo 2; NEP,
endopeptidasa neutral Modificado de Fyhrquist, F. & Saijonmaa, O. Renin-angiotensin system
revisited. J Internal Med 264, 224—-36 (2008).
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1.2. Péptidos efectores del SRA

1.2.1. Angiotensina Il. El octapéptido angiotensina Il (Ang Il) se forma a partir
de la escision enzimética del angiotensindgeno a angiotensina | (Ang I) por la
proteasa renina, con la subsecuente transformacion a Ang Il por la enzima
convertidora de angiotensina | (ACE). La sefializacion de Ang Il al interior de
las células ocurre a través de las vias dependientes de proteina G y también
mediante la interaccion del receptor de angiotensina Il (AT1) con muchas
proteinas tirosina quinasas, como los receptores EGFR, PDGF, receptor de
insulina, familia c-Src quinasa, quinasas dependientes de calcio (PyK2),
guinasas de adhesion focal (FAK) y quinasas Janus (JAK). En adicién, Ang Il
activa NAD(P)H oxidasas y generar especies reactivas de oxigeno (ROS) °. Los
AT1R también activan serina/treonina quinasas como PKC y MAPK (incluyendo
ERK1/2, p38-MAPK y c-Jun con NH2 terminal JNK) que estan implicadas en
crecimiento celular e hipertrofia®. La induccién de todas estas vias
mencionadas estd altamente regulada y en los pacientes en donde RAS se
encuentra sobre-estimulado hay una mayor respuesta a Ang Il, lo cual puede

iniciar y propagar eventos patolégicos, promoviendo la enfermedad vascular.’

1.2.2. Angiotensina lll. Angiotensina (2-8) es un heptapéptido conocido por
causar vasoconstriccion y liberacion de aldosterona. Su accién la ejerce
principalmente via los mismos receptores que Ang Il (AT1IR y AT2R) y
probablemente sea mas importante que Ang Il en la modulacion de acciones
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mediadas a través del receptor AT1, como la liberacién de vasopresina®. En un
estudio realizado en perros®, se mostraron efectos equipotentes a las mismas
concentraciones plasmaticas de Ang Il y Ang Illl en aumento de presion
sanguinea, secrecion de aldosterona, excrecion de sodio y actividad plasmatica
de renina, con la Unica diferencia de que la tasa de aclaramiento metabdlico de
Ang lll fue 5 veces mayor que la de Ang Il lo que justificaria la preponderancia

de este Ultimo péptido dentro del RAS.®

1.2.3. Angiotensina V. La angiotensina IV o Ang (3-8) puede ser generada a

partir de la Ang Il por la aminopeptidasa M y ha ido cobrando creciente
importancia desde el descubrimiento y clonamiento de los que parecieran ser
sus receptores enddgenos, los de aminopeptidasa regulados por Insulina
(IRAP)'°. Estos al ser activados mediarian acciones como vasodilatacion,
hipertrofia y activacion de NFkB, llevando a un aumento en la expresion del
inhibidor del activador de plasminégeno tipo 1 (PAI-1), la proteina
guimioatractante de monocitos (MCP-1), interleuquina 6 y el factor de necrosis
tumoral tipo o' La activacién de estas vias vinculan a este péptido como el
principal sindicado en la respuesta vascular inflamatoria cuando se sobreactiva

el RAS jugando un importante papel en la fisiopatologia cardiovascular*?.

1.2.4. Angiotensina 1-7. El heptapéptido Ang 1-7 se considerd durante mucho
tiempo como un péptido sin acciones biolégicas y se pensaba simplemente que

su efecto beneficioso estaba dado por ser un contraregulador de la produccién

15



de Ang Il por competencia enzimatica, a pesar de los tempranos reportes de
algunos de sus efectos fisioldgicos en la liberacién de vasopresina®®.
Actualmente, gracias al creciente interés por enzima convertidora de
angiotensina | homoéloga (ECA 2), este péptido ha comenzado a cobrar
importancia, evidenciandose que se opone a las acciones de vasoconstriccion

y proliferacion ejercidas por la Ang 1I*.

A nivel transduccional la uniébn de Ang 1-7 al receptor MAS
incrementaria el NO y activaria la NO sintasa junto con Akt *°. Paralelamente,
la deficiencia de este receptor disminuye la expresion de SERCA, lo cual
afectaria el manejo del Ca*" al interior del cardiomiocito®. La interaccién entre
Ang 1-7 y el sistema de prostaglandinas-bradiquininas-NO, el que se encuentra
alterado en diversas patologias cardiovasculares, aporta otro punto de
importancia a este nuevo péptido y el manejo de la fisiopatologia

cardiovascular.'’

1.2.5. Angiotensina 1-9. Existe muy poca informacion con respecto a este
péptido de 9 aminoacidos originado a partir de la hidrélisis de la leucina del
carboxilo terminal de la angiotensina | (1-10) mediante ECA2 (la cual presenta
un 42% de homologia con el sitio catalitico de la ECA), debido a que
inicialmente se pensaba que ésta se hacia activa fisiologicamente una vez que
se transformaba a Ang 1-7*%. Sin embargo, en el afio 1989, se mostré que el

tratamiento cronico con inhibidores de la ECA produce una disminucién en la

16



produccion de Ang Il y un aumento de concentraciones de Ang 1-9, lo que
permitié pensar que el efecto de éstos podria no estar ligado exclusivamente
en la disminucion de la produccion de Ang I, sino que también con algun efecto

complementario y positivo de la Ang 1-9.*°

Actualmente, se ha evidenciado que tanto la Ang 1-9 como la Ang 1-7
aumentan los niveles de &cido araquidénico y liberacibn de NO por
bradiquininas, potenciando la accién de éstas sobre su receptor B2 y siendo
Ang 1-9 significativamente mas activa®®. Recientemente, Ocaranza y cols.,
mostraron en modelos in vivo de hipertrofia cardiaca experimental que la
administracion del péptido a través de bombas miniosmoticas tiene una accion

antihipertréfica 2!

. Flores-Mufioz y cols. también mostraron que la Ang 1-9
inhibe la hipertrofia producida por Ang Il a través de su unién al receptor AT2%.
Adicionalmente también se ha mostrado recientemente que la Ang 1-9 atenua
la fibrosis inducida en modelos de ratas espontaneamente hipertensas via
receptor AT2 %. Todas estas evidencias han despertado un gran interés en

continuar investigando si este péptido podria llegar a convertirse en una

alternativa real como tratamiento o profilaxis del remodelado cardiaco.
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1. 3. Receptores ATly AT2

Las acciones clasicas del RAS son ejercidas a través de la activacion del
receptor AT1. La eficacia de los antagonistas de este receptor en términos de
controlar la presion sanguinea, disminuir la progresion de la enfermedad renal
cronica y la reduccion del riesgo cardiovascular reflejan la importancia de este
receptor en una variedad de desordenes. Clasicamente la estimulacién del
AT1R causa la activacion de la proteina heterotrimérica G, llevando a la
activacion de PKC e incrementando la concentracion de Ca®" intracelular. Sin
embargo, la estimulacion de este receptor también activa la sefalizacién
adicional de mecanismos no relacionados con el acoplamiento de la proteina
G, como la activacion de las quinasas Janus y c-Src?*. Interesantemente se ha
descubierto que el estrés mecanico, sin participacién de Ang I, no sélo activa
la sefializacion extracelular de quinasas e incrementa la produccién in vitro de
fosfoinositol, sino que también induce hipertrofia cardiaca in vivo debido a que
el estrés mecanico induce la asociacion del receptor AT1 con JAK 2 y la
translocacién de las proteinas G al nucleo, en ausencia de ligando. Estos datos
sugieren que el receptor AT1 puede tener efectos fisiolégicos de manera

independiente a la unién a sus ligandos endégenos #°

El receptor AT2 es claramente distinto al AT1 en su organizacion
gendmica, especificidad de expresion tisular, asi como en sus mecanismos de
sefializacion®®. En los individuos adultos el receptor ATl se expresa
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practicamente de manera ubicua, especialmente en 6rganos involucrados en el
control vascular, mientras que AT2R se encuentran predominantemente en el
Utero, células de la granulosa ovarica y en distintas areas del cerebro®. Dado
que este receptor se encuentra principalmente en tejidos fetales, el receptor
ATl predomina en tejidos adultos?’, pero su expresibn aumenta
dramaticamente bajo condiciones patologicas, como en la insuficiencia
cardiaca congestiva, insuficiencia renal, lesiones de la piel o lesiones

vasculares®®.

