=%  UNIVERSIDAD DE CHILE

4\
} FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

e

oy Departamento de Quimica Farmacolégicay Toxicoldgica

—_

Evaluacion de estabilidad y bioactividad
del péptido retro-enantio analogo de
angiotensina-(1-9)

Memoria para optar al titulo de Quimico Farmacéutico

AGUSTIN ANDRES NUNEZ ALISTE

Profesor patrocinante Directores de memoria
Dr. Sergio Lavandero Gonzalez Dr. Marcelo Kogan
Laboratorio de Transduccion de Sefales Laboratorio de Nanotecnologia Departamento de
del Departamento de Bioquimica y Quimica Farmacologica y Toxicologica

Biologia Molecular : .
g Dr. Sergio Lavandero Gonzalez

Laboratorio de Transduccion de Sefales del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

SANTIAGO DE CHILE
2019



Esta memoria de pregrado se llevé a cabo en los Laboratorios de Nanotecnologia del
Departamento de Quimica Farmacoldgica y ToxicolGgica, dirigido por Dr. Marcelo J.
Kogan, y de Transduccion de Sefiales, dirigido por el Dr. Sergio Lavandero, los cuales
pertenecen al Centro Avanzado en Enfermedades Crénicas (ACCDIS) de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Para su realizacion, este trabajo contdé con el apoyo y financiamiento del proyecto
FONDAP 15130011 a SL y MK



Quiero agradecer a Dios por darme la oportunidad de estudiar y porque estuvo conmigo

cada dia de este periodo.

A mis directores de tesis al Profesor Marcelo Kogan y al Profesor Sergio Lavandero por
la confianza depositada en mi para la realizacién de este proyecto por su experiencia

entregada y por la oportunidad de ser parte de su grupo de trabajo.

Al laboratorio de transduccion de sefiales que fue donde pase la mayor cantidad de
tiempo en la realizacion de mi tesis, gracias por la buena onda por integrarme al grupo y
por ayudarme siempre que lo necesite. Un agradecimiento especial a Valeria Garrido
quien fue la persona que me recibié y entregd los conocimientos necesarios para la

realizacion de mis experimentos.

A mis amigos de la universidad que siempre fue una agrado tenerlos a mi lado no solo
en el estudio sino también en los momentos de dispersion y apoyo mutuo. En especial a

Braulio, Ignacio y Felipe que fue con los que me mantuve hasta el final de la carrera.

A Walter y Bridgette por su amistad y amor entregado hacia mi estando en todo este
proceso, por apoyarme y animarme, desafiandome a dar todo de mi y cumplir mis metas.
A Felipe y Dorita por sus sabios consejos y amistad incondicional que he logrado
compartir en estos ultimos afios. A Cesar y Manuel por el apoyo y amistad que
compartiamos sobre todo en nuestro momentos de recreacion. En general a todo el grupo

de jévenes vida abundante por las alegrias y momentos vividos.



A Loreto mi novia que sin esperarlo se convirti6 en mi compafiera en este largo proceso
y en mi vida, siendo la persona de la cual me enamore, por ayudarme en cada momento,

por su amor y compafiia incondicional.

Finalmente, a mi familia, mi hermana Rocio por el apoyo y su amor, agradecerles
infinitamente a mis Padres, Claudio y Rosa, por la crianza que me dieron por el apoyo
brindado a mi vida. Todo lo que he logrado es fruto del esfuerzo y amor que han

depositado en mi.



AGRADECIMIENTOS ..ottt e e e et et e e e e e e aeenrnnes 2

INDICE ... oottt ettt ettt et et ettt et ettt te ettt 4
INDICE DE FIGURAS .....ooitiiiitiitiieteteteie sttt sttt sttt sese et st ss e e s s 6
ABREVIATUR AS ..o e e e e et e et e et e e et e e e eenn s 7
RESUMEN. ...ttt ettt e e e e et ettt e e e e e s e s s b bt e e eeeaeeee s e e snnbbaneeaaaeeeeeaannnseees 8
FAN 2 3 I 7 3 PR U 10
1. INTRODUCCION .....ciiuiitiiteitecte et ete et ete ettt sts et ete e testesae st e stesteereere e, 12
1.1 Enfermedades cardioVasSCUlAres .............uuuuuuuuimimimimmiiiiiiiiines 12
1.2, Hipertrofia CardiacCa.........couuuuuuiiiiii e e et e e e e e e e eeaanees 13
1.3. Sistema renina-angiotensina (SRA) ClASICO...........cceeiiiiiiiiiiiiiiiciee e, 15
Figura 2. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Vias candnica y alternativa.
................................................................................................................................... 16
1.4. Sistema renina angiotensina alternativo...........ccccuvviiiiiie e, 16
1.5, ANQIOTENSINA-(1-9) ..t e e e e e e aaaaaa 17
1.6. Angiotensina-(1-9) e hipertrofia cardiaca...........cccccceeeeiiiieiiiiiiiiiiice e, 18
1.7 Estrategias para aumentar la estabilidad de los péptidos en sistemas
(o770 Lo T 1 o]0 1= PSP 19
2. HIPOTESIS ...ttt ettt ettt en e 23
3. OBJETIVO GENERAL ...ooiiiiiiiiitttee ettt e e e e et raa e e e e e 23
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooiiiieiieicieee ettt 23
5. METODOLOGIA ......ooiieeeeeeeeeeeeee ettt ete e eee e aae e 24
Y= To4 £ AV 1SRRI 24
SINtESIS A PEPLIAOS .. 24



TratamiENto A LA FSINA . e e e 25

Acople del primer amMiNOACIAO .......cciiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
Evaluacion de la estabilidad de los péptidos por HPLC ........coooooviiiiiiiiiinieeenenn, 26
MOdEIO EXPEITMENTAL.....uuuiiiiiiiiiiiii e 27
Cultivos primarios de cardiomiocitos ratas neonatas. ........cccccccceeeeeeeeeeveeeennnnnnnnn. 27
EStimUlO NIPErtrOfiCO ..uueeeiiiieii e 28
Preparacion de extractos tOtalesS. ... 28
Electroforesis y electrotransferencia de proteinas. .......ccccccccveeeiiiiiiiiiiiiieieeeeeee 29
L AT LT3 (=T T o1 o ) PSSR 29
Microscopia de epiflUOreSCENCIA. ......uuuuuuiiiiiiiiiiiiii e 30
LN A= 1L SR =25 = o 1 £ Ko o J 31
B. RESULTADOS ..ot e e et e et e et e e et e e e et e eeaaeaees 32
6.1. Objetivo 1: evaluar estabilidad de retro-enantio Ang-(1-9) en suero humano
y compararia con la de ANgG-(1-9). ...oueeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeee et 32

6.2. Objetivo 2: Estudiar la actividad antihipertréfica del retro-enantio Ang-(1-9)
en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata y si esta actividad

depende del ATZ2R. ... e e e e e 37
6.3. Comparacion de actividad de Ang-(1-9) vs retro-enantio Ang-(1-9). ............ 41
6.4. Evaluacion del papel del receptor AT2R y Mas en los efectos del retro-
eNAtiIOMEr0 ANG-(1-9) coiiieiiiiii it e e 43
7. DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt s et et eeser e e e 48
Modificacion retro-enantio de Ang-(1-9) como metodologia para aumentar su
ESTADIIAd. ... 50
Bioactividad del péptido retro-enantio de ANg-(1-9) ......cceeiiiieeriiiiiiiiiiiiie e, 51
Evaluacién de la participacién de AT2R y Mas en la accién del retro-enantio
N Lo (0 ) TSP 53
8. CONCIUSIONES ... 55
9. BibliOgrafia...ccueeeeiei e e 56
10. Figuras SUPIEMENTANIAS ......ccouvuuuiiiii i e e e e e e e e e e eeeanaans 62



Figura 1. Morfologia del cardiomiocito en la hipertrofia e insuficiencia cardiaca..13

Figura 2. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Vias candnicay alternativa. 16

Figura 3. llustracién esquematica de la influencia de transformaciones peptidicas
en la orientacion de cadenas laterales en un tetra péptido. ......cccceevviiiiiiiiinnenennnnn, 22

Figura 4. Estructura quimica de los péptidos utilizados en los experimentos de
L2253 1= 11 T = T 33

Figura 5. Cromatogramas representativos Angiotensina-(1-9) y retro-enantio de
ANGIOTENSING-(1-9). cooiieiiiii e 35

Figura 6. Porcentaje remanente de peptidOS .. ......cooviiiiiiiiiiiii e 36

Figura 7. Efecto de RE-(1-9) en distintas concentraciones sobre los niveles de
B-MHC Y ANP. <.ttt et e e e e e e et e e e e e e e e e e e b a et reaaeeeeaaannnrees 38

Figura 8. Efecto del RE-(1-9) en los aumentos del areay perimetro de
cardiomiocitos estimulados CON NE. ... 40

