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Nacido hace muchos afios, Sebastian fue un nifio estudioso y ordenado. Criado
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1. RESUMEN

Las células satélites del misculo esquelético son células caracterizadas por auto-
renovarse y diferenciarse en precursores musculares; regulan la homeostasis y
participan activamente en el proceso de regeneracién del musculo en respuesta a
distintos tipos de dafio. Estas células tienen marcadores moleculares distintivos como
Pax-7 y MyoD cuya expresion relativa permite establecer el estado de avance en la
progresién miogénica. Por ello, cuando su funcién se ve afectada negativamente, se

desarrolla atrofia muscular, fibrosis y disminucién de la capacidad contractil,

La atrofia muscular es la pérdida de masa y fuerza muscular producto de varios
mecanismos donde destaca el desbalance en el metabolismo proteico. El sistema renina
angiotensina (RAS) es un importante regulador de la masa y funcion muscular.
Angiotensina Il (Ang-11) es el principal péptido de la via clasica de RAS y uno de los mas
importantes agentes que induce y mantiene la atrofia muscular. Ademas, Ang-ll inhibe
ia proliferacién de células satélite y la regeneracién muscular. En contraparte,
angiofensina 1-7 (Ang-(1-7)), péptido de la via alternativa de RAS, tiene efectos opuestos
a Ang-ll y pudiendo prevenir la atrofia muscular dependiente o independiente de Ang-II,
recuperando el tamafio de fibras musculares, mejorando la fuerza y disminuyendo la
degradacién de proteinas musculares. Dichos efectos estarfan mediados por la
activacion del receptor de Ang-(1-7), Mas; sin embargo, los mecanismos involucrados
permanecen poco claros. Respecto a lo anterior, no se han descrito efectos de Ang-(1-

7) sobre células satélites, por lo que, en este seminario de titulo, se evalué el efecto de

Xiv




Ang-(1-7) directamente sobre células satélite aisladas de raton adulto (mioblastos),

analizando cambios en su activacién, proliferacién y diferenciacion.

Los resultados de este trabajo sugieren que células satélites asociadas 2
miofibras tratadas con Ang-(1-7), aumenté la poblacién de células satélites activadas,
determinado por el incremento de las poblaciones celulares Pax7+/MyoD+ y Pax7-
/MyoD+. Ademds, se encontrd que la poblacién de células marcadas solo con MyoD
aumenta cerca del doble en respuesta a Ang-(1-7), lo que implica un mayor compromiso

hacia la diferenciacién miogénica, correlacionando con el aumento de la fusion celular.

Por ofra parte, Ang-(1-7) incrementd el nimerc de mioblastos en cultivos
primarios en proliferacion, asf como también estimulé su diferenciacién determinado por

un incremento en la fusién de mioblastos.

En su conjunto, los resultades obtenidos indican que Ang-(1-7) puede regutar
directamente las CS en distintos aspectos de su funcién, favoreciendo un aumento de

su activacion, proliferacion y diferenciacion.
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1. ABSTRACT

Skeletal muscle satellite cells (SC) are auto-renewal that repair the partially or
completely damaged fiber and are differentiated from muscular precursor cells. SCs are
vital to homeostasis and they contribute to muscular regeneration after several types of
injuries have incurred. These cells possess molecular markers such as Pax-7 and MyoD
which enable to identify their myogenic progression. When the function Is disrupted,
muscular atrophy, fibrosis and diminishment of contractile capacity of the muscle can be

observed.

Muscular atrophy refers to the loss of muscular force and mass under multiple
mechanisms where the deregulation of proteins metabolism forms the principal part of it.
Angiotensin Il (Ang-ll) is the principal agent from Renin-Angiotensin System (RAS) that
is an important regulator of mass and muscular function. It has been described as one of
the principal agents that induces and maintains muscular atrophy. in addition, Ang-ll

inhibits proliferation of SC and muscular regeneration.

On the other hand, angiotensin 1-7 (Ang-(1-7)), a peptide from alternative RAS,
prevents muscular atrophy with or without being dependent on Ang-Il by recovering the
size of myofibers, improving the muscular force and diminishing the muscular proteins
degradation. These effects could be mediated by activation of Ang-(1-7) receptor (MasR).
However, the mechanisms involved still remain unclear since it has no direct relationship

with SC. Therefore, this paper aims to prove the direct effect of Ang-(1-7) on satellite cells




which are isolated from adult mouse (myocblast) and evaluates different cellular

parameters such as activation, proliferation and differentiation.

The results in this work show that the incubated Ang-(1-7) with SC attached to
myofibers increments the cell population of Pax7+/MyoD+ and Pax7-/MyoD+. It is also
found that the cell population of Pax7-/MyoD+ almost doubled, thereby having myoblast
committed to the myogenic differentiation, which, in turn, correlates to increase of cell

fusion.

Moreover, Ang-(1-7) increased the number of myoblast through primary culture
under proliferation condition and differentiation condition, thus promoting their

differentiation by fusion increment of myoblast culture.

The conciusion in this work. suggest that Ang-(1-7) can directly regulate the
function of satellite cells on different levels of their function, stimulating an increase of

their activation, proliferation and differentiation.
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2. INTRODUCCION
2.1 Misculo esquelético y Células Satélite

El musculo esquelético constituye cerca de un 50% de la masa del cuerpo humano
adulto, posee capacidad contractii y mantiene la unién articulacién-hueso a través de
tendones, teniendo como principales funciones fisiolégicas el movimiento y soporte del
cuerpo, mantencién de la temperatura corporal, ademés de albergar una porcién
significativa de la actividad metabélica (Biressi and Asakura, 2012). Es un tejido formado
por células multinucleadas alargadas, denominadas miofibras, estructuradas desde el
desarrollo embrionario como consecuencia de la proliferacion, crecimiento y fusién de
precursores miogénicos (Biressi and Asakura, 2012; Bonaldo and Sandri, 2013; Yin et al.,

2013).

Una poblacion de los precursores miogénicos se mantiene indiferenciado durante 1a
etapa adulta, siendo denominadas células satélites (CS) debido a su ubicacidn intimamente
asociadas entre el sarcolema y la lamina basal de la miofibra. En términos morfolégicos, se
ha descrito que poseen un nicleo con abundante heterocromatina, rodeado de una delgada
porcién de citoplasma con pocas mitocondtias, pequefio reticulo endoplasmico rugoso
(RER) y aparato de Golgi no desarrollado lo cual correlaciona con una baja actividad celular

general (Scharner and Zammit, 2011).

En cuanto a su funcién, las CS han sido caracterizadas como progenitores
musculares quiescentes, es decir en reposo proliferativo o Go (Schultz et al., 1978), con
rasgos de celulas madres aduitas (Sacco et al., 2008); ademés participan en la mantencién
del musculo adulto (Keefe et al., 2015) y son el motor de ia capacidad regenerativa de este,
puesto que pueden formar nuevas miofibras luego de una lesién (Kang Jong-Sun, 2011;

Kuang et al., 2008; Schamner and Zammit, 2011).




Diversos estudios, han permitido conocer como se regula la especificacion de las
CS desde etapas embrionarias hasta la adultez (Rudnicki and Jaenisch, 1995; Olguin and
Olwin, 2004; Zammit et al., 2004; Olguin and Olwin, 2012). Se ha demostrado que la
poblacién de CS va disminuyendo, pasando desde un 30 a 25 % de los nicleos totales del
musculo en ratas perinatales, hasta un 10 % de éstos luego de 28 dias del nacimiento y
finalmente terminando en un 5% en la rata y ratén adulto de unos 4 meses (Allbrook et al.,

1971; Venable, 1966).

Cuando las CS han sido cultivadas in vifro o se evalia su progresién en Ia
regeneracion muscular in vivo, estas adoptan diversos destinos, indicando una alta
heterogeneidad dentro de ésta poblacion celular. Las CS que permanecen guiescentes, se
caracterizan por presentar altos niveles del factor de transcripcién Pax7, que impide su
diferenciacién. Este factor de transcripcién es usado como marcador canénico de éstas
celulas (Seale, 2000) y se conoce que inhibe la expresion/funcién de FRM ({Factores
Reguladores Miogénicos) (Zammit et al., 2004), como MyoD, Myf5, FRM4, gue son
factores de transcripcién que inducen la adquisicién del compromiso con el linaje miogénico

y posterior diferenciacion.

Se ha descrito que un estimulo externo del microambiente disminuye los niveles
proteicos de Pax7, permitiendo la activacién de las CS (Olguin et al., 2007). En esta etapa,
las CS activadas co-expresan Pax7 y MyoD por lo que las células estan proliferativamente
activas (Zhang et al., 2010) (figura 1A). En este punto, la poblacion de CS en proliferacién
se denominan mioblastos adultos y estan en una fase de amplificacién transitoria necesaria

para la formacién de nuevas miofibras (Zhang et al., 2010).




Los mioblastos que estan proliferando, comienzan el proceso de diferenciacién al
expresar el factor de transcripcion miogenina que ademas es necesario para la fusion de
los precursores musculares entre ellos y con las fibras pre-existentes (Wang and Rudnicki,

2012) (figura 1B).
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Figura 1. Modelo de auto-renovacién de Células Satélite y progresion de niveles proteicos de los factores
reguladores miogénicos en el tiempo. En A se muestra como una CS se activa (células mosaico verde/rojo)
y da origen a mionucleos diferenciados que forman una miofibra muscular cuando mantienen altos niveles de
MyoD y pierden expresion de Pax7 (células verdes). Por ofra parte, dentro de éste grupo de células, también
hay unas que pierden la expresion de MyoD (células rojas), manteniendo altos niveles de Pax7 en lo gue se
denomina auto-renovacion. En B, se describe como varian los niveles proteicos (eje y) de Pax7, MyoD y
Miogenina en el tiempo (eje x). Figura 1A modificada desde Zammit et al., 2004 y Figura 1B, modificada desde
Olguin et al., 2007.