Mientras que la sefalizacion a través del receptor AT1 se encuentra
vastamente estudiada, la verdadera naturaleza de la sefializacion del receptor
AT2 sigue siendo enigmatica. A pesar de compartir caracteristicas estructurales
basicas comunmente compartidas por los receptores acoplados a proteina G,
el receptor AT2, no posee ninguna de las funciones atribuidas clasicamente a
éstos®®. Uno de los contrastes de su sefializacién estaria dado por ejemplo, por
la activacién de fosfatasas para inhibir ciertos pasos en la sefializacion de
crecimiento® o por la inactivacién de MAP quinasas, previamente activadas por

el receptor AT1 unido a Ang II*°

, con todo lo cual, a pesar de no estar
totalmente descrita su via de sefalizacion, este receptor se vuelve
particularmente interesante por su capacidad de contrarrestar los efectos

dafinos del eje Ang II/AT1.
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1.4. RAS e hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca se caracteriza por un incremento en el tamafio del
cardiomiocito, con aumento de la sintesis proteica y un cambio en la
organizacién en la estructura sarcomérica®. Desde un punto de vista fenotipico
se distinguen dos formas de hipertrofia cardiaca: una concéntrica, secundaria a
sobrecargas de presion y caracterizada a nivel celular por la adicion en paralelo
de sarcomeros con crecimiento lateral de los cardiomiocitos; y la hipertrofia
excéntrica, debida a sobrecarga de volumen y caracterizada por la adicion de
sarcomeros en serie con un crecimiento celular longitudinal®>. A nivel
molecular, estos cambios celulares se acompafan con la re-induccién de
proteinas de fetales, de manera similar a las encontradas en etapas
embrionarias.®

El crecimiento hipertrofico acompafia muchas formas de enfermedades
cardiacas, como la enfermedad isquémica, hipertension arterial, insuficiencia
cardiaca o enfermedad valvular. En estos tipos de enfermedades se piensa que
la hipertrofia cardiaca estaria actuando como un mecanismo compensatorio
para disminuir el estrés de la pared cardiaca y el consumo de oxigeno®. Estos
procesos de sobrecarga cronica, finalmente, conducen a la activacion de los
genes tempranos (c-jun, c-fos, c-myc) y de los genes fetales (factor natriurético
atrial [ANF], cadena pesada de la miosina B [B-MHC] y alfa-actina esquelética
[SKA], entre otros), que son considerados y utilizados como marcadores de

respuesta hipertréfica® (Figura 2).
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Figura 2: Eventos que tienen lugar en el proceso hipertréfico del cardiomiocito.
Adaptado de Molkentin, J. D. y cols. Cytoplasmic signaling pathways that regulate cardiac
hypertrophy. Annu Rev.Physiol. 63 391-426 (2001).

1.5.1. Estimulos hipertroficos y sus receptores. El estrés biomecanico en el
miocardio puede producirse por 2 tipos de estimulos: el estiramiento mecanico
y la liberacién de factores neurohumorales®. El estrés mecanico inducido por
estiramiento fisico de cardiomiocitos adultos y neonatales es suficiente para
inducir una respuesta genética y fenotipica hipertrofica, incluso en ausencia de
factores neurohumorales®*. Diversos son los factores humorales que pueden
actuar como un estimulo hipertréfico en el cardiomiocito, y distintas son las
consecuencias de su activacion. Un primer grupo esta compuesto por los
factores de crecimiento: factor de crecimiento transformante tipo B [TGF-f]),

factor de crecimiento fibroblastico [FGF], factor de crecimiento analogo a la
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insulina tipo 1 [IGF-1], entre otros que, por medio de su accion en receptores
de membrana con actividad tirosina quinasa, activan una cascada de segundos
mensajeros intracelulares que, finalmente, conducen a un patron de
crecimiento normal, caracteristico del crecimiento hipertrofico fisiologico o
adaptativo®’. Un segundo tipo de estimulo humoral para el crecimiento del
cardiomiocito procede de la estimulacion de receptores unidos a proteina G,
entre los que destacan los receptores adrenérgicos para epinefrina vy
norepinefrina, el receptor AT1 para angiotensina 1l (Ang Il) y el receptor ET
para endotelina-1, todos los cuales han sido relacionados con el desarrollo de

hipertrofia patolégica y su eventual progreso a insuficiencia cardiaca 2

v 7

Estiramiento mecanico Factores humorales

Estimulacion de las vias de sefial

Cambios de la transcripcion génica

|

Cambios de la expresion génica

Madificacion del
fenotipo miocardico

Figura 3 Esquema representativo de las respuestas desencadenadas por el estrés
biomecanico en el miocardio. Carrefio, J. E. “et al”. 2006. Cardiac Hypertrophy : Molecular
and Cellular Events. Rev Esp Cardiol. 59, 473-486.

La transduccion de sefiales en respuesta al estrés mecanico se

caracteriza por la multiplicidad de vias activadas de forma simultanea®. Asi, en
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cardiomiocitos en cultivo, el estrés mecanico produce la activacion de
fosfolipasas (PLC, PLD y PLAZ2), tirosina quinasas, p21lras, Raf-1, quinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y sus activadores, JNK, PKC y probablemente
otras moléculas®®. En estudios realizados en modelos de ratones adultas, se
establecio a través de expresion transgénica de PKC-B es suficiente para
generar un fenotipo hipertrofico ventricular progresivo, mientras que el mismo
experimento realizado en un modelo de ratas neonatas conllevd a la muerte
subita, con marcadas anormalidades en la regulacién del Ca®" intracelular, lo
que lleva a pensar la importancia que puede tener el manejo del Ca** en el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca*. Complementariamente, otro grupo de
investigadores demostré que la hipertrofia producida fenilefrina o Ang Il se vi6
notablemente disminuida al ocupar inhibidores farmacolégicos de la fosfatasa
calcineurina, la cual desfosforila al factor transcripcional NF-AT3, permitiendo
su translocacion al nucleo e interactuar de manera sinérgica con el factor
transcripcional GATA4, lo que se encuentra directamente relacionado con el
desarrollo de hipertrofia e insuficiencia cardiaca. Incluso se evidencié mediante
ratones transgeénicos que expresaban calcineurina o NF-AT3 constitutivamente

activos, los cuales desarrollaron hipertrofia e insuficiencia cardiaca *.
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Figura 4 Esquema de la participacién de calcio y calcineurina en la transmision de sefiales
originadas por estrés biomecanico en los cardiomiocitos. Diez, J. “et al”. 2001. Respuestas del
miocardio al estrés biomecanico. Rev Esp Cardiol. 54, 507-515.