Figura 9. Comparacion Ang-(1-9) Y RE-(1-9). ..uuooiiiiiiiiiieicie e 42

Figura 10. Participacion del ATR2 en la actividad antihipertrofica del retro-enantio
[0 Lo A o Lo T (1 L TSRS 45

Figura 11. Participacion del Receptor Mas en la actividad antihipertrofica del retro-
enantiomero de ANG-(1-9). ..o 47



Mg

ML

MM

Ang |
Ang Il
Ang-(1-9)
Ang-(1-7)
ANP
ATI1R
AT2R
B-MHC
DCM
DIEA
DME
DMF
ECA
ECA2
ECV
FBS

HC

MM

NE

PBS
SFB
RE-(1-9)
SCV
SRA

: Microgramo
: Microlitro
: Micromolar
: Angiotensina |
: Angiotensina
: Angiotensina (1-9)
: Angiotensina (1-7)
: Péptido natriurético auricular
: Receptor de angiotensina subtipo 1
: Receptor de angiotensina subtipo 2
: Cadena pesada de la beta-miosina
: Diclorometano
: Diisopropiletilamina
: Medio de Eagle modificado por Dulbecco
: N.N’-Dimetilformamida
: Enzima convertidora de angiotensina |
: Enzima homologa a convertidora de angiotensina |
: Enfermedades cardiovasculares
: Suero fetal bovino
. Hipertrofia cardiaca
: Medio de mantencion
: Norepinefrina
: Tampon de fosfato salino
: Suero fetal bovino
: Retro-enantibmero de angiotensina-(1-9)
: Sistema Cardiovascular

. Sistema renina-angiotensina-aldosterona



Las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo, y cada afio mueren mas
personas por ECV que por cualquier otra causa. Estas enfermedades tienen como
caracteristica comun un crecimiento hipertréfico inicial del tejido cardiaco en respuesta a
una mayor demanda de trabajo. La hipertrofia patolégica se asocia con deterioro de la
funcion ventricular junto con las diversas alteraciones en la estructura del miocardio,
evolucionando habitualmente a insuficiencia cardiaca, por lo que es de vital importancia
su prevencion o progresion. El descubrimiento de los péptidos angiotensina-(1-7) y
angiotensina-(1-9) de la via no canodnica del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(sistema hormonal que regula la homeostasis cardiovascular) y sus acciones anti-
fibrética, anti-hipertensiva y anti-hipertréfica, los han posicionado como potenciales
agentes terapéuticos y como una nueva alternativa para el tratamiento de ECV,
incluyendo la hipertrofia cardiaca patoldgica. Sin embargo, la mayoria de los péptidos
aunque son moléculas muy activas poseen una vida media corta, siendo degradados
facilmente por enzimas, lo que dificulta sus aplicaciones en terapia. Una estrategia para
disefar péptidos estables a la degradacion de proteasas es la sintesis de analogos retro-
enantio, que consiste en unir D-aminodacidos, no naturales y, ademas, invertir el orden de
los aminod&cidos respecto a la secuencia original. De esta forma los D-aminoacidos no
son reconocidos por las proteasas aumentandose asi su vida media. El objetivo del
presente estudio consistié en determinar si el péptido retro-enantio de angiotensina-(1-9)

aumenta su estabilidad en suero, manteniendo su actividad anti-hipertréfica e investigar



si sus efectos son mediados a través del receptor AT2. Los resultados mostraron que el
péptido retro-enantio de angiotensina-(1-9) presenta una mayor estabilidad a la hidrélisis
por suero con respecto al péptido original. Ademas, el retro-enantio de angiotensina-(1-
9) previno el efecto prohipertréfico de norepinefrina en cultivos primarios de
cardiomiocitos de rata neonata. La pre-incubacion con el antagonista del receptor MAS
A779 mantuvo la actividad anti-hipertréfica del péptido retro-enantio, no asi la pre-

incubacion con el antagonista del receptor AT2 PD 123-319.

En conclusion, el péptido retro-enantio de angiotensina-(1-9) presenta una mayor
estabilidad a la degradacion enzimatica y conserva su actividad anti-hipertréfica, siendo

esta Ultima accion dependiente del receptor AT2.



Evaluation of stability and bioactivity of the retro-enantio analog of angiotensin-
(1-9)

CVD is the leading cause of death worldwide, and more people die every year from CVD
than from any other cause. The common feature of these diseases is an initial
hypertrophic growth of cardiac tissue in response to a greater demand for work.
Pathological hypertrophy is associated with deterioration of ventricular function along with
various alterations in the structure of the myocardium, usually evolving to heart failure, so
its prevention or progression is of vital importance. The discovery of the angiotensin- (1-
7) and angiotensin- (1-9) peptides of the non-canonical pathway of the renin angiotensin-
aldosterone system (the hormonal system that regulates cardiovascular homeostasis) and
its anti-fibrotic, anti-hypertensive actions and anti-hypertrophic, they have positioned them
as potential therapeutic agents and as a new alternative for the treatment of CVD,
including pathological cardiac hypertrophy. However, most of the peptides, although they
are very active molecules, have a short half-life, being easily degraded by enzymes, which
makes their applications in therapy difficult. One strategy for designing stable peptides to
the degradation of proteases is the synthesis of retro-enantio analogs, which consists of
binding D-amino acids, not natural and, in addition, reversing the order of the amino acids
with respect to the original sequence. In this way the D-amino acids are not recognized
by the proteases, thus increasing their half-life. The objective of the present study was to
determine if the retro-enantio peptide of angiotensin- (1-9) increases its stability in serum,

maintaining its anti-hypertrophic activity and investigating if its effects are mediated
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through the AT2 receptor. The results showed that the retro-enantio peptide of
angiotensin- (1-9) has a greater stability to the hydrolysis by serum with respect to the
original peptide. In addition, the retro-enantio of angiotensin- (1-9) prevented the
prohypertrophic effect of norepinephrine in primary cultures of neonatal rat
cardiomyocytes. The pre-incubation with the MAS A779 receptor antagonist maintained
the anti-hypertrophic activity of the retro-enantio peptide, but not the pre-incubation with

the AT2 receptor antagonist PD 123.319.

In conclusion, the retro-enantio peptide of angiotensin- (1-9) has a greater stability to
enzymatic degradation and retains its anti-hypertrophic activity, the latter action being

dependent on the AT2 receptor
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1.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en todo el
mundo; cada afio mueren mas personas por ECV que por cualquier otra causa segun
cifras de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (OMS. Nota descriptiva. 2015.)
Estas corresponden a un grupo de patologias cronicas que afectan al corazon y/o vasos
sanguineos, entre las que se cuentan a la hipertension arterial, enfermedad coronaria,
insuficiencia cardiaca, angina, infarto del miocardio, cardiopatia congénita, entre otras.
Todas tienen en comun el crecimiento hipertréfico del corazén en respuesta a una mayor
demanda de trabajo o estrés celular (Mishra et al., 2010) (Figura 1), cuya etapa final es
la insuficiencia cardiaca, patologia altamente incapacitante asociada a una elevada
mortalidad, necesidad de hospitalizaciones, deterioro en la calidad de vida y consumo de
recursos (Castro et al., 2004). Siendo la hipertrofia cardiaca uno de los factores de riesgo
para el desarrollo de insuficiencia cardiaca, es importante la prevencion de su progresion

(Ministerio de Salud 2015; Nakamura & Sadoshima. 2018).
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Figura 1. Morfologia del cardiomiocito en la hipertrofia e insuficiencia cardiaca.

Modificado de JJ Hunter & KR Chien. Signaling pathways for cardiac hypertrophy and
failure, New England Journal of Medicine 341; 1276-1283, 1999.

1.2. Hipertrofia cardiaca

Biologicamente, la hipertrofia cardiaca (HC) se define como el aumento individual del
tamafo del cardiomiocito que trae como consecuencia un incremento en el tamafio y el

peso del corazon (Morales et al., 1999).

El tejido cardiaco estd compuesto por distintos tipos celulares entre los cuales se
distinguen principalmente cardiomiocitos, células endoteliales y en menor proporcién
células vasculares del endotelio y fibroblastos (Zhou et al., 2016). Los cardiomiocitos
son los responsables del trabajo contractil y conforman entre el 30-40 % del numero total
de células, pero ocupan aproximadamente un 75 % del volumen cardiaco (Vliegen et al.,
1991, Van Wamel et al., 2001). Estas células proliferan activamente durante la etapa
fetal, manifestando capacidad contractil a muy temprana edad. Sin embargo, su actividad

mitética disminuye en etapas tardias de la embriogénesis, para reducirse casi
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completamente después del nacimiento (Nadal-Ginard 2001). Si bien los cardiomiocitos
pierden la capacidad de proliferar tempranamente luego del nacimiento, por ser células
altamente diferenciadas (Reiss et al., 1993; Kajtura et al., 1994), responden a estimulos
gue promueven su crecimiento, lo que se conoce como proceso hipertréfico (Sadoshima
et al.,, 1997, Russel et al.,, 2000). Factores tanto de tipo mecénico como y/o
neurohumorales circulantes o locales (provenientes de las mismas células cardiacas:
comunicacion autocrina y/o paracrina) inducen la activacién de sefales intracelulares
(Komuro 2001), promoviendo el aumento de la sintesis de proteinas estructurales y
contractiles y la formacion de nuevos sarcomeros, que le permiten generar mayor trabajo
contractil de la bomba cardiaca. De esta manera los cardiomiocitos crecen en longitud
ylo didmetro, dependiendo la naturaleza del estimulo (Mima et al., 1995; Ahuja et al.,

2007).