Las CS o células madre del musculo esquelético, tienen el potencial de reparar el
musculo dafiado (potencial miogénico), tanto por dafio agudo como por enfermedades
crénicas (Mourikis and Relaix, 2016). En respuesta al dafio, las CS se activan, proliferan y
auto-renuevan para reparar el tejido muscular y mantener una poblacion de CS basales

(Yin et al., 2013).




Cuando ha ocurrido un dafio en el musculo, como por ejemplo un desgarro (Wernig
et al., 1990), las CS son activadas producto de sefiales microambientales provenientes de
la zona dafiada. Estas sefiales incluyen quimioquinas, citoquinas y factores tréficos
provenientes de células del sistema inmune (Paulsen et al., 2010) tales como TNF-a (factor
de necrosis tumoral alfa), IGF-1 (factor de crecimiento insulinico 1), IL-8, IL-10 {interleucina
6y 10) y NO (éxido nitrico) que participan durante el proceso regenerativo. Por lo tanto, las
celulas del sistema inmune dan lugar a funciones que van desde la remocitn de restos
celulares, remodelacion de la matriz extracelular, hasta la estimulacion de la activacion y
fusion de las CS (Lee et al., 1994) por lo que son fundamentales para alcanzar una

respuesta regenerativa eficiente (Rigamonti et al., 2013).

Sin embargo, esta capacidad de reparar el tejido luego de un dafio, puede verse
afectada por ejemplo durante el envejecimiento, puesto que ias CS pierden su potencial
miogenico, lo que redunda en que se ve afectada su funcién (Brack et al., 2007) y ademas

se pierde masa muscular, es decir, ocurre atrofia muscular. (He et al., 2013).
2.2 Atrofia Muscular y su relacién con células satélite

La afrofia muscular esquelética es caracterizada clinicamente por debilidad
generalizada y disminucion en la capacidad de producir fuerza debido al decrecimiento de
la masa muscular, como consecuencia de la activacion de los sistemas catabolicos que
desencadenan la degradacién de proteinas contractiles, organelos y citoplasma de las
células musculares (Allen et al., 1997; Bonaldo and Sandri, 2013).

Uno de los principales mecanismos catabolicos involucrados es el ubiquitina-
proteasoma, (Morales et al., 2015) en que los genes atrogina1/MAFbx y MuRF1, aumentan
su expresion. Ambos genes codifican para ubiquitina-ligasas (E3 ligasas), que son enzimas
responsables de oforgar la especificidad de sustrato para la ubiquitinacion y posterior

degradacién de la proteina blanco (Bodine et al., 2001).




La atrofia muscular aparece manifestada en condiciones como el desuso de un
grupo muscular, denervacién del musculo, quemaduras, fallo cardiaco, SIDA, sepsis,
caquexia asociado a cancer, entre otras y genera grave perjuicio para el organismo,
pudiendo llegar a favorecer la muerte del paciente (Bonaldo and Sandri, 2013). Las CS
parecen tener un rol muy importante en atrofia muscular puesto que en ratones aduitos con
mutacion nula para pax7 se observé una notable disminucién de la proliferacion e
incremento de apoptosis, reduccién de los niveles de expresion de MyoD y una pérdida en
la capacidad normal de diferenciacion, que se evidencié en disminucién del diametro e
indice de fusion de miotubos, lo que resulté en una severa atrofia muscular (von Maltzahn

etal., 2013)

Existen variados modelos de estudio de la atrofia muscular, entre ellos el modelo de
atrofia por desuso. En ratones envejecidos (25 meses de edad) los cuales pierden
movilidad, se demostrd que las CS pierden su potencial proliferativo incluso después de
que los ratones recuperasen su movilidad durante nueve semanas (Chakravarthy et al.,
2000). En el mismo modelo, se mostré una disminucién de la poblacién de CS y también
decrecié la activacion y diferenciacion, caracterizada por la disminucién en la expresion de
MyoD y miogenina/desmina respectivamente (Mitchell et al., 2004). Ademas, las CS
remanentes post estimulo atréfico, al ser aisladas y cultivadas in vifro, disminuyeron su
proliferacién y diferenciacién a miotubos, lo que implica una disminucién en su capacidad o
potencial miogénico, (Mitchell et al., 2004; von Maltzahn et al., 2013).

En un modelo de atrofia muscular por denervacion, el ntiimero de CS quiescentes
disminuye significativamente (Viguie et al., 1997), por lo que las nuevas fibras musculares
que se forman en el espacio intersticial de las fibras existentes, son mas pequerias lo que
implica una deficiencia en la capacidad regenerativa del musculo afectado (Viguie et al.,

1997; He et al., 2013).




En cuanto a la induccién de atrofia por medio de sepsis, se demostré que LPS
(Lipopolisacarido, polimero formado de &cidos grasos y sacaridos de bacterias gram
negativas, que induce respuesta inmune en un huésped), no solo aumenté ia expresitn de
dos marcadores tipicos de atrofia como atrogina-1 y MuRF-1, (Dehoux et al., 2003), sino
que ademas afecté la expresion de pax7 y myoD en las CS in vitro, lo cual sugiere que
puede contribuir a ia progresion de la atrofia muscular debido a que afecta negativamente

la activacion y/o diferenciacion de las CS (Sidique, 2013).

En otros casos de afrofia muscular generada en respuesta a enfermedades crénicas
(caquexia) como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), se han cultivado CS
provenientes de tejidos de pacientes con esta enfermedad y se demostré un incremento del
estrés oxidativo y una disminucién del diametro de miotubos cultivados, por lo que se ha

considerado que esas CS tienen un potencial miogénico disminuido (Pomiés et al., 2015).

En caquexia asociada a cancer, se ha descrito que factores del suero de pacientes
caquexicos provoca una desregulacion en los niveles de Pax7 en las CS, lo que finalmente
desencadena una deficiencia en el potencial miogénico, afectando en particular el proceso
de diferenciacion y fusién miogénica (Tuca Rodriguez et al., 2010). Es mas, con solo
desregular la funcién de las CS, sobre-expresando los niveles de Pax7, es suficiente para

generar atrofia (He et al., 2014).




2.3 Sistema renina-angiotensina y atrofia muscular

Existen varios factores difusibles que gatillan y/o estimulan la pérdida de proteinas
musculares. Uno de ellos es Ang-ll que forma parte del sistema renina-angiotensina,
caracterizada por dos ejes que generan péptidos con diferentes actividades biolégicas
(figura 2). La activacion del eje clésico a través del receptor AT1R, promueve
vasoconstriccion mediante la secrecion de la hormona aldosterona induciendo la
contraccion de la musculatura lisa asociada a vasos sanguineos (Kalupahana and
Moustaid-Moussa, 2012). En este gje, la enzima proteolitica renina es sintetizada en células
de rifion y liberada en respuesta a cambios en el nivel de la presién arterial sistémica.
Renina actla sobre el angiotensinégeno proveniente del higado, escindiéndolo y

produciendo Ang-l (Du et al., 2004; Chappell et al., 2014).
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Figura 2. Sistema Renina-Angiotensina. Esquema que muestra como son formados los péptidos ANG-I|
y Ang-(1-7). ECA/ECA2: enzima convertidora de angiotensina. NEP: Endopeptidasa neutra. Modificado de
(Fyhrquist and Saijonmaa, 2008; Corréa et al., 2015).

Ang-l, es convertida en Ang-Il por la enzima convertidora de angiotensina. Ang-
Il actiia como ligando de los receptores AT1R y AT2R, ambas glicoproteinas con siete
segmentos transmembrana altamente expresados en CS (Yoshida et al., 2013, 2014).

Ang-ll es el mayor regulador del balance de sodio y fluidos, mediante su receptor
AT1R, controlando la sed, liberacién de vasopresina y aldosterona. Por otra parte, se ha
descrito que puede causar liberacion de radicales libres y estar involucrado en una
respuesta inflamatoria en el envejecimiento. Ademas, mediante un segundo receptor,
AT2R, se ha mostrado que estimula vasodilatacién, liberacion de NO e inhibicién del
crecimiento celular (Fyhrquist and Saijonmaa, 2008).

Existe evidencia de que Ang-I| gatilla atrofia muscular en distintas condiciones,

como por ejemplo en el desarrollo de cancer-caquexia (Sanders et al., 2005) y




presumiblemente también en sepsis (Doerschug et al., 2010), dado un aumento de la
actividad de renina y por ende en los niveles de Ang-1l, lo que contribuye a un incremento
del estrés oxidativo (Doerschug et al., 2010) y de Ia disfuncién endotelial (Lund et al.,
2007). En musculo, el incremento de Ang-ll induce Ia expresién de marcadores atréficos
atrogina-1y MuRF1 (Wray et al., 2003) y una reduccion de la sefializacion IGF-1, lo que
lleva a una degradacion excesiva de proteinas (Brink et al., 1996). Adicionalmente, Ang-
Il estarla involucrada directamente en la inhibicién de la sintesis de proteinas en
miotubos (Russell et al., 20086).