En otro estudio, Liang y cols. mostraron que los factores de transcripcion
GATA 4 y GATA 6 son importantes reguladores de la hipertrofia cardiaca in
vivo e in vitro®®, constatando que su sobrexpresiéon mediante adenovirus,
genera hipertrofia (medida como: aumento en la organizacion sarcomérica,
incremento en el area de superficie celular, en la incorporacion de leucina
(sintesis de proteinas) y de la re-expresion de ANP y sintesis de ANF) y que la
hipertrofia producida por PE induce un aumento en la expresion de estos

factores.
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1.7. Sefializacion de Ca**

El Ca" es un ion que participa en una muy alta y versatil sefializacion
intracelular con la capacidad de participar en muchas diferentes funciones
celulares, teniendo un rol esencial, entre otras, en la regulacion de la
contraccién, metabolismo, crecimiento, hipertrofia y muerte del cardiomiocito®.
En cada momento la cantidad de Ca?" al interior del cardiomiocito esta
determinada por un balance entre los mecanismos que lo introducen al interior
del citoplasma, (“on reactions”) y los que lo remueven (“off reactions”) desde
este espacio celular ya sea a través de la accion de buffers, bombas o
intercambiadores, limitando asi su posterior accién en la sefalizacién vy

transduccion celular *° (Figura 5).

Existen diferentes canales de membrana que controlan la entrada de
Ca®" en respuesta a estimulos como: depolarizaci6n de membrana,
estiramiento, estimulos nocivos, agonistas extracelulares, mensajeros
intracelulares y por la deplecion de reservas intracelulares. La liberacion desde
los reservorios de Ca®, usualmente del reticulo endoplasmico (ER) o su
equivalente en el musculo, el reticulo sarcoplasmico (SR) es controlado por el
mismo Ca** o por mensajeros como Ins (1,4 5) P3, ADP ribosa ciclica (CADPR),
dinucleotido fosfato adenina de &cido nicotinico (NAADP), esfingosina 1 fosfato
(S1P), los que estimulan o modulan la liberacibn desde estos reservorios

internos “°.
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Figura 5 Dinamica y sefalizacion de Ca*. El calcio al interior de la célula puede ser
regulado a través de mudltiples procesos, ya sea ingresandolo al citoplasma, desde el medio
extracelular, siendo liberado desde el reticulo endoplasmico, mitocondria u otras fuentes de
calcio intracelular, (on reactions) o sacando el calcio del citoplasma a través de
intercambiadores, bombas o buffers (“off reactions”) Berridge, M. J., Bootman, M. D. &
Roderick, H. L. 2003. Calcium signaling: dynamics, homeostasis and remodeling. Nature Rev
Mol Cell Biol 4,517-29.

1.7.1. Mecanismos de entrada de Ca** desde el exterior. EI Ca*
extracelular es una de las principales fuentes de Ca** en la célula. El ingreso se
produce a través de multiples distintos canales en la membrana celular, dentro
de los que destacan los canales dependientes de voltaje, (VOCs) que hacen
uso de la presencia del gradiente electroquimico a lo largo de la membrana
plasmatica para generar rapidos transientes de Ca?* en respuesta a cambios

de voltaje, controlando procesos celulares rapidos como la exocitosis o la

26



contraccion muscular. Otro tipo importante de canal es el operado gracias a la
unién a un receptor en particular, (ROCs) como por ejemplo de los receptores
de NMDA que responden a glutamato. También existen los canales regulados
por accion de segundos mensajeros, (SMOCs) como los regulados por
nucleotidos ciclicos o los sensibles a acido araquidonico. Finalmente podemos
mencionar a los canales operados por reservorios de almacenamiento (SOCs)
activados por termosensores y sefales de estiramiento, pertenecientes a la
familia TRP que se caracterizan por tener baja conductancia y ser
particularmente importantes en el control de procesos celulares lentos, como la

contractilidad de la musculatura lisa y la proliferacién celular *°.

1.7.2. Mecanismos de liberacién de Ca*" desde reservorios internos. Otra
fuente principal de Ca** para la sefializacion son los reservorios internos que
estan localizados primariamente en el ER/SR (reticulo endoplasmico/reticulo
sarcoplasmico), en los cuales IP3R (receptor de IP3) y RyR (receptor de
rianodina) tienen la mayor preponderancia. El primero es una glicoproteina que
induce la liberacién de Ca®* desde el reticulo al unirse a su ligando, el segundo
mensajero |P;. Este receptor ademas de participar en la liberaciéon de calcio,
libera una proteina de unién IPs-IP R, la que regularia la frecuencia y amplitud
de las oscilaciones de Ca®" a través del IP;R *’. El RyR es un canal intracelular
de Ca*" ubicado en el reticulo sarco(endo)plasmico compuesto por cuatro
idénticas subunidades, las que se combinan para formar un poro de proteina

de alta conductancia permeable a cationes. La actividad del canal es regulada
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por Ca®*, Mg?*, ATP, oxidacién/reduccién y fosforilacién. En adicion, el RyR es
regulado por interacciones intramoleculares proteina-proteina, asi como
también por numerosas proteinas accesorias como el receptor de
dihidropiridina (DHPR), la proteina de unién FK506 (FKBP), calmodulina (CaM),
sorcina y calsequestrina (CSQ)*. Diversos estimulos funcionan a través de la
estimulacion de la fosfolipasa C (PLC) para generar IP3, quien activa la salida
de Ca®" desde reservas internas. Hay distintas isoformas de PLC que son
activadas por diferentes mecanismos, algunas por receptores acoplados a
proteina G, (PLC B), por receptores acoplados a tirosinas quinasas (PLC y) o
por incremento en la concentracién de Ca®* (PLC d), etc *°. Los receptores de
bradiquinina y neuroquinina A, por ejemplo, generan transitorios rapidos y
largos de Ca**, mientras que el &cido lisofosfatidico, la trombina y la histamina
generan respuestas mas pequefias, que se desarrollan lentamente pero
persisten por mucho mas tiempo. Esta variabilidad puede provenir del hecho de
que los receptores se asocian a diferentes elementos de transduccion e

isoformas de PLC de manera especifica al tipo celular >°.

1.8. Calcio e hipertrofia

Enfermedades cardiovasculares comunes como la hipertensién arterial o el
infarto del miocardio requieren que los cardiomiocitos desarrollen una fuerza

mayor para mantener la funcién cardiaca. Esto requiere incremento en el
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ingreso de Ca?*, el que activaria la via de sefializacién calcineurina-NFAT !, la
que iniciaria la expresion de genes involucrados en la hipertrofia cardiaca
patolégica. Gao y cols. han mostrado que mientras que los canales TRP
causan hipertrofia, la fuente primaria de obtencién de Ca** serian los canales
de tipo L (dependientes de voltaje)®*. Otro estudio relacionado, al utilizar
modelos de ionomicina, cafeina y Ang Il que incrementan el Ca®" intracelular
por diferentes mecanismos®® evidencié que sélo cafeina y Ang Il lograban
incrementar la superficie celular de los cardiomiocitos y los niveles de mRNA
de ANP (péptido natriurético auricular), BNP (péptido natrurético cerebral) y
BMHC (cadena pesada de B miosina) y que la actividad de la ATPasa (SERCA)
y la amplitud de los transitorios de Ca®" se encontraba reducida en estos dos
mismos grupos. Ademas, la hipertrofia inducida por cafeina fue inhibida por el
inhibidor de calcineurina ciclosporina A (CsA) y por el inhibidor de CaMKII
KN93, mientras que la hipertrofia inducida por Ang Il sélo fue inhibida por
KN93 pero no por CsA, lo que sugeriria que la hipertrofia del cardiomiocito esta
asociada con la actividad de la SERCA vy la sefalizacion a través de CaMKII y/o
calcineurina, mientras que la sobrecarga de Ca®" por si sola, no es suficiente

para generar hipertrofia del cardiomiocito.
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Finalmente cabe agregar que nuestro Laboratorio nos aporté dos

importantes antecedentes para nuestra investigacion:

1) Ang 1-9 regula los niveles intracelulares de Ca** en respuesta a un estimulo
prohipertréfico NE. Constatdndose que el tratamiento con NE de
cardiomiocitos de ratas neonatas conduce a un aumento en el calcio
intracelular, lo que es, en alguna medida prevenido al preincubar estas

células con Ang 1-9 por 30 minutos ** (Figura 6)

2) Un modelo hipertrofico de NE produce un alejamiento entre el reticulo y la
mitocondria afectando el traspaso de calcio desde un organelo a otro
disminuyendo la cantidad de calcio ingresada a la mitocondria proveniente

del reticulo *° (Figura 7)

1° Angiotensina 1-9

—\ 30 minutos }\

Norepinefrina

Norepinefrina

Figura 6: Preincubacion angiotensina 1-9 disminuye el incremento de calcio inducido por
un pulso de NE. Adaptado de la tesis de pregrado de Hechenleitner, J. A. Regulacién de los
niveles intracelulares de calcio por angiotensina 1-9 en el cardiomiocito. 1-48 (2011)
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Figura 7: Modulacion distancia reticulo-mitocondria. Modelo hipertréfico de NE produce un
alejamiento entre el reticulo y la mitocondria afectando el traspaso de calcio desde un organelo
a otro. Adaptado de la tesis de magister de Tomas Gutiérrez “Estudio de la sefalizacion de
insulina en cardiomiocitos hipertréficos”. 1-67 (2012).