Se pueden diferenciar dos tipos de hipertrofia. La de tipo fisiologica, observada en
individuos con acondicionamiento atlético y embarazadas, la que se caracteriza por ser
reversible y por presentar un aumento del tamafio de los cardiomiocitos, con incremento
proporcional de los elementos estructurales del miocardio, sin aumento de la fibrosis
intersticial ni compromiso funcional (Nakamura & Sadoshima 2018). Por otro lado, la
hipertrofia patologica se desarrolla en estados patologicos del SCV y se acomparia de
aumento de la fibrosis intersticial, mayor incidencia de muerte de cardiomiocitos por
apoptosis, disminucion de la densidad capilar (Van Empel et al., 2004), activacion de la
expresion de los genes de repuesta temprana (c-jun, c-fos, c-myc) y de los genes fetales
tales como el peptido natriurético auricular (ANP), la cadena pesada de la B-miosina ([3-

MHC) y la alfa-actina esquelética (SKA), entre otros. Estos son considerados y utilizados
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como marcadores de respuesta hipertréfica (Sadoshima et al., 1997; McMullen &

Jennings 2007).

Se han descrito distintos estimulos inductores de hipertrofia patoldgica del cardiomiocito
tales como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y catecolaminas como la
norepinefrina (NE) (Heineke et al., 2006). El crecimiento del cardiomiocito por
estimulacion por NE procede a través de la estimulacion de receptores acoplados a
proteina G, entre los que destacan los receptores a1-adrenérgicos para epinefrina y
norepinefrina, los cuales han sido relacionados con el desarrollo de HC patolégica y su

eventual progreso a insuficiencia cardiaca (Carrefio et al., 2006).

Aunque la hipertrofia es un proceso inicialmente beneficioso, permitiendo un mejor
trabajo cardiaco, finalmente es perjudicial pues evoluciona a insuficiencia cardiaca y a

muerte subita (McKinsey & Olson 1999).

1.3. Sistema renina-angiotensina (SRA) clasico

Este sistema hormonal regula la homeostasis cardiovascular (Passos-Silva et al., 2015;
Fattah et al., 2016). La via candnica del SRA comienza con el angiotensindégeno (una
alfa-2-globulina) producido principalmente por el higado e hidrolizado por renina, enzima
expresada en el rifdn y liberada en el torrente sanguineo, formandose angiotensina I, un
decapéptido inactivo; éste por accion de enzima convertidora de angiotensina | (ECA) se
transforma en el octapéptido angiotensina Il (Ang Il) (Gralinski et al., 2016) (Figura 2),
principal mediador de las diversas funciones bioldgicas del SRA (Ocaranza et al., 2010;
Ocaranza et al., 2014).
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Diversos estudios indican que el SRA y su principal efector Ang Il, estan relacionados
con el desarrollo de la hipertrofia e insuficiencia cardiaca (Steckelings & Unger 2012;
Patel et al., 2016), donde la mayor parte de sus efectos (incluyendo vasoconstriccion,
estimulacion de liberacidn de aldosterona y los efectos natriuréticos en el rifion), se llevan
a cabo por medio de los receptores de angiotensina Il subtipo 1 (ATR1) (Ocaranza et al.,
2014). Por estarazén hoy en dia, los inhibidores de la ECA y los antagonistas del receptor
Ang-ll subtipo 1 (AT1R) son terapias de primera linea para suprimir las acciones de

angiotensina Il en la via canénica del SRA (Fattah et al., 2016).

Angiotensinogeno

pe

(R

ECA2

»

ECA2

! |

-
| masR |

Ang Il

AT1R

Figura 2. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Vias candnica y alternativa.

1.4. Sistema renina angiotensina alternativo

Si bien el SRA se asocia principalmente con la regulacién de la presién y volumen
sanguineo; y patologicamente con el desarrollo de hipertension arterial (Steckelings &
Unger 2012), también tiene un papel clave en la iniciacion y progresion del dafio tisular

en las ECV, las cuales son mediados por el AT1R (Unger 2002). EI SRA es un sistema
16




mas complejo del que originalmente se considerd. Recientemente, la comprension de los
componentes del SRA alternativo se ha expandido progresivamente. Diversas
endopeptidasas y procesos enzimaticos de descarboxilacion estan implicados en la
generacion de péptidos relacionados a angiotensina, entre los que se incluyen a
angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] y angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)], que influyen en la
activacion / inhibicion de multiples subtipos de receptores (AT2R, Mas, y posiblemente
MrgD) (Lea M.D et al., 2016), los que se caracterizan por mostrar efectos opuestos en
comparacion con el receptor AT1 (Steckelings & Unger. 2012; Wagenaar et al., 2013;

Fattah et al., 2016).

La sefializacion celular y los efectos dependientes del AT2R estan menos estudiados que
los de ATR1, pero se ha mostrado que tiene efectos vasodilatadores, anti-proliferativos y
anti-inflamatorios. Estudios mas recientes han concluido que el AT2R también regula la
presion arterial, hipertrofia y fibrosis cardiaca y la muerte celular post-infarto del miocardio
(Westermeier et al., 2015). Estos efectos del AT2R se han asociado con las acciones
protectoras del SRA sobre el sistema cardiovascular que dependen de la via no candnica

(Passos-Silva et al., 2015)

El estudio de la via no candnica y sus péptidos han acaparado la atencién en los ultimos

afios, con el fin de contrarrestar los efectos negativos producidos por la via candnica.

1.5. Angiotensina-(1-9)

El descubrimiento de los péptidos Ang-(1-7) y Ang-(1-9) ha mostrado una accion contra-
reguladora de los efectos de Ang Il (Westermeier et al., 2015). En afio 1989, se
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establecié que el tratamiento crénico con inhibidores de la ECA produce una disminucion
de la produccion de Ang Il, pero concomitantemente un incremento de los niveles
circulantes de Ang-(1-9). Esto llevé a pensar que sus efectos podrian no estar asociados
exclusivamente en la disminucion de la produccién de Ang Il, sino que también con algun
efecto complementario y positivo de Ang-(1-9) (Drummer et al., 1990). Ang-(1-9) es un
péptido de 9 aminoacidos (H2N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-OH) (Ocaranza et
al., 2014), generado a través de la hidrdlisis del amino&cido terminal leucina de Ang | por
la ECA2 (Donoghue, 2000). Ang-(1-9) esta presente en pacientes voluntarios sanos, en
pacientes o en ratones tratados con inhibidores de ECA (IECAs) o antagonistas de AT1R
y sus niveles circulantes aumentan en etapas tempranas post-infarto al miocardio
(Ocaranza & Jalil, 2012). Estos antecedentes han motivado nuevas investigaciones y su

posible rol en este tipo de patologias.

1.6. Angiotensina-(1-9) e hipertrofia cardiaca

Se ha observado que Ang-(1-9) disminuye la hipertension arterial y mejora el dafio
cardiovascular en dos modelos experimentales hipertensivos. Uno de los modelos
empleados fue ratas tratadas Ang Il, mediante el uso de minibombas que infundian el
péptico y el otro modelo Goldblatt 2K-1C, que consiste en el pinzamiento de la arteria
renal en ratas. Los resultados mostraron que la administracion crénica de Ang-(1-9) a
ratas hipertensas redujo la presién arterial sistélica, mejoré la funcion cardiaca y

endotelial asi como el remodelado cardiovascular y el estrés oxidativo (Ocaranza et al.,
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2014). Ang-(1-9) también atenud la fibrosis en ratas espontdneamente hipertensas

(Flores-Mufioz et al., 2011).

La administracion de Ang-(1-9) por medio de una mini bomba osmotica a ratas infartadas
por ligacién de la arteria coronaria izquierda, previno la hipertrofia cardiaca, evaluada por
la disminucidn en los siguientes marcadores: niveles de mMRNA de ANF (factor natriurético
auricular), niveles proteicos de B-MHC (cadena pesada de la beta miosina) y morfol4gicos
(areay perimetro del cardiomiocito) (Ocaranza et al., 2010). Dado que Ang-(1-9) podria
ser convertida a Ang-(1-7) por accion de ECA y producir los efectos antes mencionados,
la administracion del antagonista del receptor MAS (receptor por el cual actta Ang-(1-7))
A779, mostré que no hubo cambios en la prevencion de la hipertrofia inducida por
Ang-(1-9) y que no se requiere su conversion a Ang-(1-7). En este mismo estudio,
estudios in-vitro en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata hipertrofiados mediante
el tratamiento con NE, Ang-(1-9) mostré los mismos efectos anti hipertroficos observados

in-vivo, el cual no se modificé por A779 (Ocaranza et al., 2010).