Infusiones de Ang-ll en ratones, a través de mini bombas osméticas, indujeron
perdida del apetito, disminucién de masa muscular y peso; lo cual se correlaciona con la
disrupcién de la sefializacion de IGF-1 (Factor de crecimiento tipo insulinico-1), aumento
de la degradacién de proteinas y apoptosis mionuclear (Brink et al., 2001; Guo et al.,
2012; Meneses et al., 2014). Ademas, se ha mostrado que se incrementa la expresion
de los marcadores genéticos afréficos, sumado a una baja del digmetro de fibras
musculares, pérdida de la fuerza muscular y disminucién de la proteina e-MHC en
musculo gastrocnemio (Cisternas et al., 2015).

Por otra parte, se conoce que los efectos atréficos de Ang-Il en el musculo
esquelético son indirectos, mediados por moléculas como citoquinas y glucocorticoides
(Zhang et al., 2009), lo cual es consistente ya que las fibras musculares adultas expresan
poco o nada receptores para Ang-ll (Zhang et al., 2009; Yoshida et al., 2013). Sin
embargo, recientemente se ha mostrado que Ang-] actia directamente en el masculo
esqueletico via las CS, las cuales expresan altos niveles de AT1R y ademas, puede
inhibir su proliferacién (Yoshida et al., 2013). Conjuntamente, ratones a los que se les
suministré una infusién de Ang-lt, que desencadena atrofia muscular (Rezk et al., 2012),

al inyectarlos intramuscular con cardiotoxina, presentaron una disminucién en la




regeneracion muscular, apreciandose una menor cantidad de miontcleos centrales
(marcador histolégico de regeneracion muscular) y un menor didmetro de las fibras

regenerantes (Yoshida et al., 2013). Esto tendria dos posibles explicaciones:

a) El efecto de Ang-ll a nivel muscular aumenta los niveles de Nox que producen
especies reactivas de oxigeno (Pendergrass ef al., 2009; Cabello-Verrugio et al., 2011;
Morales et al., 2012, 2014) y activan la produccién de TGF-B (Factor de crecimiento
transformante beta, que regula distintas funciones celulares ), el cual posee un efecto
pro-fibrotico y aumenta el contenido de proteinas extracelulares inhibiendo la

diferenciacién de mioblastos (Mendias et al., 2012; Droguett et al., 2010).

b) El rol de CS directamente en atrofia muscular ha sido poco caracterizado, sin
embargo, se conoce que disminuye el nimero de CS post-estimulo atréfico (Brack et al.,
2005) y que una atrofia prolongada y/o mas severa acent(a la reduccion de estas células
(Verdijk et al., 2012). Ademas, en un modelo de enfermedad crénica de rifién, que
produce atrofia muscular, la funcién de ias CS se ve alterada (Zhang et al., 2010b). Por
otra parte, como ya se indicé, cuando se induce atrofia con Ang-ll mediante AT1R, ocurre
una deplecion del reservorio de CS y posterior inhibicién de la proliferacion de la
poblacién remanente de éstas. (Yoshida et al., 2013). Finalmente, condiciéndose con lo
anterior, cabe mencionar que bajo condiciones de atrofia, estimular la activacién y

proliferacion de CS puede revertir la atrofia muscular (Hauerslev et al., 2014).

De forma paralela a la produccién de Ang-ll, se encuentra el eje alternativo en
que se produce Ang-(1-7) mediada por la actividlad ACE-2 (angiotensin converter

enzyme 2) que escinde a la Ang-ll, formando Ang-(1-7).
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Ang-(1-7) -de menor vida media que Ang-i! y sin efectos téxicos en humanos-
(Yamada et al., 1998; Rodgers et al., 2006) sirve como ligando del receptor de
tfransmembrana Mas, gatillando respuestas opuestas a Ang Il como vasodilatacion,
efectos anti-fibréticos y anti-apoptéticos (Fyhrquist and Saijonmaa, 2008; Mufioz et al.,
2010; Passos-Silva et al., 2013; Meneses et al., 2014).

Respecto a sus acciones en misculo esquelético, se ha descrito que atenta la
formacién de especies reactivas de oxigeno (Gwathmey et al.,, 2010), lo cual es
consistente con trabajos que han demostrado que Ang-(1-7) baja la expresion de TGF-
B inducida por Ang-1l en misculo esquelético (Morales et al., 2014). Sumado a esto, Ang-
(1-7) se ha postulado como protector crénico de dafios tisulares en misculo esquelético,
restaurando tanto la arquitectura tisular como Ia fuerza muscular en ratones mdx (modelo
murino de distrofia de Duchenne) (Acuiia et al., 2014). En este modelo, la carencia de
distrofina -proteina que conecta el citoesqueleto de las fibras musculares y que las
protege contra dafios mecanicos- se correlaciona con la degeneracién progresiva de los
musculos y la formacién de tejido conectivo fibrético (Klingler et al., 2012).

Adicionalmente, se ha descrito que el receptor Mas se expresa en mtisculos
gastrocnemio y tibialis anterior (Morales et al., 2015) y que el aumento de su expresion
previene el incremento de pardmetros atrdficos como la activacion del sistema
proteasémico, la disminucién del didmetro de fibras y la cantidad de proteina MHC
(Cisternas et al., 2015).

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriores, es posible plantear que Ang-(1-
7) puede influenciar directamente la funcién de las CS, favoreciendo su capacidad

proliferativa y/o de diferenciacion (Cisternas et al., 2015).
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Hipotesis

Angiotensina 1-7 potencia la capacidad miogénica (activacién, proliferacién y

diferenciacion) de células satélites activadas.

Objetivos

Obietivo General

Caracterizar el efecto de Angiotensina 1-7 sobre la activacion, proliferacién y

diferenciacion de células satélites.

Objetivos Especificos

a) Evaluar el efecto de angiotensina (1-7) sobre la activacién cultivos de células

satélites asociadas a miofibras de musculo de ratén adulto.

b) Evaluar el efecto de angiotensina 1-7 sobre la proliferacién y diferenciacion
de células satélites aisladas.
c) Evaluacién de curvas de dosis y tiempo de incubacién en proliferacion y

diferenciacién respectivamente.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 Células

3.1.1 Linea celular C2C12

Células obtenidas desde mioblastos de ratén adulto (ATCC CRL-1772) (Yaffe
and Saxel, 1977) fueron cultivadas en condiciones de crecimiento, DMEM (GIBCO®),
penicilina/estreptomicina 1% v/v, suero fetal bovino (SFB) al 10% y mantenidas en
atmésfera controlada a 37°C y 5% CO.. Una vez las células alcanzaron el 70% de
confluencia, se uso6 Tripsina-EDTA 0,05% para despegarlas de la placa y realizar un
pasaje. Para diferenciar las células, éstas primero debieron alcanzar un 70-80% de
confluencia en la placa de cultivo y fueron lavadas con medio salino PBS (pH 7,4) y
luego cultivadas en condicion de diferenciacion, DMEM (GIBCO®)

penicilina/estreptomicina 1% v/v y suero de caballo (SC) al 5% (Olguin and Olwin, 2004).

3.1.2 Cultivo Primario de Mioblastos Adultos de ratén

La obtencion de mioblastos primarios se realizé por medio del sacrificio de
ratones C57BL/6 (2-6 meses de edad). Primero, se anestesiaron con isofluorano al 3%
en una camara especialmente disefiada y posteriormente se sacrificaron con el método
de dislocaciéon cervical. Alternativamente, los ratones pudieron ser sacrificados
directamente sometiéndolos a un 5% de isofluorano. Este procedimiento cuenta con el
permiso del comité bioético de la Pontifica Universidad Catolica de Chile y se encuentra
enmarcado en los proyectos Fondecyt 1130631, Fondecyt 1120380 y AFM 16670. Una

vez el animal fue sacrificado, se disectaron sus dos patas traseras y se obtuvieron
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variados misculos como cuadriceps, extensor digital largo (EDL), tibialis anterior (T A),
Gastrocnemio (GN), cuidando de remover la mayor parte del tejido adiposo y ia fascia

que recubre los musculos (figura 3).

Una vez removidos los misculos, se dejaron en medio F12C (F12, 0,2M CaCly)
para su mantencion y lavado. Luego, los musculos fueron cortados, triturados y
homogenizados para posteriormente ser incubados en colagenasa tipo Il (Worthington
265 U/mg) por al menos 45 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, el homogenizado se
filiré y luego sembré durante 2 a 3 horas en placas plasticas con medio F12-C
suplementado con SC al 15% para descartar otros tipos celulares como fibroblastos,
debido a la adherencia diferencial entre éstos y los mioblastos. Finalmente, el
sobrenadante de la placa fue traspasado a una placa con gelatina al 0,66% preparada
previamente en la cual los mioblastos si se adhieren. Al dia siguiente el sobrenadante
se traspasd a una nueva piaca para expandir el cultivo. Pasados 2 dias de proliferacion,
se sembraron todas las células obtenidas o una fraccidn de acuerdo a la confluencia que

se desee obtener.
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Figura 3. Esquema cultivo primario mioblastos aislados y asociados a miofibras.
Primero se disectan los musculos, luego se tritura y digiere enzimética para finalmente sembrar las células
satélites aisladas (1). En el caso de las miofibras, se digiere directamente (sin triturar) y luego se separan
mecanicamente las miofibras para obtener células satélites asociadas a estas (2) En el caso de las células
aisladas, al disectar el musculo se produce una sefal de dafio que activa las células satélites, por lo que se
hablara en general de cultivo de mioblastos. Estos mioblastos, posteriormente se diferencian, migran y se

fusionan formando miotubos. Modificado de Abmayr and Pavlath, 2012 y Pasut et al., 2013.