Tomando en cuenta estos importantes antecedentes y la informacion
precedente, nos vimos muy interesados en seguir evaluando este
comportamiento en la sefializacion de calcio y la participacion que pudiera estar
teniendo la mitocondria en su manejo, lo que nos llevé a la hipétesis planteada

en la préxima seccion.
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2. HIPOTESIS

“Angiotensina-(1-9) aumenta el traspaso de calcio entre el reticulo
endoplasmico y mitocondria en el cardiomiocito, debido al incremento de los

contactos entre ambos organelos.”

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si Ang 1-9 cambia los niveles citoplasmaticos y mitocondriales de Ca?*
e investigar si existe alguna modificaciéon en la cercania reticulo-mitocondria

gue altere la sefalizacion del mismo.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si Ang-(1-9) regula directamente el calcio mitocondrial en el
cardiomiocito.

e Evaluar el efecto modulador de Ang-(1-9) a nivel del calcio mitocondrial
movilizado por histamina, Ang Il o NE.

e Investigar si Ang 1-9 modifica los contactos entre reticulo endoplasmico

y mitocondria en el cardiomiocito.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamiento y cultivo. Todos los animales se trataron siguiendo las
recomendaciones para el manejo y cuidado de animales de experimentacion:
Guide for the use of laboratory animals (NIH, 2011), siendo los protocolos
experimentales ademas aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Para la
realizacion de esta tesis de pregrado se utilizaron como modelo experimental
cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas neonatas Sprague-Dawley de 2 a
3 dias de edad, provenientes del bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Para este fin, los corazones se
extrajeron y lavaron en medio Hank's y, posteriormente, homogenizados y
digeridos con colagenasa tipo 1l (0,02 g/100 mL) y pancreatina (0,06 g/100 mL).
Una vez finalizada la digestion, las células se preplaquearon durante 2 h en
medio DMEM:M199 (4:1) que contenia 10% FBS. Finalmente, las células se
centrifugaron a 1.000 rpm por 5 min y resuspendieron en medio DMEM:M199
(4:1) que contenia 5% FBS y 10% FCS. La concentracion de cardiomiocitos se
determind por conteo en microscopio Optico, tifiéndolas con azul de Tripan. Las
células se sembraron en medio DMEM:M199 (4:1) que contenia 5% FBS y 10%
FCS segun las necesidades de cada experimento en presencia de 5-bromo-2-
deoxiuridina, en placas cubiertas de gelatina (2% p/v) y mantenidas a 37°C en

una atmosfera controlada de 95% aire y 5% CO2 durante 24 h. Transcurrido
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este tiempo las células se lavaron con PBS y se mantuvieron en medio
DMEM:M199 (4:1) en presencia de 5-bromo-2-deoxiuridina. Después de 24 h,

las células se estimularon segun la descripcion de cada experimento.

5.2. Reactivos. Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EEUU): medio Hank’s medio Eagle modificado de Dulbecco
(DME), gelatina, triton X-100, bromo-2"-deoxiuridina, carboxi-cianuro-3-
clorofenilhidrazona (CCCP), tripsina-EDTA 1X. De Gibco BRL (Carlsbad, CA,
EEUU) se obtuvieron, colagenasa tipo I, el suero fetal bovino (FBS), Mito-
Tracker Green-FM (M7514) y suero de ternera (FCS). Las sondas Rhod-FF AM
(cat. R23983) y FLUO3-AM (F1242) se compraron en Molecular Probes-
Invitrogen (Eugene, OR, EEUU). El anticuerpo anti KDEL (ADI-SPA-827) se
comprdé en Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, EEUU). Los anticuerpos
secundarios anti IgG de conejo y raton conjugados a peroxidasa se obtuvieron
en Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU). El medio de montaje para fluorescencia
DAKO se compr6é en DAKO Corporation (Carpinteria, CA, EEUU). La albumina
de suero bovino (BSA) se adquirié en Winkler Ltda. (Santiago, Chile). Todos los
otros compuestos organicos e inorganicos, sales, acidos y solventes se

adquirieron en Merck (Darmstadt, Alemania).

5.3. Medicién de cinéticas mitocondriales y citoplasmaticas de calcio. Los
cardiomiocitos se sembraron en placas de 35 mm sobre cubreobjetos de 25

mm cubiertos con gelatina (0,5 x 10° células por placa) e incubados en medio

34



de mantencion. Luego se lavaron y preincubaron durante 30 min con las
sondas fluorescentes Fluo3-AM (5,4 mM) o RhodFF (5,4 mM), para medir
calcio citoplasmatico y mitocondrial, respectivamente, en medio Krebs (140 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CacCl2, 1 mM MgCI2, 10 mM HEPES, 1 g/mL glucosa).
Posteriormente, los cardiomiocitos se lavaron y montaron en un microscopio
confocal invertido (Carl Zeiss Axiovert 135 M LSM Microsystems). Las
imagenes fluorescentes se obtuvieron cada 0.985 seg. En cada medicion, las
células se dejaron sin estimular durante los primeros 100 seg para determinar
los niveles basales de Ca**. Después, se les agregaron los dferentes estimulos
a medir, para luego capturar imagenes durante 250 seg. Finalmente, se agrego6
KCI 50 mM 6 CCCP 50 uM como control positivo para calcio citoplasmatico y
mitocondrial, respectivamente. Para cada secuencia de imagenes obtenida, se
determinaron los niveles de fluorescencia en regiones de interés (ROI) de
células individuales. Los valores se expresaron como AF/Fo, donde AF
corresponde a F-Fo, y Fo a la fluorescencia basal, respectivamente®. Para el
analisis de las imagenes se utilizé el software Image J. Dependiendo del tipo de
experimento, los resultados se mostraron como figuras representativas o0 como
promedios + SEM de, al menos, tres experimentos independientes. Para
determinar la significancia estadistica de los datos, estos se analizados por t-
Student, cuando se comparen dos grupos, o por ANOVA y la prueba Tuckey,

cuando se compararon tres 0 mas grupos.
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5.4. Medicion cercania reticulo endoplasmico-mitocondria. Posterior al
cultivo, los cardiomiocitos se sembraron en placas de 12 pocillos a una
densidad de 2,5 x 10° células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm
de diametro cubiertos de gelatina (2%). Luego del estimulo, las células se
lavaron con PBS frio, se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS por 20
min, se permeabilizaron con Tritdbn X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y se
bloquearon con BSA al 1% en PBS (filtrado) durante 1 h. Posteriormente, las
células se incubaron con los anticuerpos Kdel (dilucion 1:500) para reticulo y
Fis-1 (dilucién 1:1000) para mitocondria en PBS-BSA 1% durante toda la noche
a 4°C. Se lavaron nuevamente con PBS y luego se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente y protegida de la luz con el anticuerpo secundario Alexa
488 o0 568, anti mouse o0 anti conejo, segun corresponda. Finalmente, las
células se montaron en los portaobjetos respectivos, utilizando DAKO como
medio de montaje, el cual ademas retarda el decaimiento de la fluorescencia.
Una vez montadas, las inmunofluorescencias se observaron en un microscopio
confocal Carl Zeiss Pascal 5 (Carl Zeiss Microsystems, Oberkoche, Alemania).
El analisis de las imagenes se realizé utilizando el programa Image J. La
colocalizacion RE-mitocondria en las diferentes regiones subcelulares se