Todas estas evidencias han despertado un gran interés en el conocimiento de éste
péptido y si podria llegar a convertirse en una alternativa real como tratamiento o profilaxis

del remodelado cardiaco.

1.7 Estrategias para aumentar la estabilidad de los péptidos en sistemas biolégicos

Si bien los péptidos presentan una gran bioactividad y una alta especificidad con pocos

o nulos efectos secundarios, como es el caso de Ang-(1-9), la mayoria de los péptidos
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son moléculas de corta duracion, debido a que son degradados facilmente por enzimas,
con poco 0 ningun uso terapéutico (Liu et al., 2016). El elevado numero de peptidasas
presentes en la sangre hace que su vida media en el plasma sea muy corta, del orden de
un minuto (Segura-Campos et al., 2010). Por lo que la estrategia para convertir estas
moléculas en farmacos Uutiles, a menudo consiste en transformar los compuestos
candidatos en peptidomiméticos (Murray & Wong 2005). Una estrategia para disefiar
péptidos estables a la degradacion de proteasas es la sintesis de analogos retro-enantio,
gue consiste en unir D-aminoacidos, no naturales, a diferencia del péptido original
compuesto por L-aminoacidos y ademas invertir el orden de los aminoacidos respecto a
la secuencia original. Resultando asi teodricamente, un péptido que contiene una
orientacion de sus cadenas laterales muy similar a la de la estructura original (Van

Regenmortel & Muller 2005), como se muestra en la Figura 3.

Los D-aminoacidos representan imagenes reflejas conformacionales de los L-
aminoacidos naturales, los que se encuentran en las proteinas naturales presentes en
los sistemas bioldgicos. Los péptidos que contienen D-aminoacidos tienen ventajas sobre
los péptidos que solo contienen L-aminoacidos. En general, estos tipos de péptidos son
menos susceptibles a la degradacion proteolitica y tienen un tiempo efectivo mas
prolongado cuando se usan como productos farmacéuticos. Ademas, la insercion de D-
aminoacidos en regiones de secuencia entre L-aminoacidos seleccionadas como bloques
de secuencias o0 que contienen solo D-aminoacidos, permite el disefio de farmacos
basados en péptidos que son bioactivos y poseen una mayor biodisponibilidad ademas

de ser resistentes a protedlisis (Matthew & Malcolm 1998).
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Si se disefian apropiadamente, los péptidos retro-enantio pueden tener caracteristicas de
union similares a los péptidos L, donde gracias a la utilizacion de la metodologia enantio
y retro como fusion se podria garantizar la estabilidad estructural, la orientacion espacial,
la topologia de la cadena lateral y, en consecuencia, la bioactividad del péptido, pero
conservaria su resistencia a la degradacion enziméatica caracteristica de los péptidos D
(Goodman & Chorev 1979). Si bien las sintesis de los D-aminoacidos requiere tiempo
altos costos, lo que puede desalentar su aplicacion en ensayos clinicos, las sintesis de
los péptidos retro-enantio no lo son (Cardoso et al., 2018), lo que los hace alternativas

atractivas para ser utilizados como productos farmaceuticos.

Con los antecedentes presentados se propone la estrategia retro-enantio para obtener el
péptido Ang-(1-9) estable, bioactivo y con un gran potencial en el tratamiento de distintas
ECV. En este trabajo se evaluara la estabilidad del péptido retro-enantio asi como su

bioactividad antihipertrofica
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Figura 3. llustracion esquematica de la influencia de transformaciones peptidicas
en la orientacion de cadenas laterales en un tetra péptido. En la parte superior el
péptido-L se dibuja de acuerdo con la convencion habitual con su residuo amino-terminal
a la izquierda. Luego abajo a la izquierda se dibuja en el sentido inverso del orden de los
aminoacidos (retropéptido) mientras que a la derecha se muestra el péptido con todos
sus aminoacidos-D en vez de -L (enantiopéptido). Abajo cuando el péptido se sintetiza
en el orden inverso (retropéptido) y ademas usando D-aminoacidos en lugar de
L-aminoacidos, se obtiene un retropéptido all-D en el que la orientacion de las cadenas
laterales es la misma que en el péptido original. Esto se ve claramente cuando el
retropéptido all-D se dibuja con su residuo amino terminal a la derecha. Modificado de
Van Regenmorte & Muller. Current Opinion in Biotechnology. 9. 377-82, 1998.
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“El péptido retro-enantio analogo de angiotensina-(1-9) es estable en suero y presenta

una accioén antihipertrofica a través del AT2R en el cardiomiocito.”

Evaluar la estabilidad en suero humano, y la bioactividad anti-hipertrofica del péptido

retro-enantio de Ang-(1-9), en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata.

e Disefiar y sintetizar el péptido retro-enantio Ang-(1-9)

e Evaluar la estabilidad del péptido retro-enantio Ang-(1-9) en suero humano y
compararla con la de Ang-(1-9).

e Estudiar la actividad antihipertrofica de Ang-(1-9) retro-enantio en cultivos
primarios de cardiomiocitos de rata neonata, y si esta actividad depende del

receptor AT2R.
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Reactivos. Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA) medio Hank’s, medio DME, medio 199 (M199), pancreatina, gelatina, triton X-
100, 5-bromo-2"-deoxiuridina y PD 123,319. FBS (suero fetal bovino) se adquirié en
Biological Industries (04-121-1A). A779 se adquirid en Bachelet (Bubenfort, Switzerland).
Los anticuerpos utilizados fueron: anti B-tubulina (T4026, Sigma), anti pro-Anp
(ab180649, Abcam) y beta-MHC (VPMP667, Vector). El péptido angiotensina-(1-9) y el
péptido retro-enantio angiotensina-(1-9) se adquirieron en el Nucleo Biotecnologia
Curauma (NBC) de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. El cocktail de inhibidores
de proteasas complete Mini (11-836-170-001) y el cocktail inhibidores de fosfatasas
PhosSTOP (04-906-837-001) se adquirieron en Roche Applied Science (Penzberg,
Alemania). Los anticuerpos secundarios anti IgG de conejo y raton conjugados a
peroxidasa se obtuvieron en Calbiochem (La Jolla, USA). El medio de montaje para
fluorescencia DAKO se compré en DAKO Corporation (Carpinteria, USA). La albumina

de suero bovino (BSA) se adquirio en Winkler Ltda. (Santiago, Chile)

Sintesis de péptidos: Ang-(1-9) y el péptido retro-enantio Ang-(1-9) fueron
proporcionados por el Nucleo Biotecnologia Curauma (NBC) de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile y sintetizados a través del siguiente procedimiento: Se tomé el volumen
deseado de solvente y se agreg6 a un tubo con alimina y se agité .Se activé el tamiz,

llevandolo a 50 °C por 15 min. Finalmente, se seco el tamiz molecular y se agregé el
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solvente proveniente del tubo con alimina. Todos los solventes usados se secaron con
alimina y tamiz molecular

Tratamiento de laresina: se peso la cantidad de resina necesaria para un reactor y lavo
dos veces con DCM luego de drenar el reactor y afiadir DCM, dejando 10 min para el

swelling. Luego se drend el reactor.

Acople del primer aminoacido: se pesaron 1,6 mmoles (un exceso de la carga normal
de la resina que es 1,6 mmol/g) del aminoacido Fmoc por cada gramo de resina pesada
(o menos, segun se requiera menos sustitucion final) y se disolvieron en el minimo posible
de DCM. Se afadieron 3 equivalentes (respecto al aminoacido) de DIEA, se agito por 15
min, se afladieron otros 2 equivalentes de DIEA y se agito por 1-2 h. Luego se afiadieron
0,5 mL de metanol por gramo de resina y se agité por 5 min. Posteriormente se lavo 3

veces con DCM, 2 veces con DMF y 2 veces mas con DCM y secar la resina.

Determinacion de la sustitucion: se pesaron 5-10 mg de resina-aminoacido seca
(minimo en duplicado) y se afiadido 1 mL de piperidina 20 % (sin Tritdn X-100). Se agit6
por 20 min y se tomaron 30 UL de esta solucion y posteriormente se llevaron a 3 mL con
DMF en una celda de cuarzo. Luego se midi6 la absorbancia de las muestras a 290-300
nm en un espectrofotdmetro (usando DMF como blanco) y se calculé el grado de

sustitucién con la formula (101 x A)/(7.8 x w) donde A= Absorbancia w= mg de resina.