Para mantener el cultivo en condicion de proliferacion se agregé Fibroblast
Growth Factor 2 (FGF-2, por su sigla en inglés) 1nM. Si se quiere inducir la diferenciacién
de las células se deja de agregar FGF-2. Para eliminar células en proliferaciéon se ocupd
citosina B-D-arabinofuranosida (AraC) 0,1 mM (CalBiochem) por 48 horas. (Olguin and

Olwin, 2012).
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3.1.3 Cultivo de Fibras

Las fibras musculares, mantienen adheridas sus CS y permiten estudiarlas en
un microambiente similar al fisioldgico en estadios temprano ya que existen diferencias
entre modelos in vitro e in vivo con respecto a la expresion génica de los marcadores
clasicos de células satélites y su progresion miogénica (Pallafacchina et al., 2010) debido

esencialmente a la carencia del nicho en condiciones in vitro.

Para la obtencién de miofibras, se disectaron musculos EDL y fueron incubados
en tubos conicos con colagenasa tipo Il (Worthington 265u/mg) por al menos 45 minutos.
En seguida, se vertieron los tubos en placas con medio F12-C y utilizando pipetas
Pasteur, se bombeé medio de cultive hacia el misculo con tal de disgregar la mayor
cantidad de fibras posibles (figura 3).

Finalmente, con una pipeta Pasteur, se fueron succionando las fibras y
sembrando en placas de cultivo sin gelatina en medio de cultivo F12-C suplementado
con 15% de SC y se agreg6 FGF-2. (Cornelison and Wold, 1997; Pasut et al., 2013).

Experimentos con fibras de EDL, se llevaron a cabo luego de 48 horas de cuitivo.
Finalizado este tiempo, se tomaron imagenes de quince fibras recién extraidas, midiendo
cinco diametros a lo largo de la fibra, utilizando el programa ImageJ® para las fibras

control y las tratadas con Ang-(1-7).
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3.2 Anticuerpos

3.2.1 Anticuerpos Primarios

Blanco Origen Dilucidn Técnica Marca

BrdU Rata 1:200 [FI AbCam®

GAPDH Raton 1:20000 wi Millipore®

kie7 Ratdn/Conejo | 1:200/1:250 IFI BD Pharmingen® / Abcam®

MHC (MF20) Raton 1:5/1:100 IFIWWB | Hibridoma Bank®

Miogenina (F5D) | Ratén/Conegje | 1:5/71:100 IFI Hibidoma Bank®

MyoD Rata 1:100 IFI Merck Millipore®

Pax7 Ratén 1:5 IFI Hibridoma Bank®

Tubulina Raton 1:100 wB Sigma-Aldrich®
3.2.2 Anticuerpos Secundarios

Blanco Origen Dilucién Técnica | Marca

HRP Rabano 1:5000 WwB Cell Signalling®

IgG Conejo 1:500 iF1 Invitrogen®

IgG Ratdn 1:500 IFI Invitrogen®

IgG Rata 1:500 IFl Invitrogen®
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3.3 Tratamientos de CS activadas con Angiotensina 1-7

Cabe destacar que una vez obtenidas las CS, debido al tratamiento para aislarlas,
muchas de ellas se activan por lo cual de aqui en adelante se hara referencia a células
satélites activadas o mioblastos primarios cuando se hable de cultivo primario de CS.
Estas células se cultivan en las condiciones descritas sobre cubre-objetos tratados con
gelatina al 0,66%. Se incuban en concentraciones crecientes de Ang-(1-7) (0-100 nM),
de acuerdo a lo descrito en (Morales et al., 2014), a diferentes tiempos de incubacion y
en condicién de proliferacion (0-48 horas) o diferenciacién (96 horas). En algunos
experimentos de proliferacion se usé el marcador molecular BrdU 10um durante el cultivo
celular por 24 horas. Luego las células se mantuvieron en condicién de crecimiento hasta
completar 72 horas de cultivo.

En ofro experimento, se utilizé una camara digital conectada a un microscopio de
cultivo para obtener imégenes de las células en la medida que progresaba el tiempo. Los
mioblastos primarios fueron crecidos por un dia y luego tratados con Ang-(1-7) durante

24 horas y entonces se fijaron a las 48, 72 y 96 horas de cultivo.
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3.4 Inmunofluorescencia Indirecta en mioblastos aislados de misculo y de fibras

Una vez culminado el tratamiento experimental, las células fueron lavadas con PBS
y fijadas por 20 minutos en PBS- PFA al 4%. Luego se lavaron con PBS, permeabilizaron
con Tritén X-100 al 0,5% por § min y lavadas con PBS. Finalmente, se bloguearon por 20
minutos con solucion de bloqueo PBS-BSA al 3%. En el caso de las fibras, estas se
traspasan una a una al portaobjeto Superfrost© en el cual se dibujé con un i4piz hidréfobo
para tinciones, el espacio donde se realizaron las IFI segtn la descripcion anterior. Las
imégenes se visualizaron en el microscopio de epifluorescencia Motic® BA410 y el analisis
de ellas se realizd en los programas informaticos imagedJ e Image Pro® Plus 6.0, analizando
el nimero de células, indice de proliferacién e indice de fusién, definido como nimero de
células asociadas a miotubos (NaM) (mayor a 2 nticleos), segun corresponda y morfologia
de miotubos.

La incubacién con el anticuerpo primario, se realizé por 2,5 horas a temperatura
ambiente en una camara oscura hiimeda y posteriormente se hicieron lavados con la
solucion de bloqueo. La incubacién con el anticuerpo secundario se realizé por 1,5 horas,

en las condiciones previamente descritas.

3.5 Extraccioén y cuantificacion de proteinas totales y Western Blot

Para asegurar que el péptido Ang-(1-7) estuviese activo, se evalud su efecto en
miotubos diferenciados en células C2C12 de acuerdo al trabajo de Cisternas et al., 2015.
Se realiz6 extraccidn de proteinas totales, y cuantificacién de éstas mediante Western Blot.
La cuantificacién de proteinas totales se efectué segtn el método Micro BCA (Pierce-

Thermo®) siguiendo las instrucciones del fabricante.

19




El western blot (WB) se realizd segiin se ha descrito (Renart et al., 1979)
Brevemente, la electroforesis de protelnas se {levé a cabo en condiciones desnaturantes
en geles de poliacrilamida al 10% y posteriormente se llevé a cabo la electro-transferencia
de proteinas a una membrana de PVDF. Los sitios inespecificos de la membrana se
saturaron con solucién de bloqueo y se incubaron con los anticuerpos monoclonales contra
MHC y miogenina, y luego los policlonales; tubulina y GAPDH, seglin sea el caso como

control de carga o disueltos en solucién de bloqueo.

3.6 Softwares

Para el procesamiento de imagenes, se utilizaron los programas ImageJ, Adobe
Photoshop CS6 y Adobe lllustrator CC. En Ias IFl en que se usé cubre-objetos cuadrado de
22 mm de lado, el que se dividié virtualmente 4 partes iguales y se tomaron dos
microfotografias para cada divisién. Cuando se usaron cubre-objetos redondos de 18 cm
de diametro, se dividi6 virtualmente en 9 partes iguales y se tomo una microfotografia por
cada parte. Para la realizacién de graficos y andlisis estadisticos se usd el programa

GraphPad Prism®.
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4. RESULTADOS
4.1 Efecto de Ang-(1-7) sobre CS asociadas a miofibras de EDL en cuitivo

Miofibras extraidas del mGsculo EDL de ratén adulto, fueron cultivadas y tratadas de
acuerdo a la figura 4A, para luego evaluar e! efecto de Ang-(1-7) sobre la activacién de CS

mediante IF! {figura 4B, C).

En este experimento se observé un incremento del nimero de células que co-
expresan Pax7 y MyoD (~50%) en la condicién tratada con Ang-(1-7) respecto del control
(figura 4D). Sumado a esto, también hubo un aumento en el porcentaje de células que solo
expresan MyoD; mientras que el nimero total de CS practicamente no varia (figura 4B).
Por lo tanto, de este experimento se puede destacar que Ang-(1-7) estimulé tempranamente
un compromiso miogénico de las CS con respecto al control sin tratamiento, lo cual refuerza

la hipétesis de que Ang-(1-7) estimula la capacidad miogénica de las CS.
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Figura 4. Ang-{1-7) incrementa la poblacién de CS Pax7+/MyoD+ en miofibras de
EDL. A. Miofibras de EDL se dejaron en cultivo por dos dias con y sin Ang-{-1-7).

B. Inmuncfluorescencia de fibras control tras dos dias en cultivo. € Inmunofluores-
cecia de fibras tratadas con Ang-(1-7) 25 nM durante dos dias. D, El ntimero de CS
por fibra se mantiene practicamente invariable. E. Mientras que el porcentaje de
célufas marcadas con Pax7 y MyoD se duplica, denotande un mayor compromiso
miogénico de las CS. Como total de CS, se consideré la suma de CS totales por fibra,
sumando las que tuvieron marca Pax7+ o MyoD+-. Finalmente, la subpoblacién de
células que solo expresé MyoD, también se vio incrementada con el tratamiento
25nM de Ang-(1-7). Este grupo celular, dejé de expresar Pax7, comprometiéndose
hacia la diferenciacién.
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Al extraer fibras del masculo EDL de ratén adulto, estas fueron analizadas desde su
extraccién hasta 48 horas después para evaluar cambios en el didmetro promedio en

cultivos tratados con Ang-(1-7) 25 nM o vehiculo.

