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RESUMEN

Las células musculares lisas vasculares (VSMC) son el componente principal de la
capa media de vasos sanguineos. Gracias a su capacidad de contraccion, se encargan de
la regulacion del tono vascular y la presion arterial. Estas células son capaces de modificar
su fenotipo frente a sefales ambientales. Al producirse dafio vascular, las VSMC se
desdiferencian a un fenotipo sintético proliferativo, caracterizado por una alta tasa de
proliferacion y migracion celular, un aumento de la sintesis de componentes de matriz
extracelular (ECM) y una reduccion de marcadores especificos de VSMC, como son las
proteinas contractiles. La desdiferenciacion desregulada/persistente de las VSMC
corresponde a un evento comun de distintas enfermedades cardiovasculares (ECV),

principal causa de muerte tanto en Chile como en el mundo.

El principal factor desdiferenciador de las VSMC es el factor de crecimiento derivado
de plaquetas isoforma BB (PDGF-BB), que se libera al producirse una lesion vascular por
las células endoteliales y las plaquetas. PDGF-BB se une a su receptor en la membrana de
las VSMC, activando diferentes vias de sefializacién que culminan en la inhibicion de la
expresion de genes especificos del musculo liso y la induccion de la expresion de genes
asociados a la proliferacién. Se ha demostrado que en VSMC, PDGF-BB induce la
autofagia, un mecanismo de degradacion y reciclaje de los componentes citoplasmaticos.
La inhibicidon de este proceso evita la adquisicidn del fenotipo sintético-proliferativo. Por otro
lado, durante el cambio de fenotipo de las VSMC se han demostrado cambios tanto en la
funcién como en la morfologia mitocondrial. PDGF-BB induce la fisién mitocondrial, proceso
de fragmentacion de la red mitocondrial en mitocondrias de menor tamano, y esta es
requerida para la adquisicion del fenotipo desdiferenciado en las VSMC. Sin embargo,
todavia no se ha estudiado si existe una relacién entre el cambio de fenotipo en las VSMC
y el proceso de la mitofagia, un tipo autofagia selectiva que implica la degradacién de las
mitocondrias y que es precedida por la fisibn mitocondrial. En este sentido, se propuso
como hipodtesis que: “En la desdiferenciacion de las células musculares lisas
vasculares de rata inducida por el factor derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB) ocurre
la activacion de mitofagia”. Para ello se plantearon como objetivos especificos: 1)
Determinar el efecto de PDGF-BB sobre la induccién de desdiferenciacion en A7r5, 2)
Determinar el efecto de PDGF-BB sobre la induccion de autofagia en A7r5 y 3) Determinar

el efecto de PDGF-BB sobre la induccion de mitofagia en A7r5.
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Se utilizé como modelo de estudio de la linea de celular de VSMC de aorta de rata
AT7r5. Las células se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB a distintos periodos de tiempo,
desde 0 a 360 minutos, y se evaluaron mediante Western blot marcadores de
desdiferenciacion (calponina, a-SMA y SM22), marcador de autofagia (p62), marcadores
de mitofagia (PINK1, Parkin y BNIP3), y la proteina mitocondrial mtHsp70. Se determiné
que la estimulacion de las células con PDGF-BB disminuy6 los niveles de proteinas
contractiles, produjo el aumento moderado de los niveles de p62 y el aumento de los niveles
de PINK1, Parkin y BNIP3, pero no tuvo efecto en los niveles de la proteina mitocondrial
mtHsp70.

En base a los resultados obtenidos hasta el momento se podria concluir que durante
el proceso de la desdiferenciacion de las células A7r5 inducida por PDGF-BB, se activaria

la mitofagia mediada por PINK y Parkin y probablemente también por BNIP3.
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SUMMARY

Role of mitophagy in the vascular smooth muscle cell dedifferentiation induced by
PDGF-BB

Vascular smooth muscle cells (VSMC) are the main component of the media layer of
blood vessels. Thanks to their contractile ability, they are responsible for regulating vascular
tone and blood pressure. These cells can modify their phenotype in response to
environmental signals. In vascular damage, VSMC dedifferentiate to a proliferative synthetic
phenotype, characterized by a high rate of cell proliferation and migration, increased
synthesis of extracellular matrix (ECM) components, and a reduction in specific VSMC
markers, such as contractile proteins. The uncontrolled/persistent dedifferentiation of VSMC
is a common event in various cardiovascular diseases (CVD), a leading cause of death both

in Chile and worldwide.

The main dedifferentiating factor for VSMC is platelet-derived growth factor isoform
BB (PDGF-BB), which is released during vascular injury by endothelial cells and platelets.
PDGF-BB binds to its receptor on the VSMC membrane, activating different signaling
pathways that result in the inhibition of smooth muscle-specific gene expression and the
induction of genes associated with proliferation. It has been demonstrated that PDGF-BB
induces autophagy in VSMC, a mechanism for the degradation and recycling of cytoplasmic
components. Inhibition of this process prevents the acquisition of the synthetic-proliferative
phenotype. Additionally, changes in mitochondrial function and morphology have been
observed during the phenotypic transition of VSMC. PDGF-BB induces mitochondrial
fission, a process involving the fragmentation of the mitochondrial network into smaller
mitochondria, which is required for the acquisition of the dedifferentiated phenotype in
VSMC. However, it has not yet been studied whether there is a relationship between the
phenotypic transition in VSMC and the mitophagy, a selective autophagy involving the
degradation of mitochondria that is preceded by mitochondrial fission. Therefore, the
proposed hypothesis is that: 'Mitophagy is activated during the dedifferentiation of rat
vascular smooth muscle cells induced by platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB).' The
specific objectives were: 1) To determine the effect of PDGF-BB on the induction of
dedifferentiation in A7r5, 2) To determine the effect of PDGF-BB on the induction of



autophagy in A7r5, and 3) To determine the effect of PDGF-BB on the induction of
mitophagy in A7r5.

The VSMC cell line from rat aorta, A7r5, was used as the study model. Cells were
treated with 20 ng/mL of PDGF-BB at different time periods, from 0 to 360 minutes, and
evaluated using Western blot for dedifferentiation markers (calponin, a-SMA, and SM22),
autophagy marker (p62), mitophagy markers (PINK1, Parkin, and BNIP3), and the
mitochondrial protein mtHsp70. It was determined that PDGF-BB stimulation decreased
contractile protein levels, moderately increased p62 levels, and increased PINK1, Parkin,

and BNIP3 levels, but had no effect on the levels of the mitochondrial protein mtHsp70.
Based on the results obtained so far, it could be concluded that during the

dedifferentiation process of A7r5 cells induced by PDGF-BB, mitophagy mediated by PINK
and Parkin, and probably also by BNIP-3, is activated.
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1. INTRODUCCION
1.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) corresponden al conjunto de patologias
crénicas que afectan al sistema circulatorio. Son la principal causa de muerte a nivel
mundial, ocasionando alrededor de 17,9 millones de defunciones cada afo (WHO, 2019).
A nivel nacional, las ECV fueron responsables del 29.035 de las muertes durante el ano
2020 que corresponde al 23%, de acuerdo con el Departamento de Estadisticas e
Informacion de Salud (MINSAL, 2023). Se proyecta que estas cifras podrian aumentar,
debido el incremento en la prevalencia de factores de riesgo asociados al padecimiento de
ECV como la obesidad, sedentarismo, tabaquismo y alcoholismo, entre otros (Mendoza-
Torres et al., 2019; MINSAL, 2017). De modo que comprender los procesos fisiopatolégicos
asociados al desarrollo y progresion de estas enfermedades se ha convertido en el objetivo
central de diversas investigaciones, con el fin de prevenirlas y encontrar posibles objetivos
terapéuticos. Si bien la fisiopatologia de ECV implica la participacion de multiples
componentes, uno de los que juega un rol clave corresponde a las células musculares lisas
vasculares (VSMC).