Sintesis desde el segundo aminoacido: se lavé la resina con DMF. Se eliminé el Fmoc
con 20 % de piperidina / DMF y se lavé con DMF y luego con DMF y DCM. Se realizo la

prueba de Kaiser (con una muestra de peptide resinA). Posteriormente se lavé con DMF.
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La escision del péptido se realizd mediante aciddlisis con acido trifluoroacético (TFA),
utilizando trietilsilano y agua como eliminadores (94:3:3, v/v/v) durante 60—90 min. EI TFA
se elimind con una corriente de N y el residuo oleoso se precipitd con terc-butil éter seco.
El péptido en bruto se recuperd por centrifugacién y decantacion de la fase de terc-butil
éter. Posteriormente se realizaron controles con cromatograma-espectro masas Yy

detector PDA ( )

Evaluacion de la estabilidad de los péptidos por HPLC. Los péptidos se disolvieron
en PBS para obtener una concentracion final de 1 mM. De este stock se tomé una alicuota
de 50 pL y se llevd a 450 pL con suero humano (Sigma Aldrich from human male AB
plasma, USA origin, sterile-filtered) a 37 °C en agitacion, para la obtencion de una
concentracion inicial de 20 uM y se incub6 por 48 h. Se extrajeron Alicuotas de 50 yL a
distintos tiempos y fueron llevadas a 200 yL de metanol a 4 °C para precipitar proteinas
del suero durante 30 min. Luego las muestras se centrifugaron a 13.000 g en Hermle
Cooling Centrifuge Z 326 K 311.00 VO1 a 4 °C por 30 min. Se obtuvo el sobrenadante
(aprox. 200 pL) en viales y posteriormente llevadas al HPLC. Todos los andlisis se
realizaron en el HPLC flexar Perkin EImer auto sampler, utilizando una columna 4,6 x 100
mm de fase reversa con un tamafio de particula de 3,5 uM (Waters XBridge Peptide BEH
C18 Column). Fase movil A constituida acetonitrilo 100 % y la fase B por TFA 0.0004 %
en agua Milli-Q. La composicion inicial de eluyente fue 5 % Ay 95 % B por 1 min y luego
una gradiente linear para llegar a 100 % A en 19 min y luego volver a la composicion
inicial en 4 min, con un tiempo total de corrida de 25 min. El flujo de eluyente fue de 0,9
mL/min y la temperatura de la columna se ajusté a 26 °C. L medicion se realiz6 a una

sefial UV de longitud de onda de 220 nm. Donde se Inyectaron 50 uL por muestra. Los
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péptidos se identificaron en base a su tiempo de retencion en el respectivo cromatograma

obtenido en el programa Chromera-HPLC flexar.

Modelo experimental. Se utilizaron como modelo experimental cultivos primarios de
cardiomiocitos de rata neonatas, los cuales se obtuvieron a partir de ratas 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. 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, Publication No. 85-23,
revised 1996), siendo los protocolos experimentales ademas aprobados por el Comité de

Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceéuticas de la Universidad de Chile.

Cultivos primarios de cardiomiocitos ratas neonatas. Para el aislamiento y cultivo de
los cardiomiocitos, los corazones de rata neonata se removieron y lavaron a 37 °C en
medio Hank’s estéril, para luego ser desprovistos de sus auriculas, y los ventriculos se
disgregaron mecanicamente y posteriormente homogenizados con el fin de comenzar
con la digestién enzimatica sucesiva con colagenasa tipo Il (0,02 g/100 mL Hank’s) y
pancreatina (0,06 g/100 mL Hank’s), la cual permite obtener las células aisladas. Para
obtener una fraccién enriquecida en cardiomiocitos se aproveché la adhesion diferencial
gue presentan los fibroblastos a las superficies plasticas, obteniendo los sobrenadantes
gue es donde se mantienen los cardiomiocitos. Una vez finalizada la digestion, las células
se preplaquearon durante 2 h en medio MM 10% FBS. La concentracion celular se
determindé mediante microscopia, usando como colorante azul de tripan, el cual permite
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visualizar y contar las células vivas y muertas en una camara de Neubauer. Conocida su
concentracion, los cardiomiocitos se sembraron en MM 5 % FBS-10 %, en presencia de
5-bromo-2-deoxiuridina 100 uM, sobre placas de cultivo cubiertas previamente con una
monocapa de gelatina (2 % p/v). Las placas sembradas se mantuvieron en incubadores
termorregulados a 37 °C, en una atmésfera humidificada con 5 % de CO2 y 95 % aire.
Luego de 18 h, se lavaron 3 veces con PBS y dejaron las células con MM sin SFB, por

24 h antes de exponerlos a cualquier estimulo.

Estimulo hipertrofico. Para inducir hipertrofia en los cardiomiocitos se utilizo
norepinefrina (NE), la cual se empled a 10 uM previa incubacion con RE-(1-9) a1, 100
100 uM por 1 h y mantenidos por 48 h. Los antagonistas PD123319 (4 uM)y A779 (10uM)
se agregaron 30 min previos a incubacion con RE-(1-9) y se mantuvieron durante los
estimulos. Esta sobrecarga adrenérgica conduce a la activacion de la expresion de los
genes fetales (factor natriurético auricular: ANP, cadena pesada de la B- miosina: B-MHC
y alfa-actina esquelética: SKA, entre otros), lo cual se evalu6 por determinacion de los
niveles proteicos de ANP y B-MHC asi como su area y perimetro celular (Sadoshima et

al., 1997).

Preparacion de extractos totales. Los cardiomiocitos se sembraron en placas de 35
mm a una densidad de 1 x 10 ® células/placa. Una vez finalizado el estimulo, las células
se lavaron con soluciéon de PBS a 4°C y luego se lisaron con 50 uL de tampodn de lisis
RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; acido deoxicélico 1 %; Triton
X-100 1 % v/v) suplementado con inhibidores comerciales de proteasas y fosfatasas

(Roche). El homogenizado se transfiri6 a un tubo Eppendorf y se centrifugé a 12.000
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r.p.m. durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante o extracto de proteinas se recupero en un
tubo nuevo y se determind su concentracion por el método de Bradford (BioRad protein
assay, BioRad, Hercules, CA, USA). Finalmente el extracto se desnatur6 en tampdn

SDS-PAGE 4x, para ser almacenado posteriormente a —20 °C.

Electroforesis y electrotransferencia de proteinas. La separacién de las proteinas en
base a su masa molecular se realizO mediante electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida. En todos los casos, se cargaron alrededor de 30 ug de extracto
proteico total. El gel concentrador se prepar6 al 3 % y el separador en gradiente del 5 al
20 % de poliacrilamida. La electroforesis se realizd0 en tampdn de electroforesis (Tris
25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1 %) a un voltaje constante de 80 V, hasta que el frente
alcanzara el gel separador y luego a 110 V hasta el final de la corrida electroforética (2 h).
Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana
de PVDF a amperaje constante de 400 mA por 90 min, en tampon de transferencia (Tris

25 mM,; glicina 192 mM).

Western blot. Una vez realizada la electrotransferencia, las membranas se tifieron con
Rojo Ponceau por 1 min, lo cual permite confirmar la correcta transferencia de las
proteinas y para cortar la membrana e incubar con varios anticuerpos distintos. Luego se
bloquea la membrana con solucién de leche 5 % p/v (TBS 1x; Tween-20 0,1 %) durante
30 min a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario
segun corresponda el corte (anti -MHC 1:2.000; anti pro-ANP 1:2.000; anti tubulina
1:5.000) en tampdn de incubacién (TBS 1x; Tween-20 0,1 %; leche descremada 5 % p/v)

toda la noche a 4 °C. Luego, las membranas se lavaron durante 30 min en TBS 1x;
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Tween-20 al 0,1 %, y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo o raton, segun corresponda, conjugado con peroxidasa de
rabanito a una dilucion de 1:5.000 en tampdén de incubacion. Para la deteccién, las
membranas, previamente lavadas, se incubaron durante 1 min en la solucion de sustrato
guimioluminiscente para Western blot EZ-ECL y se expusieron en el equipo de revelado
G:BOX XT4 (Syngene), donde se obtuvieron imagenes digitales, las cuales fueron

analizadas con la ayuda del programa Image J (NIH, USA).

Microscopiade epifluorescencia. Los cardiomiocitos se sembraron en placas de cultivo
de 12 pocillos a una densidad de 0,25 x 10 © células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio
de 18 mm de didmetro 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 Triton X-100 al 0,1 % en PBS por 10 min y se bloquearon con BSA
al 1 % en PBS (filtrado) durante 30 min. Por otro lado, para determinar el area y perimetro
celular, las células se trataron con la sonda faloidina-rodamina (dilucion 1:500) y H6echst
(dilucién 1:1.000) para visualizar los nucleos. Finalmente, las células se montaron en los
portaobjetos respectivos, utilizando DAKO como medio de montaje siendo examinadas
posteriormente en microscopio de epifluorescencia con un objetivo de 63x, obteniendo
imagenes digitales a las cuales se les determiné el perimetro y area celular relativa,
utilizando el programa ImageJ, trazando el contorno de cada célula en forma manual. Se

analizaron entre 50 y 100 células para cada condicion.
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Andlisis estadistico. Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran
como figuras representativas o como promedios + SEM de, al menos, tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron por ANOVA para determinar la significancia

estadistica de los resultados, considerandose como significativo un p<0,05.
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6.1. Objetivo 1: evaluar estabilidad de retro-enantio Ang-(1-9) en suero humano y

compararla con la de Ang-(1-9).