analizé con ANOVA de dos vias. Se consider6 como significativo un p<0,05.
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5.5. Analisis digital de imagenes. La cuantificacion digital de la colocalizacion
de las imagenes de inmunofluorescencia antes descritas, se realiz6 analizando
los coeficientes de Manders para cada una de las sefiales fluorescentes en
estudio y asociadas a dos canales (un canal para cada una de las sefales, con
el programa Image J °’ Matematicamente, los coeficientes de Manders son la
proporcion entre la sefial de un canal que se encuentra colocalizada con la
sefal del otro canal en relacion a la cantidad total de sefial en ese canal. Dado
que se utilizan dos canales para analizar la colocalizacion se calcularon dos
coeficientes de Manders, uno para cada canal (Figura 5). Previo a este analisis,
se realizo la eliminacion de la fluorescencia fuera de foco usando el modelo
tedrico de algoritmo de deconvoluciéon Landweber y la PSF (Point Spread
Function) correspondiente para cada condicion de lente objetivo del
microscopio confocal y de fluorescencia utilizada. Ademas, mediante el uso de
un programa generado en nuestro laboratorio, se pudo determinar la
fluorescencia de cada sefial en distintas areas celulares, con tal de cuantificar

la colocalizacién entre mitocondrias y RE en cada una de ellas®®

5.6. Analisis estadistico. Dependiendo del tipo de experimento, los resultados
se muestran como figuras representativas o como promedios SEM de, al
menos, tres experimentos independientes. Para determinar la significancia
estadistica de los datos, éstos fueron analizados por t-Student, cuando se
compararon dos grupos, o por ANOVA vy la prueba Tuckey, cuando se

compararon tres 0 mas grupos. La colocalizacion RE-mitocondria en las
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diferentes regiones subcelulares se analizo con ANOVA de dos vias. Se

considerd como significativo un p<0,05.

6. RESULTADOS

6.1. Efectos de Ang 1-9 NE e histamina en el Ca** mitocondrial

Como se menciond anteriormente, de acuerdo a estudios realizados
previamente en el laboratorio®*, la concentraciéon de Ang 1-9 significativamente
efectiva para modular la respuesta de NE fue 100 uM, por lo que en este
trabajo se probd su efecto en la cinética de calcio mitocondrial, utilizando la
fluorescencia emitida por la sonda mitocondrial Rhod FF. La Figura 8 muestra
gue en esta condicidn experimental se observd una respuesta muy discreta, sin
conseguir significancia estadistica, por lo que consider6 como una respuesta
nula (Figura 8). Al repetir la prueba anterior, pero esta vez utilizando NE en la
concentracion descrita en literatura como la cantidad necesaria para inducir
fenotipo hipertréfico (10 uM), se observé que no hubo respuesta en la cinética
de calcio mitocondrial (Figura 9). Sin embargo, al repetir el mismo experimento
pero usando histamina (100 mM) en la concentracion descrita en la literatura
que activa los canales de IP3 y la consiguiente salida de Ca?* desde el RE*®, se
genero un incremento de fluorescencia sostenido, un reflejo de un aumento en
la cantidad de Ca*' al interior de la mitocondria o en otras palabras, una

entrada de Ca** hacia la mitocondria (Figura 10)

38



400 Ang 1-9
°
LL
& 200 l
<
S o0-
§ 50 100 150 200
S -200- Tiempo (seg)
>
T
-400-

Figura 8: Cinética de calcio mitocondrial y pulso de Ang 1-9. Tiempo de cinética: 150
segundos, concentracién de Ang 1-9: 100 uM. Fluorescencia medida a campos con 5 0 més
ROI (regiones opticas de interés) en 3 experimentos independientes.
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Figura 9: Cinética de calcio mitocondrial y pulso de NE. Tiempo de cinética: 150 segundos,
concentracion de Ne 10 pM. Fluorescencia medida a campos con 5 o0 mas ROI (regiones
Opticas de interés) en 3 experimentos independientes.
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Figura 10: Cinética de calcio mitocondrial y pulso de histamina. Tiempo de cinética: 150
segundos, concentracion de Histamina: 100 mM. Fluorescencia medida a campos con 5 0 mas
ROI (regiones o6pticas de interés) en 3 experimentos independientes.
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Figura 11: Area bajo la curva en cinética de calcio mitocondrial. Pulsos de distintos
estimulos n=3-4 ** p < 0,001

6.2. Modulacién de la sefial de Ca?* mitocondrial dependiente de
histamina por Ang 1-9

Anteriormente en nuestro laboratorio se establecié que NE genera un fenotipo
hipertréfico junto con disminuir los contactos reticulo-mitocondria y disminuir las
cinéticas de calcio mitocondrial evocadas por histamina®™. Adicional e
independientemente, también se estableci6 que Ang 1-9 podia disminuir o
atenuar el aumento del Ca*" citoplasmatico originado por NE a la misma

concentracién necesaria para generar hipertrofia®. Considerando estos
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antecedentes y los resultados previamente descritos (Figuras 8-10), se evalu6
si la preincubacién de Ang 1-9 altera la salida de Ca?* inducido por histamina

desde el RE hacia la mitocondria.

Para llevar a cabo este estudio, se investigd el efecto de la
preincubacion de Ang 1-9 por 30 min, 3 6 6 h, aumentando ademas los tiempos
de cinética a 400 seg y agregando el desacoplante mitocondrial
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) que hace permeable la
membrana mitocondrial interna al flujo de protones, para asegurarnos de que
los cambios que pudiéramos observar en fluorescencia no sean atribuibles a
mitocondrias desacopladas. Luego de agregar la histamina en las tres
condiciones de preincubacién a los 100 seg y compararlo con el control se
evidencié un aumento en la cantidad de Ca** mitocondrial junto con las
preincubaciones de manera tiempo dependiente, tal como se muestra en la
Figura 11. Al cuantificar la cantidad de fluorescencia midiendo el area bajo la
curva de las cinéticas, se aprecia con mayor claridad que efectivamente hay un
incremento en el area de fluorescencia de manera dependiente al tiempo de
preincubacién (Figura 12). Al normalizar la cuantificacion de la figura anterior
con respecto al control, asignandole un valor como uno a este, los analisis
estadisticos realizados utilizando ANOVA de una via, muestran que el aumento
en fluorescencia en la condicibn de preincubacion de 6 horas es

significativamente mayor en relacion al control (Figura 13).
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Figura 12: Cinética de calcio mitocondrial de modulacion de respuesta a pulsos de
histamina. Cinéticas de 400 segundos; Ang 1-9 100 uM preincubada por 30 minutos 3 horas y
6 horas; Histamina 100 mM agregada a los 100 segundos; CCCP 50 uM como control positivo
agregado a los 350 segundos. n =4
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Figura 13: Tiempo en llegar al maximo de fluorescencia. Comparacion de los tiempos que
toma llegar al maximo de fluorescencia en las condiciones de preincubacion de 3 y 6 Horas de
la figura anterior. n= 4, ** p < 0,001
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Figura 14: Area bajo la curva de modulacion de respuesta en cinética de histamina.
Cuantificacion del area bajo la curva en cinética de figura 11, correspondiente a la cantidad de
fluorescencia en las condiciones de preincubacion de 3 y 6 h, medida en unidades de
fluorescencia arbitrarias. n=4 * p < 0,05

6.3. Efecto de los antagonistas del receptor Mas o AT2 en la modulacion
de la seiial de Ca2+ mitocondrial dependiente de histamina por Ang 1,9

De acuerdo a los resultados anteriores, se continu6 trabajando de aqui
en adelante con la preincubacion de 6 h, tomando en cuenta que en ésta retne
dos caracteristicas importantes: 1) Junto con la preincubacién de 3 h es la que
alcanza la mayor fluorescencia en menos tiempo (Time to peak) y 2) es la
Unica condiciéon donde se obtiene un aumento significativo en la cantidad de

fluorescencia (area under curve) en comparacion con las distintas condiciones
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de preincubacion. Tal como ha sido descrito en la introduccion, Ang 1-9 puede
ser degradada por la ECA para formar Ang 1-7 y se han establecidos como
ligandos enddgenos de las angiotensinas 1-9 y 1-7, los receptores AT2 y MAS

respectivamente®® ..