El resultado obtenido se muestra en la figura 5A-B y da cuenta como el diametro
de las miofibras disminuyé en mayor proporcién en los cultivos controles respecto a los
cultivos tratados con Ang-(1-7). En ellos, se observo claramente como una subpoblacién de
fibras mantiene su diametro -como si hubiesen sido recién extraidas- luego de 48 horas de
cultivo. Cabe mencionar, que las fibras analizadas inmediatamente post extraccion,
exhibieron una baja dispersién en el didametro promedio (datos no mostrados), lo que implica
una cierta uniformidad en torno a este parametro. Sin embargo, con el paso de tiempo en

cultivo, el didmetro disminuyd (entre 10y 15%).

Por otro lado, las miofibras tratadas con Ang-(1-7) 25 nM, tuvieron una dispersion
de datos mucho mayor que los obtenidos en cultivos control. En ese sentido, se definieron
dos sub poblaciones (P1 y P2) la primera de menor diametro que la mediana obtenida y la
segunda de diametros mayor gue la mediana e incluso mayor que la mediana de fibras
recién extraidas (figura 5C). Esta figura, representa una mirada alternativa de la figura 5B;
se muestra una curva de los porcentajes de las frecuencias con que se repiten mediciones
de diametro de las fibras en determinados rangos calculados de acuerde a los datos
obtenidos. La curvas verde y roja, muestran la distribucion de fibras control y tratadas con
Ang-(1-7) 25 nM, respectivamente. De acuerdo a esto, |a curva roja se desplaza levemente
hacia didmetros mayores, notdndose dos maximos, que marcan claramente las dos
poblaciones de fibras descritas a partir de la figura 5B. De acuerdo a los resultados
obtenidos en los experimentos con miofibras, se observd que Ang-(1-7) tiene un efecto
sobre las CS adheridas a miofibras, incrementando su activacion y por otra parte afectan a

las miofibras manteniendo su didametro promedio en cultivo con respecto al contral.
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Figura 5. Ang-(1-7) establece dos poblaciones de miofibras de EDL en cuanto a su
diémetro y evita el decrecimiento natural de este. Rangos D: Rangos didmetros. D2:
D: dia 2. A.En la figura se muestran fibras de EDL vivas en condicién control y trata-
das con Ang-(1-7) 25 nM, luego de dos dias de cultivo (D2). Se observaron dos
subpoblaciones de fibras P1 y P2 de diametro menor y mayor respectivamente. B,
Si bien en forma natural el diametro de las fibras disminuye con el paso del tiempo,
el tratamiento con Ang-(1-7) durante los dos dias de cultivo, mostré que el diame-
tro no decrece de la misma forma en todas las fibras. Es mas, se formaron dos
subpoblaciones de fibras (P1 y P2) que indican miofibras de didmetro menor y
mayor de acuerdo a la distribucion de los datos, respectivamente. C. Rangos D:
Rangos Diametros de fibras EDL. De acuerdo a la distribucién de frecuencia de los
diametros, se observa un corrimiento de la curva roja (Ang-(1-7) 25 nM D2) hacia
rangos de diametros mayores con respecto a la verde (Control D2) Ademas se pone
en evidencia nuevamente la existencia de las subpoblaciones P1y P2, ya que deno-
tan dos picos en la curva del el tratamiento con Ang-(1-7) (n=4, experimento repre-
sentativo).
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4.2 Ang-(1-7} incrementa el nlimero de céluias totales y estimula la diferenciacién de

CS aisladas de misculo de ratén adulto

Como primera aproximacion, se determiné qué efecto tiene Ang-(1-7) sobre la
diferenciacién terminal de precursores musculares en cultivo. Para ello, se sembraron
mioblastos primarios en placas de 6 pocillos y se agregé Ang-(1-7) en concentraciones
crecientes (0, 1, 10, 50, 100 nM) durante 8 horas y posteriormente se dejaron hasta el quinto
dia de cultivo de acuerdo a la figura 6A. En este caso, se evalué Ia cantidad de nicleos
totales y el indice de fusién.

En Ia figura 6B se muestra una microfotografia de campo claro del experimento en
que se observd una mayor cantidad de nlcleos (marcados con DAPI) asociados a
miotubos, lo que equivale a un aumento en el indice de fusién respecto al control (se
considerd como miotubo, la fusion de mas de dos ntcleos). Este aumento, se manifests de
manera dosis-dependiente respecto a ia concentracién de Ang-(1-7) {figura 6B, C, D). Este
efecto correlacioné con un aumento del nimero de nicleos totales en casi dos veces -en el
rango 0-50 nM de Ang-(1-7)- relativo al control (figura 6B,C). El efecto alcanz6 una meseta

entre los 50 y 100 nM, manteniéndose por sobre el nivel del control.

Por lo tanto, el resultado de este experimento mostré que Ang-(1-7) afectd
directamente a los mioblastos, incrementando el numero total de nlcleos y su fusién relativo

al control, lo que implica que Ang-(1-7) estimula su capacidad miogénica.
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Figura 6. Ang-(1-7) incrementa el nGmero de células totales y la fusién de mioblastos
primarios. NaM; nlcleos asociados a miotubos. MP; mioblastos primarios. A. MP trata-
dos con Ang-(1-7) por 6 h (barra verde). Cambio a medio de diferenciacién a las 48 h.
Mantencion durante 5 dias (barra gris) y fijacién con PFA 4% en PBS.B. Mioblastos
primarios de raton tratados con Ang-(1-7). C En el gréfico, se observé un aumento del
numero de células totales, lo que sugiere un incremento en proliferacion. D. Por otra
parte, se puede notar un incremento en la mediana de nticleos asociados a miotubos,
lo que podria dar cuenta de un aumento de la fusién (n=1).
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4.3 Incremento de dosis y tlempo de Incubacién con Ang-(1-7) estimula la
proliferacion tempranamente y en mayor medida la diferenciacion de mioblastos

primarios

4.3.1 Ang-(1-7) estimula la proliferacién de CS aisladas de musculo de ratén adulto v de la

linea celular de mioblastos C2C12 de manera diferencial.

Para evaluar efecto de Ang-(1-7) sobre la proliferacion de mioblastos primarios, se
cultivaron micblastos primarios en placas de 12 pocillos. Al dia siguiente se incubaron con
Ang-(1-7) por 6 horas y se fijaron a las 48 horas de acuerdo a la figura 7A. Finalmente, se
realiz6 una doble IFI para los marcadores Ki67 -que permite detectar las células que estan

en mitosis, G1, 0 G2 del ciclo celular- y Pax7 como marcador de CS.

En primer lugar, se observé un aumento de niicleos totales por campo, en el rango
de concentracién entre 0,1 y 10 nM de Ang-(1-7) (figura 7B, C). En segundo lugar, el
porcentaje de células positivas para el marcador Ki67 aumenté con el tratamiento de Ang-
(1-7), lo que coincide en el rango de concentracién en que se observd un mayor marcaje

de Pax7 (1 nM).

Considerando el resultado previo, se evalué si el heptapéptido tenia un efecto sobre
la proliferacion de la linea celular C2C12 de mioblastos que tienen un tiempo de duplicacion
mas corto que los mioblastos primarios. Estas fueron cultivadas durante 24 horas, para
posteriormente agregar Ang-(1-7) durante 6 horas y fijar el cultivo a las 48 horas, de acuerdo
a la figura 8A. Finalmente se realizé una doble IF| para detectar los marcadores Ki67 y

Pax7.

Aligual que en el experimento anterior, se observé un aumento en el total de nucleos
(figura 8B, C}, acompafiado de un incremento del porcentaje de células con el marcador

de proliferacion ki67 que fueron tratadas con Ang-(1-7) (0,1 y 1 nM).
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Ademés, se observo que [a mayor parte de células marcadas con ki67 también co-
expresaron Pax7 en el rango entre 0 y 1 nM. Lo anterior, también se observé en el modelo
de mioblastos primarios, lo que apunta a que hubo un efecto a nivel de la proliferacién de

éstas cuando son tratadas con cantidades crecientes de Ang-(1-7).

Estos resultados, sugieren que en la linea C2C12, el rango en que se aprecia el
efecto de Ang-(1-7) fue mas restringido (0,1 y 1 nM), asf como también la intensidad de este
(veces de cambio). En términos de los objetivos de este trabajo, la proliferacion se

incrementoé con Ang-(1-7) en ambos modelos celulares.
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Figura 7. Tratamlento corto con Ang-(1-7) Incrementa la proliferacién de CS.

A. MP tratados con Ang-(1-7) por 6 horas y fijados a las 48 h de cultivo (barra azul). B. En
este experimento, el tratamiento con Ang-(1-7) por 6 horas incrementé el nimero de
nucleos por campo de forma dosis-dependiente. Inclusive, aumentaron las células
marcadas como Pax7+/MyoD+, lo que indicaria una induccién en la proliferacién en el
rango de concentracién 1-10 nM. C. La cuantificacién mostré un incremento consistente
en el nimero de células en cuanto al rango de concentracién 1-10 nM en que se incuba-
ron las células (n=1).
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Figura 8. Tratamiento corto con Ang-(1-7) estimula la proliferacién de células
Qcia

A. C2C12 tratados con Ang-(1-7) por 6 h y fijacién a las 48 h de cultivo (barra
azul). B. Células tratadas por 6 horas con Ang-(1-7) y fijadas a las 24 horas. C, La
cuantificacion, mostré un incremento dosis-dependiente en el nimero de célu-
las que expresan el marcador de proliferacion ki67(n=1). Sin embargo, hay que
notar que el rango de concentracion activo y las veces de cambio de la respuesta
fue distinto respecto al cultivo de mioblastos primarios. (Fig. 7)
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4.3.2 Incremento del tiempo de incubacién de Ang-(1-7) mantiene el efecto sobre la

proliferacion de células satélite aisladas de musculo de ratén adulto hasta las 24 horas

El efecto de Ang-(1-7) en CS puede alterarse al exponer las células durante un
mayor tiempo al péptido y, ademas, mioblastos en cultivo liberaran sefiales de accién
auto/paracrina que pueden alterar elflos efecto(s) de Ang-(1-7) de acuerdo a ese tismpo de

exposicién.