1.2. Células musculares lisas vasculares

Las VSMC son el principal componente de la capa media de los vasos sanguineos,
estan rodeadas por matriz extracelular (MEC) (Yap et al., 2021). Estas células tienen la
capacidad de contraerse y relajarse, regulando el diametro de los vasos sanguineos y con

ello el flujo sanguineo y la presion arterial (Owens et al., 2004; Shi et al., 2020).

Las VSMC diferenciadas adquieren un fenotipo “contractil” que se caracteriza por
una baja tasa de proliferacién y migracion, ademas de la reduccién de la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular (ECM). Estas células presentan proteinas
contractiles especificas del musculo liso como calponina, transgelina o musculo liso 22a
(SM22a), cadena pesada de miosina del musculo liso y a-actina del musculo liso (a-SMA),
que en su conjunto pueden ser utilizados como marcadores de diferenciacion celular
(Owens et al., 2004; Shi et al., 2020).

Las VSMC presentan una alta plasticidad, a diferencia de otras células musculares,

por lo que son capaces de modificar su fenotipo en respuesta a la integracion de las sefales
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ambientales. Las VSMC pueden adquirir una diversidad de fenotipos como contractil-
quiescente, proliferativo-sintético, osteogénico, macrofago o similar a células madre
mesenquimal y con ello desempefar distintas funciones de acuerdo con el contexto
especifico (Frismantiene et al., 2018; Owens et al., 2004; Yap et al., 2021). Al producirse
dano vascular, las VSMC se desdiferencian, adquiriendo un fenotipo “sintético-proliferativo”,
caracterizado por una alta tasa de proliferacion y migracion, aumento de la sintesis de MEC
como el colageno y la osteopontina, la reduccion de la expresion y contenido de las
proteinas especificas de VSMC que forman parte de la maquinaria contractil. Estos cambios
ocurren mientras se produce el aumento de la expresion de proteinas involucradas en la
progresion del ciclo celular como la calmodulina y las ciclinas (Frismantiene et al., 2018; Shi
et al., 2020). La adquisicion de este fenotipo desdiferenciado corresponde a un proceso
fisiolégico, al ocurrir en una baja tasa de eventos y de forma transitoria, dado que permite
que las VSMC restauren la integridad del tejido vascular (Frismantiene et al., 2018; Owens
et al., 2004).

1.3. Cambio de fenotipo y ECV

En condiciones patolégicas, existe una desregulacion de la transicion de fenotipo,
y se produce una desdiferenciacion persistente de las VSMC. La desdiferenciacion de las
VSMC es un evento comun en las distintas ECV, contribuyendo significativamente en su
desarrollo y progresion (Frismantiene et al., 2018; Owens et al., 2004). En la aterosclerosis,
producto de la acumulacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) aterogénicas en la
capa intima, se liberan factores de crecimiento y citoquinas inflamatorias que promueven la
desdiferenciacion de las VSMC. Las VSMC desdiferenciadas migran a la capa intima donde
proliferan y secretan colageno, contribuyendo al estrechamiento del vaso sanguineo y con
ello a la progresion de la enfermedad (Frismantiene et al., 2018; Owens et al., 2004;
Rzucidlo et al., 2007). En la reestenosis, el estrechamiento del vaso es causado
principalmente por la proliferacién y migracion de VSMC desdiferenciadas (Rzucidlo et al.,
2007). En la hipertension, la desdiferenciacion de las VSMC desencadena el remodelado
vascular, principalmente de los vasos de resistencia, y en conjunto al aumento del tono
vascular, producen el aumento de la resistencia vascular, caracteristica esencial de esta
enfermedad (Owens et al., 2004; Sun et al., 2017).



1.4. Regulaciéon del cambio de fenotipo

El cambio de fenotipo de las VSMC es resultado de la integracion de multiples
sefnales, por lo que corresponde a un proceso altamente regulado a distintos niveles. A nivel
transcripcional, el factor de transcripcién de respuesta sérica (SRF), en conjunto con su
cofactor miocardina (MYOCD) se unen a la secuencia de cajas CArG de los promotores de
los genes especificos de VSMC e inducen su expresion (Frismantiene et al., 2018; Long et
al., 2008; Miano, 2015). Estos dos factores son mediadores claves en la adquisicion de
fenotipo contractil de las VSMC. Otro factor transcripcional fundamental en el cambio del
fenotipo es el factor 4 Kruppel-like (KLF4), que regula negativamente la expresion de genes
especificos de VSMC a través de distintos mecanismos: al inhibir la expresiéon de MYOCD,
al unirse al elemento represor G/C en los promotores de genes especificos de VSMC o

interaccionando con SRF para impedir su unién CArG (Liu et al., 2005; Salmon et al., 2012).

A nivel epigenético, un regulador maestro del cambio de fenotipo es el factor Tet
metilcitosina dioxigenasa 2 que actua rio arriba de MYOCD/SRF y KLF4. Este factor,
mediante el control de la accesibilidad a la cromatina, promueve la expresién de genes
asociados a la diferenciacion y reprime los genes asociados a la desdiferenciacién (Liu et
al., 2013).

A nivel ambiental, la regulacién es mediada por factores humorales que participan
en la mantencion del fenotipo contractil, como por ejemplo el factor de crecimiento
transformante-g (TGF-B) (Frismantiene et al., 2018). Esta citoquina es fundamental en el
desarrollo y estabilidad vascular (Pardali et al., 2010). TGF-B induce la diferenciacién de
VSMC activando las vias Smad3 y p38/MAPK, que conllevan a la expresion de genes
marcadores de VSMC (Pardali et al., 2010; Tang et al., 2010). Otra proteina que mantiene
el fenotipo contractil es el factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1) que a
través de la via PI3K/Akt reprime la expresion de genes asociados a la desdiferenciacion
en VSMC (Hayashi et al., 1999).

Por otro lado, existen factores humorales capaces de inducir el fenotipo
sintético-proliferativo. El factor de crecimiento derivado de plaquetas isoforma BB
(PDGF-BB) se ha descrito como el principal factor de la desdiferenciacion de las VSMC. Es
liberado principalmente por las plaquetas, macrofagos y células endoteliales al producirse
una lesion vascular (Mack, 2011; Owens et al., 2004). Este factor es un homodimero que

se une a su receptor de tipo tirosina quinasa (PDGFR) presente en la membrana de las
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VSMC, activando la via de sefalizacién Ras/Raf/MEK/ERK e induciendo la expresion de
genes de desdiferenciacion y la represion de genes especificos de las VSMC (Frismantiene
et al., 2018; Mack, 2011). En el cambio de fenotipo inducido por PDGF-BB participan los
factores de transcripcion KLF4 y Elk-1. PDGF-BB induce la expresion de KLF4 vy la
fosforilacion de Elk-1. Ambos factores son capaces de interaccionar con SRF, impidiendo
la formacién el complejo SRF-MYOCD vy con ello inhibir la expresion de marcadores
contractiles. Estudios in vitro con VSMC de aortas de ratas (RASMC) y humanas (HASMC)
han demostrado que PDGF-BB estimula la proliferacion y migracion celular, ademas de
inducir el cambio a un fenotipo sintético-proliferativo (Li et al., 2021; Liu et al., 2019; Salabei
et al., 2013; Tan et al., 2016). También, en HASMC, PDGF-BB induce la fosforilacién de
mTOR/P70S6K y este ultimo, al ser inhibido con rapamicina, atenua el efecto de PDGF-BB
sobre la proliferacion y migracion celular, y los niveles de proteinas contractiles de las
VSMC (Liu et al., 2019).