Por esta razbn y para asegurarnos de que la
preincubacion de Ang 1-9 por 6 h esta produciendo sus efectos via Ang 1-
9/AT2 y no via Ang 1-9 transformandose a Ang 1-7 y actuando a traves del
receptor MAS, realizamos las mismas pruebas de cinéticas, pero esta vez con
los antagonistas A779 y PD123319 de los receptores MAS y AT2,
respectivamente. Interesantemente, la Figura 15 muestra que el pretratamiento
con estos antagonistas a la condicion de preincubacion de 6 h en las cinéticas
de los pulsos de histamina, arrojaron como resultado que la forma de la curva
en donde esta el pretratamiento con el antagonista del receptor AT2 (PD
123319) junto a la preincubacion de 6 h (linea verde), se parece a la condicion
control (linea negra) y que el pretratamiento con el antagonista del receptor
MAS junto a la preincubacion de 6 h (linea azul) se parece a la condicién de
preincubaciéon de Ang 1-9 6 h sin antagonista (linea roja); todo con la Unica

salvedad de que ambas condiciones con pretratamiento de antagonista

presentan curvas de menor amplitud que las condiciones control y Ang 1-9, 6 h.
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Figura 15: cinética de calcio mitocondrial y antagonistas. Efecto de Ang 1-9 6 h y
antagonistas del receptor MAS y AT2: A779 10 uM (Antagonista receptor MAS) y PD123319 1
UM (Antagonista receptor AT2), agregados media hora antes que las preincubaciones de 6 h.
n=5

Siguiendo la misma logica que en las cinéticas medidas sin
antagonistas, analizamos el tiempo que demoraban las sefiales en llegar al
méaximo de fluorescencia, lo que podria dar cuenta de la velocidad de ingreso
de calcio a la mitocondria, constatando que el antagonismo del receptor AT2 no
produce cambios en el tiempo en llegar al maximo de fluorescencia,
comparados con la preincubacion de Ang 1-9 sin antagonistas y al mismo
tiempo, el antagonismo del receptor AT2 modula la cinética mitocondrial,
llevandola a valores idénticos al control, lo que nos indicaria que al menos el
aumento en la velocidad de la cinética inducido por la Ang 1-9 se ve anulado al
bloquear el receptor AT2 y no asi el MAS, por lo que seria efectivamente la via

Ang 1-9/AT2 la que estaria dando cuenta de esta propiedad (Figura 16).
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Figura 16: Tiempo en llegar al maximo de fluorescencia en cinética de calcio
mitocondrial y antagonistas. Tanto Ang 1-9 sola como Ang 1-9 y ATT9 tardaron
significativamente menos segundos en alcanzar el maximo de fluorescencia, entendido como
cantidad de calcio dentro de la mitocondria. n =5 ** p<0,001

Para estudiar finalmente si el mero tratamiento con antagonistas produce la
disminucion en magnitud en las cinéticas observadas en la figura 15 realizamos
la medicién de las cinéticas de los controles de los antagonistas por si sélos
(sin preincubacién de Ang 1-9) y pudimos apreciar que efectivamente el
pretratamiento con los antagonistas produce disminucion de la respuesta basal,
lo que explicaria entonces las menores areas medidas en las condiciones con

pretratamiento y preincubaciones (Figuras 17 y 18).
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Figura 17: Comparacion respuesta Ang 1-9 + A779 y Control A779. Cinética de calcio
mitocondrial de 5 experimentos independientes; A779 concentracion 10 uM.
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Figura 18: Comparacién respuesta Ang 1-9 + PD123319 y control PD. Cinética de calcio
mitocondrial de 5 experimentos independientes; PD123319 concentracion 1 pM.

Para estudiar la cantidad de calcio mitocondrial movilizado, en todas las
condiciones, nuevamente se determind el area bajo la curva y se constaté que
efectivamente el pretratamiento con antagonistas disminuyd la cantidad de
fluorescencia en comparacion con el control y/o la condicion de preincubacion
sin antagonistas, observandose una mayor area en la condicion con el

antagonista del receptor MAS vs. la misma condicion, pero con antagonista del
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receptor AT2. Interesantemente, ambas areas se encuentran significativamente
debajo del area de la condicion control y en el caso del bloqueo der receptor
MAS, la preincubacion con Ang 1-9 fue capaz de evitar la disminucion

producida por el mero tratamiento con el antagonista (Figura 19).
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Figura 19: Areas bajo la curva de cinética de calcio mitocondrial y antagonistas. a)
Comparacion antagonismo receptor MAS. b) Comparacion antagonismo receptor AT2 Las
barras representan el area bajo la curva en las cinéticas de calcio mitocondrial medidas por
fluorescencia. n=5; * p < 0,05 vs Control #; p < 0,05 vs Control A779.
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6.4. Estudios de colocalizacion reticulo-mitocondria

Para estudiar si el aumento de Ca®" en la mitocondria, evidenciado en
los experimentos anteriores, se explica mediante un acercamiento entre el RE y

la mitocondria, considerando principalmente que:

1) Histamina como fue mencionado anteriormente, induce la activacion del
receptor de IP3 y la consiguiente salida de calcio desde el reticulo; y

2) Se ha descrito que las mejoras en la eficiencia de entrega del Ca?
desde el RE hacia a la mitocondria pueden ser explicadas, entre otras

opciones, por un acercamiento entre estos organelos 2,

Se realizaron estudios de colocalizacion RE-mitocondria mediante
inmunohistoquimica como se describe en Materiales y Métodos, utilizando
anticuerpos especificos que se unen al reticulo o mitocondria y a su vez son
marcados con anticuerpos secundarios fluorescentes a distintas longitudes de
onda, una de la otra, lo que permite estudiar con microscopia confocal en dos
canales de manera simultanea la fluorescencia emitida por cada uno de ellos,
para luego superponer las imagenes y estudiar mediante un software
informatico que distingue estas unidades de fluorescencia el nivel de cercania
que estas estructuras tienen lo que se conoce con el nombre de coeficiente de

Manders °’
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Las condiciones medidas en estos estudios de colocalizacion fueron la
preincubacion de Ang 1-9 por 6 h, tratamiento de NE por 24 h (por sus
caracteristicas descritas sobre la hipertrofia y alejamiento reticulo-mitocondria
que produce) y preincubacion de Ang 1-9 6 h previas al tratamiento de NE por
24 h, constatando diferencias de colocalizacion entre las condiciones de NE 24

h'y NE 24 h/Ang 1-9 6 h (Figura 20).