Cultivos de mioblastos primarios fueron incubados en presencia de concentraciones
crecientes de Ang-(1-7) (1-100nM) por 12 horas y fueron fijados a las 48 horas, de acuerdo
a la figura 9A. Se realizd una IFI para ki67. En estas condiciones, se determiné que el
numero de nicleos totales se incrementd al doble respecto al control cuando se trataron los
mioblastos con Ang-(1-7) (1nM). Este aumento se observd para la concentracion 25 nM; no
hubo cambios entre el control y el fratamiento con Ang-(1-7) 100 nM (figura 9B-C). Ademas,
el porcentaje de células positivas para ki67 se incrementé en un 10% para el todo el rango
de concentraciones testeadas en los experimentos realizados (1-100 nM) (figura 9B-D).
Respecto a los ensayos anteriores, al incrementar el tiempo de exposicién a Ang-(1-7), se
redujo el aumento de la proliferacién en mioblastos primarios, lo cual fue similar a io ocurrido

en la linea celular C2C12.

Por lo tanto, mioblastos primarios incubados con Ang-(1-7) por 12 horas, aumenté
el nGmero de nucleos totales y levemente la proliferacion de mioblastos primarios, lo que

de todas formas se condice con los experimentos anteriores.
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Figura 9. Anglotensina 1-7 Incrementa la proliferacién de mioblastos primarios
A. MP tratados con Ang-(1-7) por 12 horas y fijados a las 48 h de cultivo (barra
azul) B. Cultivo primario de mioblastos, incubados por 24 horas, fueron tratados
con Ang-(1-7) durante 12 horas y fijados a las 48 horas en condicién de prolife-
racién. G, En este experimento se observé un incremento dosis-dependiente del
nimero de células por campo alcanzando un méximo para el tratamiento con
25 nM de Ang-(1-7) (n=2, experimento representativo). Ademas, se mostré un

aumento en el porcentaje de células ki67+. en el rango 1-25 nM como se obser-

va en D. (n=2, experimento representativo).
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De acuerdo a las condiciones experimentales detalladas en la figura 10A en que
ias células se incubaron con Ang-(1-7) por un tiempo mayor (24 horas), se realizé una IF!
para detectar Ki67 en el cultivo de 48 horas. Los resultados anteriores, mostraron que Ang-
(1-7) incrementé el nimero de ntcleos totales y el porcentaje de células ki67+. Esto planted
la idea de que los mioblastos podrian comenzar tempranamente a diferenciarse. En la
figura 10B se muestra un aumento en la cantidad de nticleos totales con el tratamiento de
Ang-(1-7) 25 nM por 24 horas. Por otra parte, el porcentaje de células marcadas con ki67
se mantuvo constante en el tratamiento con Ang-(1-7) relativo al control {figura 10C), sin
embargo, hubo un mayor nimero de células marcadas con ki67 respecto al control, ya que
en efecto hubo una mayor cantidad de nucleos totales, lo que indica que las céluias fratadas

con Ang-(1-7) mantuvieron el incremento en la proliferacion.

Por lo tanto, al evaluar diferentes dosis y tiempos de incubacion de Ang-(1-7) en los
experimentos descritos, se encontré un incremento en el nimero de mioblastos totales
después de las 6 y 12 horas de incubacion y en el porcentaje de proliferacién. No obstante,
en el experimento de 24 horas de incubacion, este aumento parecié detenerse, al igual que
la proliferacion. Finalmente, en cuanto a las dosis de Ang-(1-7), el efecto sobre la

proliferacién fue dosis-dependiente hasta los 25 nM.
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Figura 10. Tratamiento largo con angiotensina 1-7 incrementa el nimero de mio-
blastos primarios
A. IFl de mioblastos primarios control y tratados con Ang-(1-7) 25 nM durante las 24
horas finales del cultivo. B. En el grafico se muestra que hay un incremento en los
nucleos totales de mioblastos primarios tratados con Ang-(1-7) 25 nM del orden del
50% relativo al control C. Sin embargo, en estos experimentos no hay diferencias en

las células ki67+ entre las células tratadas y no tratadas (n=2, experimento repre-
sentativo).
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4.3.3 Ang-(1-7) potencia la diferenciacién de CS aisladas de musculo de ratén adulto

Habiendo evaluado el efecto de Ang-(1-7) en proliferacion en varias concentraciones
y tiempos de incubacion por medio de marcadores moleculares, se evalud cualitativamente
la diferenciacién por medio de la fusion de los mioblastos a 48, 72 y 96 horas, previa
incubacion con 25 y 100 nM Ang-(1-7) (figura 11A). En estas condiciones, fue posible
determinar la formacién de miotubos a las 48 horas, de forma dosis dependiente en los
cultivos tratados con Ang-(1-7); no asi en la condicién control (figura 11B). Estas
diferencias se mantuvieron en cultivos de 72 y 96 horas, siendo notaria la tendencia a formar

miotubos de mayor tamafio (figura 11B).
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Figura 11. Ang-(1-7) estimula tempranamente la fusién de mioblastos primarios.
A. Cultivos de MP tratados con Ang-(1-7) durante 24 horas fueron fijados a las 48,

72 y 96 horas (barra naranja, gris y amarilla, respectivamente). B. En la figura se
observé una temprana formacion de algunos miotubos desde las 48 horas en culti-
vo, con respecto al control, sugiriendo una mayor eficiencia en el proceso de
fusion. A las 96 horas, se pudo observar un gran nivel de fusién alcanzando a
formarse grandes redes imbrincadas de miotubos. Se sugiere una dosis-dependen-
cia de Ang-(1-7) dado que la eficiencia de fusion se observé desde las 48 horas con
25nMy 100 nM de Ang-(1-7), teniendo un mayor efecto esta ultima concentracion.
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De acuerdo al resultado anterior se realizé un experimento segun lo descrito en la
figura 12A, en que se utilizéd BrdU para evaluar ia dilucién de la marca BrdU, mostré que
los micblastos hicieron una transicidon mas rapida hacia [a diferenciacion con el tratamiento
de Ang-(1-7) respecto a la situacién confrol. El porcentaje de células fusionadas se
incrementé en mas de dos veces (30,14 % en el control y 65,5% en el tratamiento con Ang-
(1-7) 100 nM. En particular, en esta ventana de tiempo, se siguieron las células que
incorporaron BrdU inicialmente y cudl fue su destino. Las células que retuvieron la marca,
poedrian estar en GO lo que explica el incremento en la formacion de miotubos (figura 12B-
C). Sin embargo, se requiere una estrategia que evalte directamente el cambio de
marcacién en cada una de las etapas del ciclo celular. Ademas, en la figura 12C fue posible
distinguir una mayor cantidad de niicleos asociados a miotubos que quedaron macados con
BrdU y que fueron tratados con 100 nM de Ang-(1-7) respecto al control, lo que potencia la

idea que Ang-(1-7) estimula la diferenciacién y fusion de los mioblastos.
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Figura 12. Ang-(1-7) promueve la retencién de BrdU en nticleos asocladosa
miotubos, estimulando la diferenciacién.

Ay B. Ensayo de pulso y caza con BrdU durante las primeras 24 horas del
cultivo de mioblastos primarios. Ademas, en las 24 horas posteriores fueron
tratados con Ang-(1-7). E cultivo fue fijado a las 72 horas. C. Luego de 24
horas adicionales en cultivo, el tratamiento con Ang-(1-7) 100 nM mostré
un incremento en el porcentaje de niicleos asociados a miotubos que retu-
vieron la marca de BrdU cuando estaban proliferando, lo que implica una
transicién mas réapida hacia la diferenciacion respecto al control (n=1).
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4.3.4 incremento en tiempo de incubacién de Ang-(1-7) potencia la fusién de células safélite

aisladas de miisculo de ratan adulto

En el primer resultado de éste trabajo, se mostré un aumento en el nivel de fusion
de mioblastos, dado un incremento en el nfimero de nicleos asociados a miotubos presente
en cada campo. Por otra parte, se mostré que la diferenciacion de los mioblastos fue
incrementada al ser tratados con Ang-(1-7) y formar nueves miotubos segtn el experimento
de dilucion de BrdU. Siguiendo estos resultados, mioblastos primarios fueron cultivados en
medio de proliferacion por un dfa antes de adicionar concentraciones crecientes {(1-100nM)
de Ang-(1-7) por 12 horas. Segln lo descrito en [a figura 13A los cultivos fueron fijados 60
horas despugés, para determinar la expresion de ki67 y miogenina mediante IF! con tal de

establecer otro parametro gue consolide las observaciones anteriores.