1.5. Autofagia

La autofagia corresponde a un proceso de degradacion y reciclaje intracelular,
fundamental para la homeostasis celular, debido a que permite mediante la degradacion de
organelos dafados la obtencién de metabolitos que pueden volver a ser utilizados por la
célula (Parzych & Klionsky, 2014). La autofagia ocurre en forma basal a bajos niveles y es
inducida frente a distintos estimulos como falta de nutrientes, infecciones, estrés oxidativo,
estrés del reticulo endoplasmatico, presencia o ausencia de factores de crecimientos e
hipoxia (Mizushima et al., 2008; Yang & Klionsky, 2010). Debido a que la autofagia actua
como una respuesta protectora frente a condiciones estresantes, la desregulacién de este
proceso se encuentra relacionada con distintas patologias (Mizushima et al., 2008; Parzych
& Klionsky, 2014).

La autofagia consiste en la captura de componentes citoplasmaticos en
autofagosomas, vesiculas citosdlicas de doble membrana, que transportan los
componentes a los lisosomas. Los autofagosomas provienen de una estructura inicial
denominada fagoforo, la cual requiere del complejo Beclin1/PI13KIlI/Atg14 para su formacion
(Gatica et al., 2015; Parzych & Klionsky, 2014). El fagoforo se expande mediante la
participacion de un complejo formado por las proteinas relacionadas con la autofagia Atg5-
Atg12-Atg16 y la proteina 1 asociada al microtubulo 3 (LC3) (Gatica et al., 2015). El

alargamiento permite rodear completamente el material citoplasmatico y formar finalmente



el autofagosoma (Parzych & Klionsky, 2014; Yang & Klionsky, 2010). La membrana externa
del autofagosoma se fusiona con la membrana de los lisosomas formando el
autofagolisosoma. Las hidrolasas y el ambiente acido dentro del lisosoma permiten la
degradacion los componentes capturados y los metabolitos obtenidos son exportados al
citoplasma a través de permeasas, proteinas integradas en la membrana del
autofagolisosoma, para que sean utilizados por la célula (Mizushima, 2007; Yorimitsu &
Klionsky, 2005).

La autofagia se encuentra involucrada en distintas funciones de las VSMC, como
la proliferacién y la migracién. En varios estudios realizados en HASMC y RASMC,
demuestran que PDGF-BB induce la autofagia y que esta es requerida para la
desdiferenciacion inducida por este factor de crecimiento (Li et al., 2014; Li et al., 2021; Liu
et al., 2019; Salabei et al., 2013; Tan et al., 2016). Las VSMC tratadas con PDGF-BB por
24 y 48 horas presentan un aumento de los niveles de LC3-Il, Atg5, y autofagosomas,
marcadores que son indicativos de autofagia. Al inhibir la autofagia farmacolégicamente
usando 3-metiladenina, bafilomicina A1 y spautin-1, se reprime la adquisicién del fenotipo
sintético-proliferativo (Li et al., 2014; Salabei et al., 2013). La activacién de la autofagia
generalmente es mediada por la inhibicién de mTOR. Sin embargo, en VSMC tratadas con
PDGF-BB se observé un aumento de la fosforilacion de mTOR y con ello su activacién (Liu
et al., 2019). Esto que sugiere que la autofagia inducida por PDGF-BB es independiente de
la via mTOR (Liu et al., 2019; Salabei et al., 2013). Se ha descrito que U0126, inhibidor de
Erk1/2, disminuye la expresién de marcadores de autofagia como LC3 I/l y Atg,
demostrando asi que PDGF-BB induce la autofagia de VSMC a través de Erk1/2 (Han et
al., 2021).

La autofagia puede ser un proceso especifico, eliminando selectivamente
agregados proteicos, organelos y componentes celulares danados. En este proceso, el
componente celular especifico es reconocido por los receptores de autofagia. Estos tienen
un motivo de interaccién Atg8 o la regién comun de interaccién con LC3 (LIR) que permite
la union selectiva con las proteinas Atg8/LC3 para que se produzca el reconocimiento y la
captura de la carga al interior de los autofagosomas (Li et al., 2021). Dentro de las cargas
especificas se encuentran los peroxisomas, las proteinas ubiquitinadas, los ribosomas y las

mitocondrias (Parzych & Klionsky, 2014).



1.6. Mitocondrias y cambio de fenotipo

Las mitocondrias son organelos que tienen como principal funcién la regulacién del
metabolismo energético, se encargan de la produccion de adenosina trifosfato a partir de la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Ademas, las mitocondrias contribuyen en la biosintesis
de distintas moléculas como lipidos, acidos nucleicos y aminoacidos, regulan la apoptosis
y participan en la homeostasis del calcio en conjunto con el reticulo endoplasmico (Brand
& Nicholls, 2011). Dado que las mitocondrias cumplen un rol central en la homeostasis

celular, se encuentran estrechamente relacionadas con el cambio de fenotipo de VSMC.
1.7. Metabolismo mitocondrial y cambio de fenotipo.

Las VSMC desdiferenciadas presentan un metabolismo celular alterado, que se
caracteriza por un aumento de la glucdlisis y una disminucion de la oxidacion de la glucosa,
en conjunto con un aumento de la oxidacion de los acidos grasos (Jia et al., 2018; Shi et
al., 2020). Estos cambios en el metabolismo, lleva a un aumento de la produccion de lactato,
que se ha descrito como inductor del fenotipo sintético (Yang et al., 2017). Un estudio in
vitro realizado en VSMC de rata, describi6 que PDGF-BB disminuye la respiracion
mitocondrial, reduciendo la tasa de consumo de oxigeno y el potencial de membrana
mitocondrial a las 24 horas de tratamiento (Sanhueza-Olivares, 2017). Estos resultados
concuerdan con lo observado en las placas ateroscleréticas, en que las VSMC presentan
alteraciones en la respiracidn mitocondrial, que se manifiesta en la disminucién de
OXPHOS (Docherty et al., 2018; Shi et al., 2020). De hecho, un estudio en VSMC de los
ratones deficientes de proteina de la matriz oligomérica del cartilago, describié que el
tratamiento con un inhibidor de la OXPHOS promueve la desdiferenciacion de VSMC, que
se ve reflejado en la disminucion de los niveles de las proteinas contractiles (Jia et al.,
2018). Estos antecedentes permiten sugerir que el metabolismo mitocondrial participa en la
transicion fenotipo de las VSMC, lo que respalda la idea de que las mitocondrias son

esenciales en la modulacion del fenotipo de las VSMC.
1.8. Morfologia mitocondrial y cambio de fenotipo.

La funcién mitocondrial se encuentra directamente asociada a la estructura
mitocondrial. Este organelo modifica su morfologia de acuerdo con los requerimientos
energéticos de la célula en respuesta a estimulos ambientales (Vasquez-Trincado et al.,

2016). La dinamica mitocondrial se produce mediante el proceso de fision, fragmentacion
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de la red mitocondrial en mitocondrias pequenas, y el proceso de fusidén, unién de

mitocondrias de menor tamano formando mitocondrias mas alargadas (Luan et al., 2021).