Marca mitocondria Marca reticulo

. . . Superposicion
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Figura 20: Imagenes del estudio de colocalizacion reticulo mitocondria. Imagenes de
colocalizacion mitocondria/reticulo obtenidas por microscopia confocal e inmunohistoquimica
(descrito en materiales y métodos). Florescencia roja para mitocondria y verde para reticulo.
Tratamiento con NE por 24 hrs. Preincubacion de Ang 1-9 6 hrs.
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Al realizar la cuantificacion de la colocalicacion mediante el coeficiente
de Manders, se aprecia que la colocalizaciéon mitocondria-RE en la condicién
de preincubacion de Ang 1-9 por 6 h no varia con respecto al control, sin
embargo, las células tratadas previamente con NE 10 puM por 24 h evidencian
una significativa disminucion de la colocalizaciéon con respecto al control, tal
como habia sido descrito, lo cual se relacionaria con un alejamiento entre el RE
y la mitocondria. Finalmente el resultado mas destacable fue que al preincubar
por 6h con Ang 1-9 antes del tratamiento por 24 h de NE, se observo que no
hay disminucion en la colocalizacion, lo que indicaria que la preincubacion de
Ang 1-9 por 6 h estaria de alguna forma previniendo el alejamiento inducido por

el estimulo prohipertréfico de NE (Figuras 21 y 22).
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Figura 21 y 22: Coeficiente de Manders de la colocalizacion reticulo mitocondria. Las
barras corresponden a la cantidad de fluorescencia amarilla, que se produce cuando las
fluorescencia verde y roja se encuentran en el mismo lugar, lo que da cuenta de la
colocalizacion de las estructuras marcadas con estas fluorescencias. n=3; *p < 0,05
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7. DISCUSION

7.1. Importancia del Ca®* en el desarrollo de hipertrofia. Las catecolaminas,
endotelina-1, Ang Il e IGF-1 han sido bien caracterizados como estimulos
neurohumorales inductores de hipertrofia. Los tres primeros son capaces de
actuar a través de la union de sus receptores acoplados a proteinas G de la
subclase Ggqa11 @ PLCB, induciendo la generacion de DAG quien activa a la
proteina quinasa C y produce inositol 1,4,5 trifosfato Ins (1,4,5)Ps, el que se
acumula y lleva a la movilizacién de calcio desde el reticulo endoplasmico®.
Esta liberacion de Ca®" ha mostrado mediar la sefializacién de hipertrofia a
través de la activacion de la via calcineurina-NFAT o la inactivacion via
calmodulina-HDAC (histona deacetilasa). La activacion de Gqqq11 €S Un potente
inductor también de la via MAPK, aunque el mecanismo exacto de este
acoplamiento no ha sido descrito ®®*. La via MAPK puede ser iniciada por:
GPCRs, receptores de tirosina quinasa (IGF-1 y receptores del factor de
crecimiento de fibroblastos), receptores de serina/treonina quinasa (TGFB) y
estimulos de estiramiento, entre otros. Consiste en una secuencia de sucesivas
quinasas que terminan fosforilando y activando a p38, JNKs y ERKs®, los
cuales son capaces de fosforilar a su vez mudltiples blancos intracelulares,
incluyendo  numerosos factores transcripcionales que inducen la

reprogramacion de la expresion de genes fetales.
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Junto con lo anterior, dos clases de quinasas han sido implicadas como
reguladores de la hipertrofia cardiaca, CaMK y PKC, ambas activadas por Ca*".
La sobreexpresion de CaMK Il y IV en corazon produce un fenotipo de
cardiomiopatia hipertrofica y la inhibicion genética de CaMKIl reduce la
hipertrofia y mejora la funcion cardiaca durante una infusion de isoproterenol,
indicando que esta es necesaria y suficiente para la induccion de hipertrofia
cardiaca®®"®® A pesar de que la inhibicién de las isoformas a, B y € de PKC
han mostrado no estar involucradas en la regulacion de la hipertrofia cardiaca,
la sobreexpresion de estas isoformas, puede inducir hipertrofia en ratones

transgénicos

Otro importante regulador de hipertrofia involucra las enzimas HDAC (histona
deacetilasas) que llevan a alteraciones en la expresion génica mediadas por
remodelamiento de cromatina. Estas enzimas son reguladas a través de
fosforilacion. Por ejemplo las sefiales mediadas a través de proteinas quinasas
como PKC, PKD o CaMKIl fosforilan a las HDACs resultando en la
subsecuente importacion al nucleo interactuando fisicamente con factores
transcripcionales que regulan el crecimiento y diferenciacion celular como MEF-
2 (myocyte enhancer factor-2)’°. Estudios in vivo sefialan una relacién entre la
fosforilacion de HDACS5 y HDACS9 con la hipertrofia inducida por sobrecarga de

presién o activacion de calcineurina .
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7.2. Efecto directo sobre el Ca®* mitocondrial. La finalidad de medir las
variaciones sobre la cantidad de Ca®" mitocondrial, es orientarnos en el tipo de
sefalizacion que pudiese estar involucrada en nuestras condiciones de prueba.
Tomando en cuenta la informacién anterior que pone al Ca** como principal
participante dentro de la génesis de la hipertrofia del cardiomiocito, sumada a la
creciente evidencia de las propiedades in vitro e in vivo de la Ang 1-9 en
términos de prevencion de hipertrofia inducida por endotelina-1, Ang Il, NE e
IGF-1, a través de la accion del recientemente conocido receptor AT2 y la
importante informacion aportada por las investigaciones realizadas en el
laboratorio mencionadas en la introduccion de este trabajo en donde la NE
afecta el traspaso de calcio desde el reticulo a la mitocondria y que la Ang 1-9
disminuye los niveles intracelulares de calcio luego de un estimulo de NE, en
esta tesis nosotros quisimos estudiar inicialmente los efectos directos sobre el
calcio mitocondrial de Ang 1-9 (100 uM), NE (10 pM) e Histamina (100 mM),
siendo las dos primeras las concentraciones descritas con efecto fisioldgico
sobre hipertrofia y la tercera corresponde a la concentracion descrita capaz de
conseguir la apertura de canales dependientes de IP3. Al estudiar las curvas, a
pesar de que a simple vista pareciera verse un aumento en las cinéticas con
los estimulos, al cuantificar y comparar con un control si estimulo pudimos
determinar que no existe un aumento significativo en la fluorescencia de las

cinéticas tanto de Ang 1-9 como de NE, pero si con el estimulo de Histamina.
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7.3. Aumento en la liberaciéon de Ca®" desde el RE. Al obtener resultados
negativos en la modulacion de las cinéticas de calcio mitocondrial con Ang 1-9
e histamina y teniendo en cuenta que el pre-tratamiento con NE disminuyd la
cantidad de Ca?* ingresada a la mitocondria por histamina®, un conocido
activador de los canales dependientes de IP3 quisimos estudiar a continuacion
si Ang 1-9 podia potenciar de manera opuesta a NE la activacion de estos

canales.

Al graficar las distintas curvas de preincubacién de Ang 1-9 con estimulo de
histamina se aprecié un cambio en su forma, llegando a un maximo de
fluorescencia cada vez mas rapido al ir aumentando el tiempo de preincubacion
de Ang 1-9, consiguiendo a las 6 horas el cambio mas marcado. Hay dos
consideraciones muy importantes que realizar en estas mediciones: Primero,
con la sonda utilizada no es posible calcular y cuantificar de manera exacta las
cantidades de calcio movilizadas, lo que significa que si bien somos capaces
de obtener graficos de cantidad de fluorescencia al medir el area bajo las
curvas, estos gréaficos solo nos permiten estimar las variaciones de calcio a
través de una interpretacion de las curvas de manera mas bien cualitativa. En
segundo lugar, como la fluorescencia emitida depende de multiples factores
como la cantidad de la sonda cargada, el numero de células por placa, tamafio

de las células, concentracion de la sonda, tiempo de exposicion del laser en el
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microscopio, etc. es necesario analizar y entender los resultados como veces
de cambio con respecto a la situacion control por lo que todas las
cuantificaciones de aqui en adelante estaran relativizadas con respecto al

control de cada experimento.