La figura 13 (B, C, D, E) muestra que 100 nM Ang-(1-7) induce un aumento
significativo en el nimero y tamafic de los miotubos obtenidos en cultivo, aumentando
aproximadamente tres veces respecto al control (n® de nucleos/miotubo; figura 13G). Lo
anterior se correlaciona con una disminucion en la proliferacién celular (~50%) respecto de
la condicion control (figura 13F). Ninguno de los dos pardmefros (proliferacion y
diferenciacién) variaron en el rango 1-25 nM Ang-(1-7) respecto de los cultivos sin
tratamiento. En conjunto, estos resultados son consistentes con el hecho de gue Ang-(1-7)
promueve la diferenciacién de los mioblastos, lo que explica también la presencia de

nicleos que retienen la marca de BrdU asociados a miotubos (figura 12C).

42




Control

Ang-(1-7) 1 nM por 12 horas

© g

24 8 1

Cultivo primario mioblastos diferenciados

+ wile

% (h)

43




sesoy z| 4od Wu 7 (£-1)-Buy

seloy z| Jod Wu 001 (£-1)-buy

44




-n

% cels KigT+

o

N
< Ang<{(1-7) nM

Figura 13. Exposicién a Ang-(1-7) potendia la capacidad miogénica de mioblastos.
A. MP tratados con Ang-(1-7) por 12 h. A las 48 h, cambio a medio de diferenciacién.
Mantencién de células hasta 96 h y luego fueron fijadas. B, G, D. En el rango 1-25 nM
se mantuvo una diferenciacién normal en cuanto a su indice de fusién, definido
como NaM/M (nticleos asociados a miotubo por miotubo). Los MP fueron manteni-
dos durante 2 dias en condicién de proliferacién y 2 dias en diferenciacion. E.De la
misma forma, Ang-(1-7) 100 nM tiene un efecto a largo plazo en la diferenciacidn
miogénica. k. Ademas, en el experimento en que se tratan las células con Ang-(1-7)
100 nM, se mostré que un porcentaje pequefio de células dejaron de proliferar y se
diferenciaron. G. (n=2, experimento representativo)
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Para cuantificar la diferenciacion e indice de fusién a las 48, 72 y 96 horas de cultivo,
se realizd IFI para determinar la expresién de miogenina y e-MHC (figura 14A). En
promedio, el indice de fusion a las 48 horas mostré poca variacién, sin embargo, al analizar
otras medidas de tendencia central como la mediana, se pudo mostrar de mejor forma el
incremento de éste indice, condiciéndose con las imagenes obtenidas. La cuantificacion
mostrada en la figura 14D da cuenta de un incremento en el indice de fusion en el
tratamiento con Ang-(1-7) respecto al control. Segtn la dispersion de los datos, se formaron
muy pocos miotubos en [a condicién control, tendiendo la mediana del indice de fusion a
cero, sin embargo, al tratar las células con Ang-(1-7) se forman mas miotubos respecto del

control y ademas, éstos tienen un mayor nimero de niicleos asociados.

El cultivo de 72 horas (figura 14B, D) mostré un incremento del indice de fusion de
unas tres veces en el fratamiento con Ang-(1-7) 25 nM, relativo al control. También, en esta
ventana de tiempo, practicamente el 100% de las células expresaron miogenina, por lo que

todas las células se han diferenciado.

Finalmente, en el cultivo de 96 horas (figura 14C, D) todas las células expresaron
miogenina y se observaron miotubos de mayor superficie y con muchas ramificaciones. Al
cuantificar con respecto a la mediana en ambos tratamientos, se cuadruplicé el indice de

fusion.

En resumen, [os resultados respecto al efecto del tiempo de incubacién con Ang-(1-
7) en la diferenciacién de mioblastos primarios, mostraron que Ang-(1-7) potencia la
diferenciacion de estas células desde las 48 horas, incrementando su indice de fusion,
alcanzando su maximo en estos experimentos a las 96 horas. Por ofra parte, las
incubaciones con 25 y 100 nM de Ang-(1-7) incrementaron la diferenciacién en forma

semejante, por lo que la dosis-dependencia del efecto se extiende hasta 100 nM respecto

46




a las dosis de incubacion en cultivos primarios de mioblastos en condicién de proliferacién

(hasta 25 nM de Ang-(1-7)).

A

Ang-(1-7) nM por 24 horas

Ang-(1-7) nM por 24 horas

i I | i 1 |
I i 1 T 1
0 U 48 N % (h)

Cultivo primario de mioblastos, 72 horas en diferenciacién
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Figura 14. Ang-(1-7) estimula la fusién de mioblastos primarios.

A.Tratamiento de MP con Ang-(1-7) por 24 hy fueron fijadas a las 48, 72 y 96 horas
(barra naranja, gris y amarlla respectivamente). B. Inmunofluorescencia cultivo
primario de mioblastos de 72 horas totales. El porcentaje de células miogenina+ ya
alcanzé casi un 100% (datos no mostrados) y se pudo observar una mayor fusién
de mioblastos cuando las células fueron tratadas con 25 nM de Ang-(1-7). Inclusi-
ve, disminuyé la cantidad de miotubos presentes por campo. C. Inmunofluorecen-
cia de cultivo primario de mioblastos de 96 horas totales de diferenciacién. En este
caso, se probaron dos concentraciones de Ang-(1-7), resultando en ambos casos
un incremento en la fusion en este punto. Ademds, se pudo apreciar atin mas
nucleos asociados a miotubos en el tratamiento con 100 nM de Ang-(1-7), puesto
que esta concentracion aumento la eficiencia de fusion desde tiempos mas tem-
praneros (48 horas). D. La cuantificacién de estos experimentos, muestra como la
mediana de nlcleos asociados a miotubos por miotubo (NaM/M) aumenta desde
las 48 horas de cultivo, alcanzando el méaximo a las 96 horas (n=2, experimento
representativo).
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5. DISCUSION

Los efectos contrarios demostrados para Ang-It y Ang-(1-7) sumado a que ésta
tltima ha sido descrita como protector de la atrofia muscular inducida por Ang-li (Cisternas
et al, 2015) y que atenua pardmetros de atrofia provocada por desuso de un grupo
muscular (Morales et al., 2016) junto a la posibilidad de que Ang-(1-7) tenga un efecto
sobre la funcion de las CS (Cisternas et al., 2015; Marcus et al., 2013), dieron cabida a
analizar el efecto de este péptido sobre CS activadas aisladas y CS adyacentes a miofibras

aisladas de musculo.

En este trabajo se usaron dos aproximaciones in vitro para estudiar el efecto de Ang-
(1-7) en CS; a) cultivos de CS disociadas del musculo y b) cultivo de miofibras aisladas
donde las CS permanecen en su posicién debajo de la ldmina basal. En a, el protocolo para
obtener el cultivo primario, libera las CS del musculo completo, ya que se requieren pasos
de disrupcién del tejido conectivo, reduciendo la contribucién de células no miogénicas
(Shefer and Yablonka-Reuveni, 2005). Esto permite estudiar parametros que afectan la
progenie de las CS como la proliferacién, diferenciacion y fusién de miotubos. En contraste,
en b, se aislan miofibras intactas que retienen las CS, o que permite estudiarlas en su nicho,
donde se ha descrito que el programa miogénico es altamente coordinado en contraste con

las CS aisladas [o que permite estudiar su activacion (Yablonka-Reuveni and Rivera, 1994).

5.1 Exposicién de Ang-(1-7) activa a células satélite asociadas a fibras musculares

de EDL

Las CS asociadas a las fibras musculares fueron mayormente activadas por el
tratamiento con Ang-(1-7) por 48 horas (figura 4A/B). Esto quedé de manifiesto en el grafico

de lafigura 4D, donde se muestra que la subpoblacion de CS que co-expresan Pax7/MyoD,
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aumento al doble, lo que indica que esas células proliferaron en mayor medida, no obstante,
éstas pueden dejar de expresar MyoD y volver al estado de reposo proliferativo con altos
niveles de expresién de Pax7 (Bentzinger et al., 2013). Las células MyoD+/Pax7- también
se incrementaron respecto al control y han adquirido un compromiso mayor con el linaje
miogénico ya que han dejado de expresar Pax7 (Rudnicki and Jaenisch, 1995). Esto dltimo,
sugiere que debiesen estar expresando el factor de diferenciacién miogenina (Olguin and
Olwin, 2004), por lo que es necesario estudiar este marcador en la ventana de tiempo 24-
72 horas. En este sentido, expetimentos en que se desprendan las CS adheridas a las
fibras y se cultiven, serian de utilidad para demostrar la importancia del nicho de las CS
para la respuesta a Ang-(1-7) con respecto a la diferenciacién, lo que permitiria

complementar este trabajo.

5.2 Fibras musculares de EDL, responden diferencialmente a Ang-(1-7) en cuanto a

su diametro

Al cuitivar fibras musculares de EDL durante 48 horas, éstas disminuyeron su
diametro naturalmente, probablemente debido a apoptosis, ya que hay evidencia de la
degradacién por segmentos sarcoplasmices y que involucra protedlisis en miofibras (Tews,
2005). En comparacién a un cultivo no tratado con Ang-(1-7) por 48 horas, se demostré una
mantencion del diametro promedio. Es decir, las fibras tratadas con Ang-(1-7) luego de 48
horas, tuvieron un didmetro promedio como el de las fibras recién extraidas (0 horas).
Respecfo a esto, se ha descrito que Ang-(1-7) a través de Mas, previene eventos de
apoptosis mionuclear , asi como el incremento de marcadores apoptéticos como caspasa
3 activa y el radio Bax/Bcl2 (Meneses et al., 2014), por lo que Ang-(1-7) favorece la

mantencién del nicho de las CS.