La dinamica mitocondrial se encuentra involucrada en el cambio de fenotipo en las
VSMC, dado que el equilibrio entre la fisién y fusidon mitocondrial regula la migracién y
proliferacion celular, caracteristicas principales de las VSMC desdiferenciadas (Xia et al.,
2023). Se ha demostrado que la disminucion de la fragmentaciéon mitocondrial reduce la
hiperplasia de la intima en modelos de ratones con lesion arterial (Wang et al., 2015) .Esto
concuerda con lo observado en un modelo de hipertension pulmonar, donde el aumento de
la fision mitocondrial promueve la proliferacién de VSMC de la arteria pulmonar, mientras
que la inhibicién de la fision mitocondrial disminuye la proliferacién celular (Liu et al., 2022;
Xia et al., 2023). En la calcificacion vascular, la inhibicion de la fision mitocondrial con Mdivi-
1 reduce la adquisicion de las caracteristicas del fenotipo osteogénico de VSMC (Liu et al.,
2022). En el remodelado vascular, el fenotipo sintético-proliferativo de las VSMC se
encuentra asociado con alteraciones en la morfologia mitocondrial. Las VSMC
desdiferenciadas presentan mitocondrias fragmentadas. De hecho, se ha demostrado que
PDGF-BB induce la fision mitocondrial dependiente de proteina relacionada con la
dinamina-1, al promover la fosforilacién de esta proteina en la serina 616 y con ello estimular
su interaccion con la red mitocondrial (Salabei & Hill, 2013; Torres et al., 2016; Wang et al.,
2015). Se ha propuesto que la fisibn mitocondrial es un proceso necesario para que se
produzca la adquisicion del fenotipo sintético-proliferativo. Su inhibicion reduce la
proliferacién y la migracion celular inducida por PDGF-BB, a pesar de que no se evita la
disminucién de los niveles de proteinas contractiles (Salabei & Hill, 2013; Torres et al.,
2016).

1.9. Mitofagia

La mitofagia, o degradacion selectiva de las mitocondrias por autofagia, elimina las
mitocondrias dafadas, para su posterior renovacion por biogénesis (Pickles et al., 2018).
La mitofagia se lleva a cabo principalmente mediante dos mecanismos: mitofagia mediada
por receptores o mediada por ubiquitinacion (Onishi et al., 2021). En la mitofagia mediada
por receptores, las proteinas integradas en la membrana mitocondrial interaccionan
directamente con LC3 mediante el motivo LIR, permitiendo el reclutamiento de las
mitocondrias dafadas al autofagosoma (Killackey et al., 2020). Los principales receptores
de mitofagia identificados corresponden a BNIP3, NIX (BNIP3L), FUNDC1 y BCL2L13. La



proteina BNIP3 participa especificamente en la mitofagia inducida por la hipoxia, sus niveles
son inducidos por el factor inducible por hipoxia 1a. BNIP3 es una proteina citosélica que
se transloca a la mitocondria integrandose en su membrana externa, ademas presenta un
dominio LIR, que permiten su interaccién con LC3 (Onishi et al., 2021; Pickles et al., 2018).
NIX es una proteina mitocondrial que participa en la mitofagia durante la maduracion de los
reticulocitos, e interacciona con LC3 mediante su motivo LIR. La proteina NIX presenta una
alta homologia con BNIP3 y, al igual que este, participa en la mitofagia mediada por hipoxia
(Onishi et al., 2021; Pickles et al., 2018). En condiciones de hipoxia, FUNDC1 es fosforilada
por ULK1 y desfosforilada por PGAMS en residuos cercanos a la region LIR, lo que
estabiliza su interaccién con LC3 y promueve la mitofagia (Li et al., 2021; Onishi et al.,
2021). También se ha descrito a Bcl2L13, una proteina relacionada con la fision
mitocondrial, actia como un receptor de la mitofagia, ya que interacciona con LC3 mediante
sus motivos LIR (Onishi et al., 2021).

La mitofagia mediada por ubiquitinacion es un proceso donde el reclutamiento del
autofagosoma se produce por la ubiquitinacion de proteinas mitocondriales y su interaccion
con proteinas adaptadoras (Onishi et al., 2021). En mitocondrias funcionales, la quinasa
putativa inducida por PTEN 1 (PINK1) se dirige continuamente a las mitocondrias a través
de una secuencia de orientacién mitocondrial, donde es escindido de forma constitutiva por
peptidasas de procesamiento de matriz y romboides asociados a presenilina, y degradado
por el proteosoma (Pickles et al., 2018). Al producirse una disminucion del potencial de la
membrana mitocondrial, debido a un dafo, se reduce la degradacion de PINK1
acumulandose en la membrana externa mitocondrial mediante translocasas de la
membrana externa (TOM). PINK1 se activa mediante autofosforilacion, recluta y fosforila a
la E3-ubiquitina ligasa Parkin (Killackey et al., 2020; Onishi et al., 2021). Parkin activada
poliubiquitina varias proteinas de superficie, por ejemplo, el canal de aniones dependiente
de voltaje-1, mitofusina 1/2 y Miro 1 (Onishi et al., 2021). Estos sustratos poliubiquitinados
son reconocidos por proteinas adaptadoras, especificamente p62, OPTN, NDP52,
TAX1BP1 y NBR1, que interaccionan con LC3, permitiendo reclutar a las mitocondrias
marcadas hacia el autofagosoma (Killackey et al., 2020; Onishi et al., 2021; Pickles et al.,
2018).
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Figura 1. Esquema simplificado de las vias de mitofagia.
(A) Mitofagia mediada por receptores, especificamente BNIP3. (B) Mitofagia mediada por
ubiquitinacion, dependiente de PINK1 y Parkin. Adaptado de Parzych KR et al (Parzych
& Klionsky, 2014).



1.10. Mitofagia y VSMC

La eliminacién de mitocondrias dafiadas es crucial para la homeostasis celular, por
lo que la alteracién de mitofagia esta relacionada con varias patologias, incluidas las ECV
(Morciano et al., 2020). Las investigaciones sobre el rol de la mitofagia en las ECV se han
centrado principalmente en los cardiomiocitos y sus efectos en la insuficiencia cardiaca,
isquemia y reperfusion, entre otras, mientras que el papel de la degradacién selectiva de
mitocondrias en VSMC y en patologias vasculares no ha sido estudiado en profundidad. Se
ha descrito que la mitofagia desempefaria principalmente un rol protector al reducir las
sefales pro-apoptdticas, evitando con ello la activacion de la muerte celular inducida por
estrés oxidativo (Liu et al., 2022; Swiader et al., 2016; Xia et al., 2023). Un estudio en VSMC
humanas, ha demostrado que la mitofagia mediada por PINK1 y Parkin reduce la apoptosis
inducida por LDL oxidadas, que se ha asociado con la adquisicién de caracteristicas de
placa aterosclerotica vulnerables (Swiader et al., 2016). De este modo, la mitofagia podria
contribuir en la estabilidad de la placa aterosclerética. En un estudio realizado con un
modelo de ratén aterosclerotico, se ha propuesto que la mitofagia dentro de la lesién
ateroscleroética podria mediar el efecto protector de la melatonina en la estabilizacion de la
placa, al disminuir la produccion de especies reactivas de oxigeno y la activacién del
inflamasoma NLRP3 (Ma et al., 2018). Aunque se ha descrito que la mitofagia puede llegar
a ser perjudicial, un estudio realizado en cultivos de HASMC y en lesiones ateroscleréticas
de ratones ApoE™", ha demostrado que la mitofagia dependiente de PINK1/Parkin promueve
la proliferacion de VSMC inducida por apelin-13, por lo que podria contribuir a la formacion

y progresion de lesiones ateroscleréticas (He et al., 2019).