Teniendo en cuenta lo anterior podemos sostener que la disminucion en
el tiempo en llegar al maximo de fluorescencia, junto con una mayor area bajo
la curva en las cinéticas de calcio mitocondriales con preincubacion de 6 horas,
pueden ser interpretadas como un ingreso més rapido de Ca*" a la mitocondria
desde el RE en esta condicién, luego de un estimulo de histamina, y que esta
entrada mas rapida se traduciria en mayor cantidad de Ca** ingresado durante

la cinética, en comparacion con el control.

7.4. Bloqueo de respuesta con antagonistas. Como se menciond en este
trabajo, en la literatura se encuentra establecido que Ang 1-9 puede ser
degradada por la ECA y formar Ang 1-7. De esta forma, al agregar estimulos
de Ang 1-9 o realizar pre-incubaciones de ésta, era necesario corroborar que
los efectos observados eran por la accion de la Ang 1-9 y no de la Ang 1-7 y la
manera mas sencilla de estudiar esto (al menos de manera preliminar) fue
utilizar antagonistas para los receptores descritos de cada uno de estos

péptidos.

Interesantemente los resultados obtenidos con los bloqueos de los receptores

entregan informacién muy importante, en donde cabe destacar:
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» Si estudiamos la forma de las curvas a traves del parametro tiempo en
llegar al maximo de fluorescencia, podemos notar claramente que al
bloquear AT2 la forma de la curva vuelve a ser como la del control, en
contraposicion al bloqueo del receptor MAS en donde se mantiene la

misma forma que la preincubacion de Ang 1-9 sin antagonista.

» Si estudiamos el area de las curvas, observamos por simple inspeccion
visual y en los graficos de cuantificacion que los antagonistas
disminuyen la respuesta basal a histamina por las células, lo que
implicaria que estos receptores tendrian alguna participacion en el
normal funcionamiento de la sefalizacion de calcio al interior del
cardiomiocito. Sin embargo, si realizamos la correccion de las cinéticas
con el control de los antagonistas, obtenemos curvas idénticas a las
condiciones de control y Ang 1-9 6 horas, lo que implica que
efectivamente es la disminucién en la respuesta basal que producen los
antagonistas por si solos, la que da cuenta de las menores curvas de

Ang 1-9 con ambos antagonistas (Figura 23).

A779 corregido con control
1000~
— Control
—— Ang 1-9 6 Hrs
— Ang 1-9 6hrs/A779

5004 h
normalizado

200 300 400 500

Tiempo (seg)

Unidades de fluorescencia

-500-
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PD corregido con control
1000+
—— Control
—— Ang 1-9 6 Hrs
—— Ang 1-9 6Hrs/PD

5004 h
normalizado

200 300 400 500

Tiempo (seg)

Unidades de fluorescencia

-500-

Figuras 23. Correccién tratamiento con antagonistas. Correcciéon de cinética,
condiciénes Ang 1-9 6h/A779 y Ang 1-9 6h/PD con sus respectivos controles.

Seria interesante continuar estudiando a estos receptores de manera de
seguir caracterizando en que parte del proceso de sefializacion estarian
interviniendo para contestar preguntas como ¢Cudles son las moléculas que
pueden actuar como agonistas y antagonistas enddgenos de estos receptores?
¢ Tendran estos receptores alguna actividad intrinseca, sin necesidad de ser
inducidos por algun agonista? ¢Afectaran basalmente la sefializacion de calcio
en general al interior de la célula o tendran puntos especificos de accion, como

por ejemplo, la SERCA, el RyR, el RIP3, los canales tipo L, etc.?

7.5. Cercania RE-mitocondria. Luego de los resultados obtenidos, resulté muy
importante saber si el aumento de Ca®" ingresado a la mitocondria luego del
estimulo de histamina estaba siendo mediado en alguna medida por un

incremento en el contacto entre estos organelos, considerando primero que la
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arquitectura y distribucion celular es muy importante en la regulacion de la
sefializacion de Ca*" intracelular’®. Adicionalmente, también se tenia como
antecedente, los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio en donde se
establecio que al utilizar NE como modelo de hipertrofia, se observaba una
disminucién en los contactos entre el reticulo y la mitocondria estudiados

mediante estudios de colocalizacién con microscopia confocal °°.

El andlisis de nuestros resultados respecto al parametro de
colocalizacibn mostr6 que la preincubacion de Ang 1-9 no produce un
acercamiento entre el RE y la mitocondria, pero si se previene el alejamiento
inducido por NE, lo que invita a reflexionar sobre si la colocalizacion es una
consecuencia 0 causa de la hipertrofia y deja con interrogantes muy
interesantes a abordar en proximas investigaciones frente al tema tales como
¢ Seran las diferencias en el manejo del calcio intracelular en condiciones
patologicas las que llevaran a este alejamiento entre estos organelos?, ¢ Sera
deletéreo o beneficioso para la homeostasis del calcio este alejamiento?

¢Formard parte de la sefializacion hacia la muerte celular programada?

De cualquier manera, el hecho de que no haya un acercamiento del RE
con la mitocondria con la preincubacion de Ang 1-9 por 6 h lleva también a la
conclusién que la mejora en la eficiencia en la entrada de Ca?* a la mitocondria
proveniente del RE responde a otro tipo de control, de manera que sera

necesario seguir investigando quien es el responsable de este fendbmeno,
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apareciendo nuevos candidatos, como el que dejaremos mencionado en la
siguiente seccion, el cual sera necesario evaluar experimentalmente en futuras

investigaciones.

Figura 24. Nuevos candidatos en sefializacién de calcio: Aumento en expresion o actividad
de SERCA. Modelo propuesto que podria explicar los resultados obtenidos en términos de
mayor capacidad de secuestrar calcio ingresado a la célula por cualquier via (como por ejemplo
el ingresado desde el extracelular por un estimulo de NE) y una mayor capacidad de entrega
frente desde el reticulo hacia la mitocondria (frente por ejemplo a activacion de canales
dependientes de IP; conseguidos con histamina)
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8. CONCLUSIONES

v Angiotensina 1-9 mejora la eficiencia de entrada de Ca?* a la mitocondria
luego de ser evocado éste desde el RE mediante la activacion de receptores
dependientes de IP;. Este aumento en la cantidad de Ca®" es consistente
también con un aumento en la velocidad de ingreso del mismo y se requiere de
una ventana de tiempo de preincubacién de horas del péptido Ang 1-9 para
conseguir los efectos descritos en nuestros resultados, dandonos cuenta de
que los fendmenos observados no serian resultado de una accidn directa ni
espontanea sobre canales o receptores que regulen este Ca®*, sino que més
bien una sumatoria de eventos que culminaria con un diferente manejo de este

ion.

v Interesantemente y en contra de nuestras primeras suposiciones, esta
mejora en la eficiencia de ingreso de Ca®" no esta relacionada con un mayor
contacto fisico entre el RE y la mitocondria, aunque la preincubacion de la
angiotensina 1-9 si bloque6 el alejamiento de estos organelos inducido por un
estimulo prohipertréfico, sugiriéndonos que tal vez este fenémeno de mayor o
menor contacto subyace a otro proceso anterior que es regulado por nuestro

péptido de estudio.
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v Ademas de los interesantes resultados en la modulacion de cinéticas de
Ca®" mitocondrial, cabe destacar que se requiere la activacién del receptor AT2
y no del receptor MAS para conseguir efectos descritos, lo cual es concordante

con lo descrito en la literatura.

v Al analizar todo lo anterior podemos notar que angiotensina 1-9 al unirse
a su receptor AT2 genera cambios al interior del cardiomiocito que previenen y
se contraponen a los fendmenos intracelulares producidos por estimulos
hipertréficos, lo que muy presumiblemente estaria dando cuenta de su efecto

antihipertréfico descrito in vivo e in vitro.
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Figura 25: Modelo final. La union de Ang 1-9 a su receptor aumenta la cantidad y la velocidad
en la entrada de calcio a la mitocondria luego de la salida desde el reticulo endoplasmico.
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