Al graficar la dispersion de los datos y comparando los cultivos respecto de la

mediana de los diametros, se pudo dar cuenta de la formacién de dos poblaciones de fibras
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(figura 5B), mostrando de mejor forma la diferencia en las microfotografias; esto sugiere

que solo algunas micfibras responden a Ang-(1-7).

También hay que mencionar que un tratamiento in vivo con Ang-ll disminuye el
diametro de ias fibras de algunos musculos inferiores (Morales et al., 2015) respecto al
control ya que el misculo esquelético también expresa el receptor AT1 de Ang-Il (Cabello-
Verrugio et al., 2012), por lo que es coherente que Ang-(1-7) pueda proteger la degradacion
de la fibra ya que el receptor Mas se expresa en el musculo esquelético (Prasannarong et
al., 2012; Morales et al., 2015) y se ha descrito expresion del gen mas en mioblastos y
miotubos C2C12 (Cofre et al., 2015). De acuerdo a esto ultimo, sumado a los anteriores
resuitados en mioblastos aislados, es coherente que Ang-(1-7) tenga un efecto directo
sobre las CS y se pueda apreciar claramente en el modelo de CS asociado a fibras, sobre
todo respecto a la activacion, ya que las células no estédn activadas inicialmente (Yablonka-

Reuventi and Rivera, 1994).

6.3 Ang-(1-7) potencia la capacidad miogénica de CS activadas aisladas de ratén

adulto

En el experimento de este trabajo mostrado en la figura 6, la cantidad de células
iniciales fue menor a cualquier ofro realizado posteriormente, lo que llevé a tener una baja
confluencia del cultivo, por lo que los miotubos formados fueron mas delgados en
comparacion a ofros cultivos de experimentos posteriores. No obstante, se observé el
efecto de aumentar el nimero de mioblastos y su indice de fusidn que se mantuvo en

experimentos posteriores en que se sembraron confluencias mayores

Con el objetivo de establecer si el incremento en la fusién ocurrié debido al
tratamiento con Ang-(1-7) que produjo un incremento en la proliferacién se incubaron

mioblastos extraldos de ratén adulto a diferentes tiempos con el Ang-(1-7) y fueron
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marcados con ki67. Con ello, se pudo determinar que un tratamiento corto con Ang-(1-7) (6
horas) incrementé hasta en un 50% las células que se encontraban proliferando (figura 7),
mientras que, en tiempos de incubacion superiores, los mioblastos ki67+ se incrementaron
en un 10% respecto al control cuando fueron tratados por 12 horas con Ang-~(1-7) (figura
9). Respecto al incremento de la proliferacion, se cuenta con el antecedente que Ang-(1-7)
estimula la proliferacién de progenitores endoteliales que son células tipo células madres,
que poseen el marcador CD34 (Heringer-Walther et al., 2009), como las CS. Inclusive, se
ha descrito que responden a este estfmulo través del receptor Mas (Jarajapu et al., 2013)
y por otra parte, también se ha mostrado una disminucién en pardmetros atréficos previo

tratamiento con Ang-(1-7), via Mas en ratones atroficos (Morales et al., 2016).

De todas formas, se hace necesario sustentar este resultado con otros marcadores,
como fosfo-histona-3 que marca células en mitosis (Aune et al., 2011), citometria de flujo,
que permite estudiar las distintas fases de ciclo celular y/o con marcadores que las células
puedan metabolizar mientras estén vivas tales como MTT en que una célula
metabolicamente activa, reduce el compuesto quimico, en parte por la accién de enzimas
deshidrogenasas, (Mosmann, 1983) en tiempos menores e iguales a 48 horas ya que es en
esta ventana de tiempo que las CS estén proliferando y se vieron estimuladas por Ang-(1-

7).

La incubacién por 24 horas con Ang-(1-7), (figura 10) indica que el incremento en
la proliferacion se detiene. Por lo tanto, el hecho de aumentar el tiempo de incubacién
eliminé el efecto dosis-dependiente en lo que respecta a porcentaje de células marcadas
con ki67. Sin embargo, hay que mencionar que el marcador ki67 no permite distinguir
alguna fase del ciclo celular en particular, sino solo establecer el porcentaje de células del
total que estan proliferando en determinade momento (Ladstein et al,, 2010; Aune et al.,

2011).
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Las dosis y tiempos de incubacién de Ang-(1-7) testeadas mostraron una
estimulacion temprana y transciente de a proliferacién, lo cual explica porque el incremento
de la proliferacion va disminuyendo en el tiempo y ademds permite plantear la idea de que
si hay un mayor nUimero de células luego del tratamiento con Ang-(1-7), éstas pueden
fusionarse con el correr del tiempo, lo que explicaria el incremento del nimero de nticieos
asociados a miotubos (figura 4C) y/o de nucleos asociados a miotubos por miotubo (figura
12y figura 14). Sumado a esto, el resultado de un incremento en el porcentaje de células
marcadas con BrdU que estén fusionadas, refuerza la idea de que Ang-(1-7) promovio que
las células dejaron de dividirse y por ende se diferenciaron, mas que afectar directamente
la proliferacion (figura 12) y por tanto, la diferenciacién puede ocurrir tempranamente, lo
cual se ve reflejado en Ia figura 11 en que se observé la temporalidad de un cultivo de
mioblastos primarios desde las 48 horas, mostrandose un mayor ntimero de miotubos
formados en el tratamiento con Ang-(1-7) respecto a la situacién control, siendo ademas

cualitativamente mas grandes.

Por ofra parte, podria argumentarse que Ang-(1-7) estimula la migracién de
mioblastos (Mohan K Raizada, 2014) y que por ello se incrementa la eficiencia en el proceso
de fusién. En este sentido, en un experimento de la herida en células C2C12 (datos no
mostrados), se observé que Ang-(1-7) pudo cerrar mas rapido en el tiempo un corte de 1000
Bm de ancho (entre 12-20 horas) respecto al control (entre 24-48 horas). De todas maneras,
hay que mencionar que existen antecedentes en que mioblastos primarios tratados con
Ang-ll en trans-pocillos, reduce la migracién de mioblastos primarios (Johnston et al., 2010)
Yy que Ang-(1-7), via Mas, estimula la migracién de progenitores endoteliales CD34+ como
las CS (Jarajapu et al., 2013). Entonces, seria interesante realizar un experimento usando
mioblastos primarios sembrados en estos trans-pocillos, que permitan observar la migracién

de mioblastos en tiempos cortos tratados con Ang-(1-7) como en el ensayo descrito.
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Finalmente, para poder distinguir si Ang-(1-7) esta estimulando Ia diferenciacién de
forma mas directa, serfa de utilidad evaluar la expresion de miogenina en intervalos de
tiempo cercanos a las 24-48 horas, dado que, desde antes de las 72 horas, practicamente
todas las celulas expresan este marcador (figura 14) y ademas cuantificar el nivel de

activacion del promotor de miogenina.

5.4 Diferencias rango de dosis-activo de Ang-{1-7} en mioblastos primarios respecto

de la linea celular de mioblastos C2C12

El rango de dosis de Ang-(1-7) en que se ve aumentada ia proliferacién fue més
limitada en C2C12 (figura 8) en comparacién al de mioblastos primarios (figura 6 y figura
7y figura 9). Esto pudo deberse a lo que se ha descrito en las células C2C12, respecto a
que alcanzan una confluencia mayor més rapido respecto a los mioblastos primarios

(Tanaka et al., 2011).
5.5 Perspectivas futuras de Ang-(1-7)

Si bien se ha estudiado la expresién de Mas en la linea celular de mioblastos C2C12
y en atrofia por inmovilizacién que el efecto de Ang-(1-7) se debe especificamente a este
receptor, mejorando la regeneracion y parametros atréficos (Cisternas et al., 2015; Morales
etal., 2015) hasta ahora no se habia estudiado el efecto directo de Ang-(1-7) sobre CS. El
conocimiento adquirido respecto a Ang-(1-7) en musculo ha llevado a la creacién de una
patente asociada a agonistas del receptor Mas (Dos Santos et al. 2014) que incluso avala
la administracion oral de Ang-(1-7) en ratones, mejorando sus efectos en la regeneracién,
respecto a la inyeccién por bomba osmética en un grupo muscular (Acufia et al., 2014).
Sumado a esto, los resultados de este frabajo, apuntan a que Ang-(1-7) estimula
directamente a las CS en cuanto a su capacidad miogénica, asf también como favorece 1a

regeneracion del musculo in vivo con atrofia muscular inducida (Morales et al., 2016). En
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tormo a este punto, se hace necesario determinar los mecanismos moleculares por los
cuales Ang-(1-7) ejerce su efecto en las CS para tener un conocimiento més acabado sobre
cémo funciona Ang-(1-7) y que pueda ser considerado como un tratamiento validado en

casos de atrofia muscular en un futuro cercano.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir lo siguiente:

a) Tratamiento de miofibras de EDL con Ang-(1-7) durante 48 horas, incrementa al
doble las subpoblaciones de CS Pax7+/MyoD+ y Pax7-/MyoD+, por lo que

potencia su activacion.

b) Tratamiento de miofibras de EDL con Ang--(1-7) inhibe la disminucién del

diametro en una subpoblacion de miofibras.

c) Ang-(1-7) estimula levemente la proliferacién de mioblastos primarios.

d) Exposicion temprana de mioblastos primarios a Ang--(1-7) incrementa tres veces

la fusién de mionucleos por lo que potencia la diferenciacién de estos.
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