Si bien la mitofagia se encuentra involucrada en condiciones patoldgicas donde las
VSMC expresan un fenotipo sintético-proliferativo, y se ha demostrado que la mitofagia
regula la proliferacion y migracién de ese tipo celular, no se ha logrado establecer una
relacion directa entre la mitofagia y la modulacion del fenotipo. Hasta el momento, solo se
ha descrito que la inhibicion de la mitofagia BNI3P puede contribuir en la adquisicion de
fenotipo osteogénico de las VSMC durante la calcificacion vascular (Liu et al., 2022), pero

el rol de la mitofagia en la induccién del fenotipo sintético-proliferativo no ha sido dilucidado.
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2. HIPOTESIS

En la desdiferenciacion de las células musculares lisas vasculares de rata inducida
por el factor crecimiento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB) ocurre la activacion de

mitofagia.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la presencia de mitofagia durante la desdiferenciacion de las células

musculares lisas vasculares inducida por PDGF-BB.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar el efecto de PDGF-BB sobre la induccion de desdiferenciacion en A7r5
- Determinar el efecto de PDGF-BB sobre la induccion de autofagia en A7r5

- Determinar el efecto de PDGF-BB sobre la induccion de mitofagia en A7r5.
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5. METODOLOGIA
5.1. Reactivos y Anticuerpos

Se utilizé el PDGF-BB humano recombinante (rhPDGF-BB) PeproTech (cta
100-14B). Se utilizaron anticuerpos primarios dirigidos a PINK-1 (ab23707, 1:1000), Parkin
(ZRB 1728, 1:1000), BNIP3 (ab109362, 1:1000), p62 (ab109012, 1:1000), mtHsp70
(proteina de shock térmico 70 mitocondrial, MA3-028, 1:2000) y B-tubulina (Sigma, 1:1000).
Se utilizaron anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa de rabano anti-rabbit (1:5000) y
anti-mouse (1:5000).

5.2. Cultivo de células.

Se utilizé la linea celular A7r5, correspondiente a VSMC provenientes de la aorta
toracica de rata embrionaria. Las células se cultivaron en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% y los antibiéticos
penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 mg/mL). Las células se mantuvieron a una

temperatura de 37°C en un incubador humidificado con CO- al 5%.
5.3. Tratamientos.

Las células A7r5 se cultivaron en placas de 60 mm y 100 mm dependiendo del
experimento y se utilizaron una vez que alcanzaron una confluencia de 80%
aproximadamente. 18-24 horas antes del tratamiento, se reemplazé el medio de cultivo
suplementado con 10% FBS por medio con un contenido de 2% FBS. Se trataron con
PDGF-BB 20 ng/mL a distintos tiempos: 30 min, 1 hora, 3 horas y 6 horas en el caso de la
evaluacion de las proteinas de la mitofagia y proteinas mitocondriales, y 24 horas y 48 horas
en el caso de la evaluacion de proteinas contractiles. Se mantuvo a un grupo sin tratar que
corresponde al control negativo. Se utilizo6 como control positivo de mitofagia, el
desacoplante mitocondrial carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP). Para ello un

grupo se tratdé con 25 yM de CCCP durante 3 horas.
5.4. Aislamiento de mitocondrias.

Dado que se requeria de una gran cantidad de células para obtener un volumen
de muestra considerable, las VSMC A7r5 se cultivaron en placas de 100 mm, y se utilizaron

una vez que alcanzaron una alta confluencia. Se realizé el tratamiento con PDGF-BB como
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se describié anteriormente, utilizando 2 placas para cada condicion. Tras el tratamiento, las
células se lavaron con PBS y se rasparon. Se centrifugaron a 600 x g a 4°C durante 10
minutos, el pellet se resuspendié en 2 mL de buffer frio (Tris-MOPS 0,1 M; EGTA/Tris 0,1
M; sacarosa 1 M; pH 7,4) y se homogeneizo utilizando un homogenizador Potter-Elvehjem.
El homogenizado se centrifugd a 600 x g a 4°C durante 10 minutos. El sobrenadante se
centrifugd a 7000 x g a 4°C durante 10 minutos. Se lavo el pellet con buffer frio, luego se
resuspendi6 el sedimento en 200 pL de buffer frio y se centrifugé a 7000 x g a 4°C durante
10 minutos. El sedimento obtenido se resuspendié en el volumen de buffer que quedo tras
eliminar el sobrenadante. Una vez obtenida la solucion que contiene las mitocondrias, se

prepararon las muestras para western blot como se especifica mas adelante.
5.5. Preparacion de muestras para Western blot.

Tras el tratamiento con PDGF-BB, se realizé la extraccién de proteinas totales,
para ello las células se lavaron 3 veces con PBS frio y se les agreg6 100 uL de amortiguador
de lisis Ripa, y se guardaron las placas a -80°C. Posteriormente, se rasparon, se sonicaron
5 minutos y se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C por 10 minutos, se rescaté el sobrenadante
y se elimind el pellet. En el caso de los extractos mitocondriales, se les agregd 20 pL de
amortiguador de lisis Ripa, se sonicaron 5 minutos y se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C
por 10 minutos, se rescatd el sobrenadante y se eliminé el pellet. La cuantificacion de la
concentracion de las proteinas en cada muestra se realiz6 mediante el ensayo de BCA,
segun lo indicado en el protocolo del fabricante (Thermo Scientific™, 23225). Se
desnaturaron las proteinas, para ello se les agregé buffer de carga 4X, un volumen
correspondiente a un tercio del volumen total de la muestra y se calentaron a 90°C por 5

minutos. Las muestras se guardaron a -20°C hasta utilizarse.
5.6. Western blot.

Los niveles de proteinas mitocondriales, de autofagia, de mitofagia y proteinas
contractiles tras el tratamiento con PDGF-BB se determinaron por Western blot. La
separacion de las proteinas se realizé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-
dodecil sulfato de sodio. Para ello se cargaron entre 10 ug a 30 ug de proteinas de cada
muestra en geles al 10-12% dependiendo del marcador a evaluar. Las proteinas se
transfirieron a membranas polifluoruro de vinilideno, previamente activadas con metanol,
usando para ello transferencia semiseca de acuerdo con el protocolo del fabricante (Bio-

rad Laboratories, Inc. 1704150). Se comprobd la correcta transferencia de las proteinas a
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la membrana utilizando rojo Ponceau. Se lavaron las membranas con amortiguador Tris
salino 0,1% Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos. Se bloquearon las membranas incubando
con solucion de bloqueo (leche 5% en TBS-T) durante una hora a temperatura ambiente.
Se lavaron con TBS-T por 5 minutos. Se incubaron a 4°C durante toda la noche en una
solucion de BSA al 3% en TBS-T con anticuerpos primarios dirigidos contra las proteinas
mitocondriales (Tom20 y mtHsp70), contra las proteinas que participan en la mitofagia
(PINK, Parkin, y BNIP3) y contra proteinas contractiles (a-SMA, SM22a y calponina). Las
membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 5 minutos. Se incubaron con anticuerpos
secundarios (anti-mouse, anti-rabbit) conjugados con peroxidasa de rabanito durante 1 hora
a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con TBS-T durante 5 minutos. Se
revelaron las membranas usando el reactivo ECL (Thermo Scientific™, 32106) y el equipo
de deteccién LICOR. Se utilizé B-tubulina como control de carga en muestras de proteinas
totales y mtHsp70 como control de carga en muestras de extracto mitocondrial. La
cuantificacién de las bandas se realiz6 utilizando el programa UN-SCAN-IT (Silk Scientific

Inc).
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6. RESULTADOS
6.1 Efecto de PDGF-BB sobre la desdiferenciacion de las VSMC

Para confirmar la actividad biolégica de PDGF-BB, se evalué su capacidad de
inducir la desdiferenciacion en el modelo de estudio, A7r5. Para ello se determinaron
mediante Western blot los niveles de las proteinas contractiles especificas del musculo liso:
calponina, SM22a y a-SMA. Su disminucién es una caracteristica fundamental del fenotipo
sintético-proliferativo de las VSMC (Rzucidlo et al., 2007). Tras el tratamiento con PDGF-BB
por 24 horas y 48 horas, se observo que los niveles de a-SMA y calponina en las células
A7r5 presentaron una tendencia a la disminucion con respecto al control, alcanzando un
minimo a las 24 horas (Figura 2A-C). Mientras que los niveles de SM22a también
presentaron una tendencia a disminucién en VSMC estimuladas con PDGF-BB, pero en un
menor grado (Figura 2A y D). Estos resultados sugieren que PDGF-BB induciria la

desdiferenciacion de las células A7r5.
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Figura 2. Efecto de PDGF-BB en los niveles de a-SMA, calponina y SM22a en A7r5.