Ang-(1-9) siendo uno de los péptidos del eje contrarregulatorio del RAS, modulador de
los efectos patologicos del Ang Il en el corazon y la vasculatura y ya que la degradacion
proteolitica de farmacos de tipo peptidico se considera como una de las principales
debilidades que limitan sus aplicaciones terapéuticas sistémicas, fue fundamental
conocer algunos datos de estabilidad tanto de angiotensina-(1-9) como del péptido
analogo retro-enantio. Para este fin y con la colaboracion las Dras. Fanny Guzman y
Eyleen Araya, se obtuvieron los peptidos Ang-(1-9) y el péptido analogo retro-enantio de
Ang-(1-9), representados en su estructura enla Figura 4. En ella se observa que al utilizar
los péptidos D junto con la inversidn del orden, si bien se afecta la estructura “normal” del
péptido, sus cadenas laterales mantienen la misma disposicion.

Para dilucidar ciertos parametros de estabilidad, los péptidos se disolvieron en suero
humano a temperatura fisiol6gica durante 48 h, obteniéndose alicuotas a tiempo 0, 5,10
miny 1, 3, 6, 24 y 48 h para luego ser analizados por HPLC. La Figura 5 muestra una

imagen representativa de una seccion de los cromatogramas HPLC de ambos péptidos.
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Figura 4. Estructura quimica de los péptidos utilizados en los experimentos de
estabilidad. A) Estructura quimica del péptido Ang-(1-9) con su secuencia de

aminoacidos abreviada. B) Estructura quimica retro-enantio con respectiva secuencia de
d-aminoécidos.

En la Figura 5A, se observa que la sefial mostrada en el tiempo 0 correspondié a una
alicuota obtenida inmediatamente después de mezclar la solucion del péptido con el
suero a 37 °C. La sefial correspondiente al péptido desapareciéo completamente a las 3
h. En la Figura 5B se observa que la sefial del péptido retro-enantio de Ang-(1-9) se
mantiene durante 48 h sin un cambio apreciable. Estos resultados dan cuenta de la
estabilidad del péptido retro-enantio. La Figura 5C muestra el cromatrograma de la

solucion de suero sin el péptido, como control para mostrar la ausencia de la sefial de los
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péptidos. Para poder realizar un andlisis mas objetivo de esta observacion, se
determinaron las areas bajo la curva correspondientes a la sefal obtenida en el
cromatograma en distintas repeticiones del mismo experimento (Figura 6), cuantificando
el porcentaje remanente de cada péptido comparado con el de su tiempo 0. En esta figura
se aprecia claramente la diferencia en cuanto a la cantidad remanente del péptido a
través del tiempo. Ang-(1-9) a las 3 h practicamente se encuentra en porcentajes menores
al 10 % remanente mientras que el RE-(1-9) mantiene porcentajes remanentes de péptido
alrededor del 70-80 % a las 48 h. Este resultado es un indicativo de que la metodologia
retro-enantio aumento la estabilidad del péptido en suero humano. Adicionalmente al
péptido retro-enantio, se genero un péptido analogo que contaba con aminoacidos retro-
enantio pero con un grupo terminal amida en vez de carboxilo. Tedricamente se esperaba
gue su estabilidad aumentaria pero tal vez con una reduccion de su bioactividad lo que

fue demostrado en experimentos de bioactividad ( ).
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Figura 5. Cromatogramas representativos Angiotensina-(1-9) y retro-enantio de
Angiotensina-(1-9). (A) Cromatograma del péptido Ang-(1-9) a tiempo 0y 3 h, B) Retro-
enantio-Ang-(1-9) a tiempo 0y 48 h y C) Cromatograma de suero procesado sin el péptido
como control.
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Figura 6. Porcentaje remanente de péptidos .Porcentajes remanentes de los péptidos
Ang-(1-9) y del péptido retro-enantio-Ang-(1-9) a diferentes tiempos, luego de su
incubacion en suero humano a 37 °C,To= tiempo inicial de medicion. Los valores
corresponden al promedio + SEM *p<0,05 vs Ty, n=4.
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6.2. Objetivo 2: Estudiar la actividad antihipertréfica del retro-enantio Ang-(1-9) en
cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata y si esta actividad depende

del AT2R.

Diversos estudios han documentado la bioactividad de angiotensina-(1-9), pero no hay
certeza de que su analogo retro-enantio tenga la misma actividad, ya que existe en la
literatura casos en el que los péptidos analogos con conformaciones retro-enantioméricas
han perdido su accion (Metzger 1982). A fin de evaluar su actividad biologica, se procedio
a investigar si este nuevo péptido mantenia in vitro la accion anti-hipertrofica del péptido
original Ang-(1-9). Para este fin, se realizaron experimentos en cultivos primarios de
cardiomiocitos de rata neonata, a los cuales se les incubd con los correspondientes
péptidos, previos a un estimulo hipertrofico con NE 10 yM por 24 h segun bibliografia
(Pennanen et al., 2012). Estos experimentos se realizaron a través de la técnicas western
blot con concentraciones de Re-(1-9) 1,10 y 100 pyM. Se determiné la expresion de los
marcadores de hipertrofia 3-MHC y ANP, observando que a las concentraciones de 10y
100 uM se encuentra una reduccion estadisticamente significativa de los niveles proteicos

de ambos marcadores de hipertrofia con respecto a NE (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de RE-(1-9) en distintas concentraciones sobre los niveles de B-
MHC y ANP. Las células se estimularon con NE (10 uM) 48 h, luego se obtuvieron los
extractos proteicos totales y mediante western blot se determinaron los niveles de las
proteinas B-MHC y ANP, como marcador de la hipertrofia y se utilizO como control de
carga tubulina. A) se muestra un western blot representativo para cada proteina. B) El
respectivo analisis densitométrico de cada marcador; Los valores corresponden al
promedio + SEM *p<0,05 vs control; # p<0,05 vs NE; n=3.

Dado que RE-(1-9) 10 yM previno el aumento de los marcadores de hipertrofia ANP vy
B-MHC inducida por NE en cardiomiocitos, se utilizé esta concentracion para realizar los

experimentos de microscopia, donde se midi6 el area y perimetro celular, marcadores
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fenotipicos de la hipertrofia cardiaca. La Figura 8 muestra que el RE-(1-9), previno el
aumento del area y perimetro celular inducidos por NE en cardiomiocitos, evidenciando
la actividad protectora del RE-(1-9); similares a los resultados observados anteriormente
con los marcadores de hipertrofia, que también se mantenian sin diferencias significativas

respecto al control, no asi con la condicién con NE.

39



/ \ Control

NE

+RE-(1-9)

0

1.5- 1.54 Kk
) kK

Area celular
(veces control)

0.5

Perimetro celular
(veces control)

0.0-= T

- - + + RE<{1-9) S RE-(1-9)
- + 5 + NE - + - + NE

+

Figura 8. Efecto del RE-Ang-(1-9) en los aumentos del area y perimetro de
cardiomiocitos estimulados con NE. Luego del tratamiento con NE (10 uM) por 48 h,
los cardiomiocitos se fijaron y permeabilizaron para ser incubados con la sonda faloidina-
rodamina (color rojo) y con Hbechst para visualizar los nucleos celulares. A) Imagenes
de microscopia de epifluorescencia para cuantificar su area y perimetro B) Graficos con
la cuantificacion de parametros indicativos de hipertrofia. NE = norepinefrina;
RE-(1-9) = retro-enantio Ang-(1-9). Los valores corresponden al promedio £+ SEM (n=4
experimentos independientes, al menos 50 células por n); ***p<0,0002 vs control.
# p<0,05 respecto a NE, ##p<0,0002 respecto de NE.
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6.3. Comparacion de actividad de Ang-(1-9) vs retro-enantio Ang-(1-9).

Ya comprobada la actividad anti-hipertréfica del RE-(1-9), otra interrogante a evaluar fue
si esta actividad era distinta a la de Ang-(1-9). Se selecciondé la concentracién de 10 uM
del péptido retro-enantio para comprobar si a esta concentracion ambos protegian del
estimulo hipertréfico NE por 48 h, tanto con los marcadores de hipertrofia -MHC y ANP
como con el area y perimetro celular. Los graficos de la Figura 9 muestran que no existen
diferencias significativas entre ambos péptidos en ninguno de los experimentos. La
concentracion de 10 uM del péptido retro-enantio de Ang-(1-9) tiene una actividad anti-
hipertrofica equiparable a la del péptido nativo, o que da cuenta de una potencia similar

de ambos compuestos.
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Figura 9. Comparacion Ang-(1-9) y RE-(1-9). A) Se muestra un western blot
representativo para cada proteina. B) El respectivo analisis densitométrico de cada
marcador; Los valores corresponden al promedio + SEM (n=3 experimentos
independientes); *p<0,05 vs su respectivo control, #p<0,05 vs NE y C) Imagenes de
microscopia de epifluorescencia para cuantificar su area y perimetro D) Graficos con la
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cuantificacion de parametros indicativos de hipertrofia; (n=4 experimentos
independientes); *p<0,05 vs control, *p<0,05, #p<0,001, **p< 0,0002 vs NE.