Las células A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB durante 24 y 48 horas. Se realizé
Western blot usando las proteinas totales para detectar a-SMA, calponina y SM22a. (A)
Imagen representativa de las membranas obtenidas para a-SMA, calponina, SM22a y
B-tubulina. Cuantificacion relativa respecto a B-tubulina de los niveles de (B) a-SMA, (C)
calponina, y (D) SM22a. La barra muestra el promedio de los datos (N=2). Cada dato se

muestra como un punto.
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6.2. Efecto de PDGF-BB sobre la autofagia en VSMC

Para evaluar si PDGF-BB induce la autofagia en las A7r5, se evaluaron mediante
Western blot, los niveles de p62, proteina que media la interaccién entre el autofagosoma
y el componente citoplasmatico a degradar. Los cambios en los niveles de p62 se pueden
utilizar como un marcador de autofagia, el aumento en la cantidad de esta proteina indica
un aumento moderado de la autofagia (Gatica et al., 2022). Se observo que, en las células
estimuladas con el factor de crecimiento, se detecté una tendencia moderada al aumento
en los niveles de p62 (Figura 3), sugiriendo con ello que PDGF-BB induciria la autofagia en
ATr5.
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Figura 3. Efecto de PDGF-BB sobre los niveles de p62 en A7r5.
Las células A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB durante 0, 30, 60, 180 y 360
minutos. Con las proteinas totales se realizé Western blot para detectar p62 y 3-tubulina.
(A) Imagen representativa de la membrana obtenida para p62, y [B-tubulina.
(B) Cuantificacion relativa respecto a p-tubulina de los niveles de p62. La barra muestra
el promedio de los datos (N=2). Cada dato se muestra como un punto.

6.3. Efecto de PDGF-BB sobre la mitofagia en VSMC

Con el objetivo de determinar el efecto de PDGF-BB sobre la activacion de la
mitofagia en el modelo de estudio A7r5, se evaluaron los niveles de las proteinas que
participan en la via canonica de la mitofagia PINK-1 y Parkin mediante Western blot (Li et
al., 2021). Se observo que tras el tratamiento con PDGF-BB, una tendencia al aumento de
los niveles de PINK con respecto al grupo control. A los 60 minutos de tratamiento con el

factor de crecimiento se alcanzé un maximo en los niveles que disminuyé a medida que
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aumenté el tiempo de exposicion al PDGF-BB (Figura 4). Los niveles de Parkin también
presentaron una tendencia al aumento en las células tratadas con el factor de crecimiento
con respecto al control (Figura 4). La tendencia al aumento en los niveles de ambas
proteinas es sugerente de que PDGF-BB evita la degradacion de PINK1 y con ello se

activaria la mitofagia dependiente de PINK/Parkin.

A Tiempo (min) B PINK-1 C Parkin
4+ 15
Co 30 60 180 360
PINK1 63 KDa ‘ga— § 104 . A
z £
< £ .
Parkin | o s =2 S| | 5;p, X £ 5
T 1- o
H v
B-tubulina — — w—— ammme wmme 55 KDa 0 T T T T T 0-
‘ | 0 30 60 180 360 0 30 60 180 360
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 4. Efecto de PDGF-BB sobre los niveles de PINK1 y Parkin en A7r5.

Las células A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB durante 0, 30, 60, 180 y 360
minutos. Con las proteinas totales se realizé Western blot para detectar PINK1, Parkin, y
B-tubulina. (A) Imagen representativa de la membrana obtenida para PINK1, Parkin, y
B-tubulina. (B) Cuantificacion relativa respecto de -tubulina de los niveles de PINK-1. (C)
Cuantificacion relativa respecto a 3-tubulina de los niveles de Parkin. Los datos de PINK1
corresponde a N=1. La barra muestra el promedio de los datos (N=2). Cada dato se
muestra como un punto.

Con el objetivo de mejorar el estudio de las proteinas que participan en la mitofagia,
se aislaron las mitocondrias de las células tratadas con PDGF-BB y se evaluaron los niveles
de PINK1 mitocondrial mediante Western blot. Se observé una tendencia al aumento en los
niveles de PINK-1 con el tratamiento con PDGF-BB con respecto al grupo control. Los
resultados sugieren que alcanzé un maximo a los 60 minutos de tratamiento y que
posteriormente disminuyd hasta alcanzar los niveles del grupo control (Figura 5). Al igual
que PDGF-BB, el tratamiento con CCCP durante 3 horas, utilizado como control positivo de
mitofagia, aumento los niveles de PINK-1 con respecto al grupo sin tratar (Figura 5). De
modo que es posible sugerir que PDGF-BB induciria la acumulacion de PINK-1 en la
membrana de las mitocondrias. Estos resultados sugieren que PDGF-BB activa la mitofagia
dependiente de PINK.
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Figura 5. Efecto de PDGF-BB sobre los niveles de PINK1 en extracto mitocondrial de A7r5.
Las células A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB durante 0, 30, 60, 180 y 360
minutos. Se realiz6 el aislamiento de las mitocondrias por fraccionamiento subcelular y
con ellas se realizd6 Western blot para detectar PINK1 y mtHSP70. (A) Imagen
representativa de la membrana obtenida para mtHSP70 y PINK1. (B) Cuantificacién
relativa respecto de mtHSP70 de los niveles de PINK1. Los datos corresponden a N=1.

Adicionalmente se evaluaron los niveles BNIP3, un receptor de mitofagia, que se
ha descrito anteriormente como un modulador de cambio de fenotipo de VSMC en la
calcificacién vascular (Liu et al., 2022). Se observé una tendencia al aumento en los niveles
de esta proteina en las células tratadas con PDGF-BB durante 60 minutos. Sin embargo,
sus niveles disminuyeron por debajo de los niveles de control en las células tratadas con
PDGF-BB durante 360 minutos (Figura 6). Una disminucion similar se observo en las células
tratadas con CCCP durante 180 minutos (Figura 6). Estos resultados sugieren que
PDGF-BB promueve la translocacion de BNIP3 desde el citoplasma a las mitocondrias, por
lo que PDGF-BB podria inducir mitofagia dependiente de BNIP3.
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Efecto de PDGF-BB sobre los niveles de BNIP3 en extracto mitocondrial de A7r5.

Las células A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB durante 0, 30, 60, 180 y 360
minutos. Se realiz6 el aislamiento de las mitocondrias por fraccionamiento subcelular y
con ellas se realiz6 Western blot para detectar mtHSP70 y BNIP3. (A) Imagen
representativa de la membrana obtenida para mtHSP70 y BNIP3. (B) Cuantificacién
relativa respecto a mtHSP70 de los niveles de BNIP3. Los datos corresponden a N=1.

6.4. Efecto de PDGF-BB sobre los niveles de proteina mitocondrial en VSMC

Para determinar cambios en la masa mitocondrial tras el tratamiento con PDGF-

BB, se pueden evaluar los cambios en los niveles de las proteinas mitocondriales, es por

ello se utilizé Western blot para estudiar los niveles de mtHsp70, chaperona mitocondrial

que se expresa de forma constitutiva. Se observé que, tras el tratamiento con el factor de

crecimiento, no existiria un cambio en los niveles de mtHsp70 con respecto al control

(Figura 7), sugiriendo con ello que el tratamiento con PDGF-BB en los tiempos evaluados,

no disminuiria la masa mitocondrial en las células A7r5.
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Figura7. Efecto de PDGF-BB sobre los niveles de mtHsp70 en A7r5.
Las células A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB durante 0, 30, 60, 180 y 360
minutos. Con las proteinas totales se realiz6 Western blot para detectar mtHsp70. (A)
Imagen representativa de la membrana obtenida para mtHsp70. (B) Cuantificacién
relativa de los niveles de mtHsp70. La barra muestra el promedio de los datos (N=2).

Cada dato se muestra como un punto.

20



7. DISCUSION

Una caracteristica importante de las VSMC es que presentan una alta plasticidad.
Estas células son capaces de modificar su fenotipo en respuesta a la integracion de
multiples sefales ambientales (Frismantiene et al., 2018; Owens et al., 2004; Rzucidlo et
al., 2007). La desdiferenciacion de las VSMC a un fenotipo sintético-proliferativo se asocia
a distintas patologias cardiovasculares (Chen et al., 2020; Frismantiene et al., 2018; Owens
et al., 2004; Rzucidlo et al., 2007; Sun et al., 2017). Sin embargo, los procesos que median

la adquisicién de este fenotipo todavia no se comprenden completamente.

Se ha demostrado que PDGF-BB, principal factor de desdiferenciacion induce la
autofagia y esta es requerida para el cambio de fenotipo en VSMC (Salabei et al., 2013).
Otro proceso que también participa en la modulacion el fenotipo de las VSMC es la dinamica
mitocondrial (Salabei & Hill, 2013). De hecho, se ha descrito que PDGF-BB es capaz de
promover la fision mitocondrial dependiente de Drp-1 y la inhibicién de este proceso evita
la desdiferenciacion (Salabei & Hill, 2013). Pero aun no se conoce si la mitofagia, un tipo
de autofagia selectiva de mitocondrias estaria relacionada con la modulacién del fenotipo
del VSMC. En este trabajo se estudio la mitofagia durante la desdiferenciacién de las células

musculares lisas vasculares A7r5 inducida por PDGF-BB.

Para validar el modelo de estudio utilizado, se comprobé que PDGF-BB es capaz
de inducir la desdiferenciacion en las células A7r5, para ello las células se trataron con 20
ng/mL de PDGF-BB durante 24 y 48 horas, y se evaluaron los marcadores de
desdiferenciacion. En los dos experimentos realizados, el tratamiento con PDGF-BB fue
capaz de disminuir los niveles de las proteinas contractiles calponina, SM22 y a-SMA en
las VSMC, alcanzando un minimo a las 24 horas (Figura 2). Lo anterior sugiere que
PDGF-BB induce la desdiferenciacion en las células A7r5. Sin embargo, se requiere de
aumentar el numero de experimentos para poder hacer el analisis estadistico y comprobar
si esta reduccion en los niveles de proteinas contractiles es significativa. Esta tendencia
concuerda con los resultados obtenidos por Norambuena-Soto et al. (2020) en que la
estimulacion con PDGF-BB por 24 horas redujo los niveles de proteinas contractiles en
A7r5. Es importante considerar que si bien, la disminucion del contenido de proteinas
contractiles especificas del musculo liso es wuna caracteristica de las VSMC
desdiferenciadas, la evaluacién de otras propiedades de este fenotipo permitiria confirmar

que efectivamente el PDGF-BB, en la concentracion y condiciones utilizadas en este
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trabajo, induce la desdiferenciacion en A7r5. En este sentido, el efecto de este factor de
crecimiento sobre proliferacién celular se podria evaluar a través de la determinacién de los
niveles de proteinas del ciclo celular como ciclinas y ensayo de MTT, mientras que efecto
sobre la migracion celular se podria evaluar mediante el ensayo de cierre de herida y de
camara Transwell tipo Boyden, tal como lo realizé Norambuena-Soto et al. (2020). Ademas,
se podria evaluar el impacto de PDGF-BB en la actividad sintética de las células A7r5
mediante la cuantificaciéon de las proteinas de la matriz extracelular como el colageno | y

osteopontina (Torres et al., 2016).

Si bien multiples estudios han demostrado que PDGF-BB induce autofagia en
VSMC, principalmente realizados en cultivos primarios aorta de rata (Salabei et al., 2013),
en este trabajo era importante comprobar que PDGF-BB era capaz de promover la
autofagia en el modelo de estudio A7r5. Para ello, en este trabajo se evalud los niveles de
p62 tras la estimulacion con el factor de crecimiento. p62 es un adaptador de autofagia
selectiva, capaz de interaccionar a través de su region LIR con LC3, proteina presente en
la membrana del autofagosoma, y reconocer las cargas ubiquitinadas mediante su region
UBA (Jeong et al., 2019). En los dos experimentos realizado, se observo un aumento de
p62 en las células tratadas con PDGF-BB (Figura 3). Esto sugiere un aumento moderado
de la autofagia. Estos resultados estarian en concordancia con los obtenidos en una
investigacion anterior de nuestro laboratorio en que la estimulacion con 10 nM de PDGF-BB
de las células A7r5, aumento los niveles de LC3-II (Garcia-Miguel et al., 2018). LC3-Il es la
forma activa de LC3, que se produce al conjugar LC3-I con fosfatidiletanolamina durante la
maduracién de los autofagosomas (Tanida et al., 2008). Aunque las variaciones de los
niveles tanto de p62 como de LC3-Il pueden utilizarse como marcadores de autofagia, por
si solos no son suficiente para indicar la activacion de la autofagia. Cuando se induce
autofagia en respuesta a diferentes condiciones de estrés, en muchos casos también se
incrementa la expresion de la maquinaria autofagica. Con ello los niveles proteicos de p62
y LC3-ll aumentan. Pero sus niveles disminuyen a medida que ambas proteinas se
degradan, junto al contenido del interior de los autofagolisosomas (Bjorkoy et al., 2009). Es
por ello que nuestros resultados se deben complementar con ensayos de flujo autofagico.
En estos ensayos se inhibe la formacion del autofagolisosoma, evitando la degradacion del
contenido las vesiculas autofagicas. De esta manera, se podria determinar que el
incremento de p62 tras el tratamiento se debe realmente a un aumento de la autofagia.

Ademas, para confirmar que PDGF-BB induce efectivamente la autofagia en A7r5, se
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podria estudiar la formacion de los autofagosomas mediante inmunocitoquimica, al
transfectar previamente las células con un adenovirus que expresa la proteina LC3 unida a
la proteina fluorescente verde (GFP), marcando asi a los autofagosomas, tal como lo realizé
Mondaca-Ruff et al. (2018).