6.4. Evaluacion del papel del receptor AT2R y Mas en los efectos del retro-

enatibmero Ang-(1-9)

Siendo Ang I, el principal efector del SRA, que participa integramente en la regulaciéon
del tono vascular, la presion arterial y en el equilibrio electrolitico , efectos mediados por
AT1R, activando multiples cascadas de sefializaciéon que conducen a vasoconstriccion,
proliferacion, retencién de sodio y estrés oxidativo, hipertrofia, entre otros, procesos
involucrados en la patogénesis de las ECV y ya que la activacion de AT2R contrarresta
la mayoria de los efectos de AT1R, por ejemplo la hipertrofia cardiovascular se realizo el
estudio del papel del receptor AT2R en los efectos del retro-enantiomero Ang-(1-9)
.Nuestros estudios han mostrado que Ang-(1-9) actla a través del receptor AT2R, ya que
su accion era anulada al utilizar el bloqueador del receptor ATR2 PD123319, no asi
cuando se utiliza A779, el bloqueador del receptor Mas, otro de los receptores efectores

del SRA

Se investigod si la accion anti-hipertréfica del retro-enantio de angiotensina-(1-9) también
depende del AT2R. Para este fin se realizaron experimentos utilizando las mismas
condiciones anteriormente descritas, pero esta vez con los antagonistas PD123319 (4
MM) y A779 (10 uM) y de los receptores AT2 y MAS, respectivamente, incubados 1 h

antes de agregar el RE-(1-9). La Figura 10 muestra que la pre-incubacién con PD 123319
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bloqued el efecto anti-hipertréfico inducido por Ang-(1-9), evidenciado por un aumento de
los marcadores B-MHC y ANP (Figura 10B), asi como en el area y perimetro del
cardiomiocito (Figura 10C) y cuantificados en la Figura 10D. La Figura 11 muestra la
réplica del experimento anterior pero esta vez agregando el bloqueador del receptor Mas,
A779, observdndose que no modificd los efectos anti-hipertroficos del retro-enantio de
angiotensina-(1-9) respecto a los controles (Figuras 11A y C), indicando que este efecto

seria mediado por el AT2R.
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Figura 10. Participacion del ATR2 en la actividad antihipertréfica del retro-enantio

de Ang-(1-9). A) Western blot representativo para cada proteina. B) Respectivo andlisis
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densitométrico de cada marcador. Los valores corresponden al promedio + SEM *p<0,05
vs control; #p<0,05 vs NE n=3. . C) Imagenes representativas de microscopia de
epifluorescencia para cuantificar su area y perimetro celular. D) Gréficos con la
cuantificacion de parametros indicativos de hipertrofia. NE = norepinefrina; RE-(1-9) =
retro-enantio de angiotensina-(1-9). Los valores corresponden al promedio £+ SEM (n=4
experimentos independientes, al menos 50 células por n); *p<0,05 vs su respectivo

control. #¥p<0,0002 respecto a NE.
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Figura 11. Participacion del Receptor Mas en la actividad antihipertréfica del retro-
enantiomero de Ang-(1-9). A) Iméagenes representativas de microscopia de
epifluorescencia para cuantificar su area y perimetro celular. B) Graficos con la
cuantificacion de pardmetros indicativos de hipertrofia, NE = norepinefrina;
RE-(1-9) = retro-enantibmero de angiotensina-(1-9). Los valores corresponden al
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promedio + SEM (n=4 experimentos independientes, al menos 50 células por n); *p<0,05
vs control. #p<0,05 vs NE.

Aunque ya en su inicio desde los siglos XVIII y XIX la hipertrofia cardiaca fue catalogada
como fisioldgica, importantes clinicos y patélogos reconocian la asociacién entre
agrandamiento cardiaco y reduccion de la expectativa de vida, asi como la existencia de
diferentes patrones de hipertrofia, en lo que podria considerarse un proceso mal
adaptativo (Morales et al., 1999; Nakamura et al., 2018). Actualmente, se sabe que esta
accion inicialmente compensadora, se ve sobrepasada por el estrés biomecanico
(Morales et al., 1999), conduciendo a alteraciones en la estructura y funcién del
miocardio que derivan al establecimiento de insuficiencia cardiaca, una condicidon
patolégica. (Morales et al., 1999; Escudero et al., 2004). Es por esta razon que la
hipertrofia cardiaca se ha convertido en un potencial tema de estudio, para buscar nuevos

blancos que puedan ayudar al tratamiento de esta enfermedad.

En el SRA clasico Ang Il el componente activo central sefaliza principalmente a través
del AT1R (Clayton et al., 2015), relacionado activamente con la fisiopatologia de la
hipertrofia e insuficiencia cardiaca (Ocaranza et al., 2010; Clarke et al., 2013; Clayton
et al., 2015;). Actualmente se utiliza una gran variedad de medicamentos contra la
hipertension y otras ECV involucradas principalmente en intervencion del SRA , como los
inhibidores de la ECA (captopril, enalapril) y los antagonistas/bloqueadores del AT1R
(losartan, valsartan), y los antagonistas de renina (aliskiren, remikiren). Las respuestas

individuales y los perfiles de efectos secundarios son muy variables, y a menudo es
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necesario un régimen terapéutico mixto (Clayton et al., 2015). Esto es atribuible en gran
medida a la complejidad de SRA, el nivel de interferencia entre moléculas clave como
Ang Il, sus productos de escision asi como los distintas interacciones de los efectores en
ACE2, AT1R, AT2R y receptor Mas (Santos et al., 2003). Esta complejidad del sistema
ha expandido la vision clasica de SRA, con los péptidos Ang-(1-7) y Ang-(1-9), que
presentan una accion contrarreguladora de Ang Il (Clarke et al., 2013; Westermeier et
al., 2015; Passos-Silva et al., 2015). Es por esto que una gran variedad de estudios se
han llevado a cabo en la intervencion de la via no clasica del SRA y sus productos finales
activos (Ang-1-7, Ang-(1-9)), donde este ultimo péptido ha demostrado amplia diversidad
de efectos como vasodilatacion, anti-fibrotico, anti-inflamatorio, anti-proliferativo y anti-
hipertrofico, abriendo nuevas posibilidades de intervencion en las ECV (Flores-Mufioz et

al., 2011; Clarke et al., 2013; Passos-Silva et al., 2015; Westermeier et al., 2015)

A pesar de lo prometedor de las acciones anti-hipertroficas que tiene el péptido Ang-(1-9),
en general, la vida media en circulacion de los péptidos es baja debido a la degradacion
enzimatica, y también muestran una baja biodisponibilidad en tejidos y 6rganos, lo que
limitaria la utilidad de los péptidos (Adessi & Soto 2002), y consecuentemente, la del
péptido Ang-(1-9) como agente terapéutico. Para superar este inconveniente se han
reemplazando los péptidos estandar con pseudopéptidos o peptidomiméticos, que imitan

la secuencia o estructura del péptido natural.
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Modificacion retro-enantio de Ang-(1-9) como metodologia para aumentar su

estabilidad.

La degradacion proteolitica de los farmacos basados en péptidos a menudo se considera
como una debilidad importante, que limita las aplicaciones terapéuticas sistémicas
(Bottger et al.,, 2017). Es asi como en 1979, Goodman y Chorev propusieron la
modificacidn retro-enantio, que consiste en un péptido lineal con D-aminoacidos (Enantio
modificacién) montado en orden inverso (retro modificacion). Esta conformacion presenta
una orientacion lateral de las cadenas muy similar a la de la estructura original. Tal
enfoque peptidomimético aporta péptidos con una mayor estabilidad metabdlica, ya que
la mayoria de las proteasas naturales, no pueden escindir residuos de D-aminoacidos y
enlaces no peptidicos (Cardoso et al.,, 2017). Trabajos con péptidos retro-enantio
realizados por Li et al., han demostrado un aumento en su estabilidad en suero humano
en comparacion con el péptido L, que se degradé rapidamente con una pérdida completa
de integridad en 45 minutos, el péptido retro-enantio se mantuvo intacto al 100 % a las 2
horas y 80 % a las 24 horas (Li et al., 2015), trabajos realizados por Prades et al.,
también demostraron que la vida media de las versiones enantio y retro-enantio estaban

por encima de las 24 horas (Prades et al., 2015).