Para estudiar el efecto de PDGF-BB sobre la mitofagia en VSMC, se evaluaron
mediante Western blot los cambios en los niveles de PINK1 y Parkin, proteinas que
participan en la mitofagia mediada por ubiquitinacién, que corresponde a la via mas
estudiada. Al estimular las células A7r5 con PDGF-BB, en los experimentos realizados, se
observé una tendencia al aumento en los niveles tanto de PINK como de Parkin en
comparacion con el grupo control (Figura 4). Este resultado es concordante con la idea de
que PDGF-BB seria capaz de inducir la activacion de esta via de la mitofagia en VSMC.
Esta tendencia concuerda con los resultados obtenidos por Sanhueza-Olivares (2017) en
los que también se observé que los tratamientos de 60 y 90 minutos con PDGF-BB
aumentaron de los niveles de PINK1 en A7r5. Aun asi, es necesario repetir el experimento,
para obtener resultados definitivos. También es importante destacar que al momento de
revelar las membranas se obtuvieron multiples bandas inespecificas, que dificultaron la
identificacion de la banda correspondiente a PINK-1. Debido a las complicaciones que se
presentaron al evaluar los niveles de proteinas de la mitofagia en los extractos de proteinas
totales, se realiz6 el aislamiento de las mitocondrias. Para ello se utilizé un protocolo basado
en la homogeneizacion con un homogeneizador Potter-Elvehjem y una serie de
centrifugaciones a distintas velocidades. Se midieron los niveles de proteinas de la
mitofagia en los extractos mitocondriales. Se observd una tendencia al aumento en los
niveles de PINK-1 de las muestras de A7r5 estimuladas con PDGF-BB con respecto al
control (Figura 5). Este aumento seria por la acumulacién de PINK1 en la membrana
mitocondrial externa, lo que daria cuenta de una activacion de la mitofagia. Sin embargo,
queda pendiente la evaluacién de los niveles de Parkin presentes en el extracto
mitocondrial. Con un aumento del nimero de experimentos, se podria comprobar que la
acumulacion de PINK1 inducida por PDGF-BB seria capaz de promover la translocacion de
Parkin desde citoplasma a la membrana externa mitocondrial y por ende se confirmaria que
efectivamente PDGF-BB puede induce la mitofagia dependiente de PINK1 y Parkin en
VSMC.

BNIP3 es un receptor de mitofagia que se ha comprobado que puede modular la

adquisicion del fenotipo osteogénico en VSMC durante la calcificacion vascular (Liu et al.,
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2022). Adicionalmente, se ha demostrado que un aumento de los niveles de HIF-1a y BNIP3
desencadenaria la degradacion mitocondrial en la aorta de un modelo murino de
enfermedad de Kawasaki. Esta enfermedad es una afeccidn asociada a lesiones vasculares
asociada con la aparicién de VSMC con fenotipo similar a macréfagos (An et al., 2023).
Estos antecedentes en conjunto con el hecho que PDGF-BB aumenta la expresion de
HIF-1a en células del musculo liso vascular de la arteria pulmonar (PASMC) (Xiao et al.,
2017), incrementan el interés por averiguar si BNIP3 participa en la regular de la
desdiferenciacion inducida por PDGF-BB en VSMC. En este sentido, se estudiaron cambios
en los niveles BNIP3 en los extractos mitocondriales. En este trabajo, en el unico
experimento realizado, se observé un aumento en los niveles de esta proteina en las células
tratadas con PDGF-BB durante 60 minutos, pero que disminuyeron al aumentar la duracion
del tratamiento con PDGF-BB (Figura 6). Este resultado sugiere que PDGF-BB induce la
translocacion de BNIP3 desde el citoplasma a la membrana externa de las mitocondrias, lo
que sugeriria que podria activar la mitofagia dependiente de BNIP3. Si bien este resultado
corresponde a un dato preliminar, respalda la idea de continuar estudiando el efecto PDGF-
BB en la mitofagia mediada por el receptor BNIP3, sobre todo considerando que en un
estudio realizado en cultivos primarios de VSMC de aorta de humanos, la estimulacién con
PDGF-BB no fue capaz de inducir un aumento de los niveles de PINK1 y Parkin (Sanhueza-
Olivares, 2017).

Para evaluar el efecto de PDGF-BB en la masa mitocondrial, se midieron los
niveles de proteina mitocondrial Hsp70. Al estimular a las células A7r5 con PDGF-BB, en
dos experimentos realizados, no se observaron cambios en el contenido de esta proteina
independiente del tiempo de tratamiento (Figura 7). Lo anterior puede deberse a que los
intervalos de tiempo evaluados eran muy cortos para que fuera posible observar los efectos
de la activacion de la mitofagia sobre las mitocondrias. Sin embargo, estos resultados
contrastan con los obtenidos en una investigacion previa, en que la estimulacion de las
células A7r5 con PDGF-BB durante 60 y 90 minutos disminuy6 significativamente los
niveles de las proteinas mitocondriales SDH y MTCO1 (Sanhueza-Olivares, 2017). Es
importante considerar que el proceso de mitofagia es precedido por la fision mitocondrial,
la cual permite segregar las zonas de las red mitocondrial disfuncionales, que presenta una
disminucion del potencial de membrana, para su degradacion evitando que el resto de la
red se vea comprometido, de modo que la fragmentacién de este organelo es asimétrica,

lo que podria explicar en parte la diferencia en la temporalidad de degradacion de las

24



proteinas mitocondriales (Zorov et al., 2019). Es por ello que se debe volver a realizar el
experimento con tiempos de tratamiento mayores. También es recomendable medir los
niveles de otras proteinas mitocondriales como SDH, MTCO1 y Tom20. Si bien los niveles
de proteinas mitocondriales pueden ser un indicio de cambios en la masa mitocondrial, la
disminucioén del contenido de estas proteinas no implica necesariamente cambios en la
masa mitocondrial. De hecho, el contenido de proteinas mitocondrias en VSMC puede
variar por distintos estimulos sin que se produzca la degradacion de este organelo (Paredes
et al., 2020). En este sentido, para confirmar una reduccion en la masa mitocondrial frente
a PDGF-BB, la disminuciéon de proteinas mitocondriales se debe considerar en conjunto
con la disminucién otros parametros como la cantidad de ADN mitocondrial o

complementado con otras técnicas como la citometria de flujo usando Mitotracker Green.
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8. CONCLUSIONES

Con los datos obtenidos hasta el momento, es posible concluir que:

PDGF-BB induciria desdiferenciacion de células A7r5, lo que se ve reflejado en la
disminucion del contenido de proteinas contractiles calponina, a-SMA y SM22 en
las células tratadas con 20 ng/mL de PDGF-BB.

PDGF-BB induciria la autofagia de las células A7r5, dado que se observd un
aumento moderado de los niveles de p62, marcador de autofagia, en las células

tratadas con el factor de crecimiento.

PDGF-BB induciria la mitofagia, dado que se observé una tendencia al aumento en
los niveles de las proteinas PINK1 y Parkin en las células estimuladas con
PDGF-BB. Estos resultados sugieren que este factor de crecimiento promoveria la
acumulacion de PINK1 en la membrana mitocondrial y con ello la activacion de la

degradacién mitocondrial.

PDGF-BB podria producir un aumento de los niveles de BNIP3 en las mitocondrias
aisladas, lo que sugiere que el receptor BNIP3 podria también participar en la

potencial mitofagia inducida por PDGF-BB durante la desdiferenciacién de las A7r5.

Con los resultados obtenidos en este trabajo seria posible sugerir que durante el

proceso de la desdiferenciacion de la linea celular de las VSMC de aorta de rata A7r5

inducida por el factor derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB), se produce la activacion de la

mitofagia mediada por PINK y Parkin, y probablemente también BNIP3. Sin embargo, se

requiere continuar realizando experimentos relacionados principalmente a la evaluacion de

la masa mitocondrial tras el tratamiento con PDGF-BB.
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