Trabajos in vivo con Ang-(1-9) han demostrado un efecto anti-hipertréfico, asi como la
reduccion del remodelado cardiovascular sin una modificacion del péptido Ang-(1-9); sin
embargo, estos experimentos se han realizado utilizando mini bombas osmaticas y no
con dosis Unicas, por lo que la concentracion de Ang-(1-9) se mantenia dentro de ciertos
niveles (Ocaranza et al., 2010; Ocaranza et al., 2014), por lo que no se puede asegurar

su efecto con una dosis Unica, ya que este seria degradado rapidamente.
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Los datos obtenidos en este trabajo se condicen con los antecedentes mostrados
anteriormente para otros péptidos retro-enantio (Li et al., 2015; Prades et al., 2015),
donde este muestra una disminucion significativa a las 3h y un remanente cercano al
80% a las 48 h mientras que el péptido L a los 10 min presenta una disminucion
significativa respecto a la inicial mientras que 1 y 3 h después, la cantidad de péptido
remanente en suero alcanzo el 40 y 10 %, respectivamente. Estos datos confirman la
hipotesis de que la modificacidn retro-enantio aumenta significativamente la estabilidad
in vitro en suero humano de Ang-(1-9). Ademas, se evalud la estabilidad de otro
péptidomimeético, el retro-enantio de Ang-(1-9) con un grupo terminal amida en vez de
COOH. Los resultados mostraron que este péptido también presentd un porcentaje
remanente mayor del péptido que Ang-(1-9) y parecido al
péptido RE-(1-9). Por otro lado, los resultados de estabilidad in vitro no se pueden
extrapolar a un modelo in vivo 0 a otras matrices celulares (sangre, plasma), ya que en
estos modelos existen procesos farmacocinéticos como la distribucion y acumulacion de
farmacos, parametros que no son medidos en los modelos in vitro; sin embargo, da un
indicio de que la modificacion retro-enantio es una herramienta util en el aumento de

estabilidad de péptidos.

Bioactividad del péptido retro-enantio de Ang-(1-9)

Tal como se mencion6d previamente, diversos estudios han establecido un papel
antihipertréfico de Ang- (1-9) en la rama no canonica del SRA, entre los que se incluyen
trabajos in vitro (Flores-Mufioz et al., 2011) e in vivo (Ocaranza et al., 2010), utilizando
cardiomiocitos de rata neonata o el modelo de infarto de miocardio. Si bien en este

trabajo se demostré que hay una mayor estabilidad del retro-enantio en suero humano,
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no existen evidencias de que el péptido retro-enantio de Ang-(1-9) mantenga la misma
actividad anti-hipertrofica del péptido nativo. Esto debido a que la metodologia utilizada
para la sintesis del retro-enantio puede generar diferentes efectos a nivel estructural, los
gue podrian afectar su bioactividad. Por ejemplo, esta estrategia de sintesis genera un
peptido isémero retro-inverso del péptido L, el cual pese a tener una topologia de cadena
lateral similar, presenta diferencias inherentes a nivel de estructura secundaria y terciaria
(Chon li et al., 2010). Ademas, genera enlaces peptidicos invertidos respecto al péptido
nativo, lo que podria afectar la unién de este péptido con su receptor, o que se veria

evidenciado en un defecto en su bioactividad. (Fischer et al., 2003).

Otra limitante que podria afectar su bioactividad es la presencia de prolina en la cadena
aminoacidica de la Ang-(1-9), aminoacido considerado incompatible con esta
metodologia retro-enantio, debido a que su cadena lateral se encuentra unida con la
cadena central, por lo que al transformar este aminoacido a uno retro-enantio la cadena
lateral no queda exactamente en la misma disposicion, como si ocurre con las otras
cadenas laterales, afectando o incluso anulando su bioactividad (Fischer et al., 2003).
Un buen ejemplo de un retro-enantiomero compuesto por prolina es la antamanida, un
antagonista de la faloidina (un veneno del hongo Amanita phalloides), un
ciclodecapéptido que contiene cuatro residuos Pro, donde sin embargo el analogo retro-
enantioTyr6-antamanida no mostré una actividad in vivo disminuida (Fischer et al.,

2003).

Nuestros resultados mostraron que el péptido RE-(1-9) mantuvo la actividad anti-
hipertréfica del péptido nativo Ang-(1-9), lo que indicaria que la estrategia retro-enantio

no afectd su bioactividad. Esto junto con la estabilidad son resultados prometedores para
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la utilizacion de este péptido en el tratamiento de ECV, donde el siguiente paso seria

comprobar esta estabilidad y actividad en modelos in vivo.

Evaluacion de la participacion de AT2R y Mas en la accion del retro-enantio

Ang-(1-9)

Como se mencion6 anteriormente, el SRA es un sistema mas complejo de lo que
originalmente se pensaba, teniendo en su via candnica dos péptidos como principales
efectores Ang-(1-9) y Ang-(1-7). Este ultimo péptido se puede generar a partir de
Ang-(1-9), por la accion de endopeptidasa neutra y ECA, y actuar a través del receptor
Mas para regular la vasodilatacion, funcion endotelial, hipertrofia y fibrosis cardiaca
(Fyhrquist & Saijonmaa 2008). En experimentos previos realizados con Ang-(1-9) se
utilizo el bloqueador A779 para corroborar que sus efectos anti-hipertréficos eran por su
directa accion y no a través de su conversion a Ang-(1-7) (Ocaranza et al., 2010;
Flores-Muiioz et al., 2011). También se utiliz6 en esos estudios al bloqueador del
receptor AT2 PD123319 con los mismos objetivos. Asi se mostré que al bloquear el
receptor AT2R, los efectos de Ang-(1-9) desaparecieron y se concluyé que son mediados
por activacion de AT2R (Flores-Mufioz et al., 2011; Ocaranza et al., 2014; Moya et al.,
2015). Los resultados mostraron que la accién anti-hipertréfica del RE-(1-9) se perdio al
utilizar el bloqueador PD123319, siendo indicativo de que su actividad es mediada por el
receptor AT2, lo que explicaria su accion anti-hipertrofica asociada con este receptor
(Clarke et al., 2013) y tampoco a través del receptor Mas. Estudios realizados por Clayton
et al., sugieren que la selectividad y unién a AT1R como AT2R puede ser controlada tanto

por las propiedades fisicogquimicas de aminoacidos especificos en Ang Il y también la
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manipulacion de la propiedades conformacionales del péptido (Clayton et al., 2015),
demostrando ademas que AT2R es menos dependiente de la estructura secundariay / o
presentacion de la cadena lateral de aminoacidos en comparacion con la unién de AT1R
(Clayton et al., 2015), lo que también es un dato importante al momento de utilizar
peptidomiméticos en este receptor, por lo que una proyeccion importante a revisar es Si
la conformacion del RE-(1-9) difiere del péptido nativo y por ende pudiera afectar su unién
al receptor. Esto ultimo también seria interesante conocer, ya que con esta informacion
se pueden realizar otro tipo de modificaciones en las estructura del péptido con mayor

bioactividad, con el fin de darle una utilidad clinica.

Los resultados mostraron que el péptido mimético utilizado interacciona con AT2R a
similitud que Ang-(1-9) e imita su accién anti-hipertréfica, aumentando su estabilidad, por

lo que futuras proyecciones son:

- Analizar en detalle la unién tanto de Ang-(1-9) como del RE-(1-9) al receptor
AT2, con el fin de conocer y favorecer la activacion de este receptor y sus
efectos benéficos en las ECV

- Comprobar si la estabilidad y bioactividad demostradas in vitro se extrapolan a
modelos in vivo.

- Evaluar las vias de sefializacién intracelular gatilladas por la interaccion del

péptido retro-enantio con el receptor ATR2
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La estrategia retro-enantio permiti6 generar un péptido retro-enantiomero
Ang-(1-9) resistente a la degradacion en suero humano, confiriendo una mayor
estabilidad in vitro que Ang-(1-9).

El retro-enantio-Ang-(1-9) previene la hipertrofia inducida por norepinefrina, en
concentraciones micromolares, en cardiomiocitos de rata neonata, evidenciada
por una disminucion en los marcadores de hipertrofia ANP y B-MHC asi como en
el area y perimetro celular.

El retro-enantio-Ang-(1-9) presenta una potencia similar al péptido nativo Ang-(1-
9), en una concentracion de 10 uM. No se observaron diferencias significativas
entre ellos en los marcadores de hipertrofia, asi como en el area y perimetro
celular.

El efecto de retro-enantio-Ang-(1-9) es mediado por la activacion del receptor AT2,
pues al antagonizarlo se bloquea su efecto anti-hipertréfico, pero es independiente
de la activacion del receptor Mas, ya que el bloqueo con A779 no afecto la accién

anti-hipertréfica del RE-(1-9).
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Figura suplementaria 1. Cromatograma del espectro de masas, detector PDA.
A) Angiotensina-(1-9). B) Retro-enantio Angiotensina-(1-9).
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Figura suplementaria 2. A) Estabilidad del péptido retro-enantio terminado en CONH

(n=3) B) EI respectivo andlisis densitométrico de cada marcador;

Los valores

corresponden al promedio £+ SEM (n=3 experimentos independientes); *p<0,05 vs su

respectivo control, #p<0,005 vs NE.
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