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RESUMEN 

Angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)] es un nonapéptido derivado del sistema 

renina-angiotensina no canónico cuyo efecto cardioprotector está mediado a 

través de su unión al receptor de angiotensina subtipo 2 (AT2R) y su posterior 

activación. Si bien Ang-(1-9) muestra resultados promisorios en modelos 

experimentales, una potencial intervención farmacológica con este péptido 

presenta desventajas importantes, entre ellas una corta vida media en el plasma. 

Para superar esta limitación, en este trabajo se propuso la utilización de un 

péptido-mimético de Ang-(1-9) utilizando la estrategia retroenantio para la 

síntesis del retroenantiómero de Ang-(1-9) denominado RE-Ang-(1-9). Los 

análisis estructurales mediante dinámica molecular (MD), dicroísmo circular (CD) 

y resonancia magnética nuclear (RMN) mostraron que RE-Ang-(1-9) tendría una 

conformación extendida y flexible. Más adelante, estudios in silico de los 

complejos ligando-receptor sugieren que las cadenas laterales de Ang-(1-9) y 

RE-Ang-(1-9) tienen orientaciones similares, compartiendo interacciones 

descritas como críticas al interior del sitio ortostérico del AT2R. Además, RE-Ang-

(1-9) adoptaría una conformación cerrada en la cavidad, similar a la de un 

“péptido cíclico”. Posteriormente, al evaluar la actividad biológica del RE-Ang-(1-

9) en un modelo de isquemia/reperfusión ex vivo se muestra un efecto 

cardioprotector, reduciendo el tamaño de infarto significativamente de 39 ± 2% a 

un 12 ± 3% respecto del grupo control. Por otra parte, una variante cíclica del RE-

Ang-(1-9) [cRE-Ang-(1-9)] mostró preliminarmente un efecto detrimental sobre el 
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tejido cardiaco. En conjunto, estos resultados sugieren que RE-Ang-(1-9) tiene 

un efecto cardioprotector, dando indicios de una potencial relación estructura-

actividad contribuyendo a las bases de la selectividad funcional de AT2R. 
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SUMMARY 

Angiotensin-(1-9) [Ang-(1-9)] is a nonapeptide derived from the non-

canonical renin-angiotensin system whose cardioprotective effect is mediated 

through its binding to the angiotensin receptor subtype 2 (AT2R) and its 

subsequent activation. Although Ang-(1-9) shows promising results in 

experimental models, a potential pharmacological intervention with this peptide 

has important limitations, including a short half-life in plasma. To overcome this 

problem, this work proposed the use of an Ang-(1-9) peptide-mimetic using the 

retroenantio strategy for its synthesis called retroenantiomer Ang-(1-9) (RE-Ang-

(1-9)). Structural analyzes by molecular dynamics (MD), circular dichroism (CD), 

and nuclear magnetic resonance (NMR) showed that RE-Ang-(1-9) would have 

an extended and flexible conformation. Further in silico studies of the ligand-

receptor complexes suggest that the side chains of Ang-(1-9) and RE-Ang-(1-9) 

have similar orientations, sharing interactions described as critical into the AT2R 

orthosteric site and RE-Ang-(1-9) would adopt a closed conformation into the 

binding cavity, similar to a cyclic peptide. RE-Ang-(1-9) biological activity showed 

a cardioprotective effect in an ex vivo ischemia/reperfusion model, reducing 

infarct size from 39 ± 2% % to 12 ± 3%. On the other hand, a cyclic variant of RE-

Ang-(1-9) [cRE-Ang-(1-9)] showed a detrimental effect on cardiac tissue. Taken 

together, these results suggest that RE-Ang-(1-9) has a cardioprotective effect via 

AT2R showing potential clues related to functional selectivity and structure-activity 

relationship.                                                                                                       
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Infarto agudo del miocardio (IAM) 
 

Las patologías cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte a 

nivel mundial. De acuerdo con las cifras de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) en el año 2012, 17,5 millones de defunciones fueron reportadas por este 

tipo de trastornos, siendo el infarto agudo del miocardio (IAM) la cardiopatía con 

mayor frecuencia, con aproximadamente 7,4 millones de muertes alrededor del 

mundo. Esta cardiopatía de tipo isquémica se caracteriza por la oclusión de 

arterias coronarias, las cuales son las encargadas proveer sangre al miocardio. 

La obstrucción del flujo sanguíneo deriva en la muerte de los cardiomiocitos, 

ocasionando una lesión irreversible en el corazón. El desarrollo del IAM se ve 

favorecido por el estrechamiento (estenosis) de las arterias coronarias que 

corresponde a un proceso de formación de colágeno, acumulación de lípidos y 

células inflamatorias. Con respecto al tratamiento, usualmente se lleva a cabo 

mediante el uso de trombolíticos, o a través del restablecimiento del flujo 

sanguíneo por medio de una intervención quirúrgica (angioplastia). No obstante, 

como consecuencia de este procedimiento, el cuadro de isquemia seguido por la 

reperfusión del tejido cardiaco es a menudo asociado con la activación de una 

cascada de señalización deletérea, de este modo el infarto sufrido puede verse 

aumentado hasta en un 50% proporcionando un daño crítico en el órgano. Si bien 

los avances en cuanto al tratamiento del IAM son promisorios, nuevos blancos 

farmacológicos son requeridos para la prevención de la lesión por eventos de 
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isquemia-reperfusión (I/R), cuya característica principal es el incremento de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y el subsecuente daño oxidativo. 

1.2 I/R y daño producido por ROS 
 

Un extenso número de estudios indican que, aunque la revascularización sea 

restablecida, una parte significativa de muerte celular es inducida 

paradójicamente, por la propia restauración del flujo. El fenómeno denominado 

síndrome de daño por reperfusión, ha sido explorado en diversos modelos 

experimentales [1-3]. Asimismo, se entiende que luego del IAM, recuperar el 

control de la homeostasis iónica es de suma importancia, debido a que el 

desequilibrio promueve la muerte de los cardiomiocitos [4-6]. Este tipo de muerte 

se produce durante los primeros minutos de la restauración del oxígeno y del flujo 

sanguíneo [7]. A continuación, se revisarán brevemente algunos de los 

mecanismos descritos para los eventos involucrados en la patogénesis. 

Una serie de cambios bioquímicos y metabólicos en el tejido miocárdico 

ocurren debido a la privación de oxígeno y nutrientes durante la isquemia. El daño 

a nivel mitocondrial y carencia de ATP conducen a la disfunción en la capacidad 

contráctil del miocardio [6]. La glicólisis se lleva a cabo en ausencia de oxígeno, 

acumulando lactato intracelular y acidificando el medio extracelular [8-10]. 

Posteriormente, las bombas de Na+-H+ son activadas, liberando H+ al medio 

extracelular a cambio de la entrada de moléculas de Na+. De este modo la función 
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de la bomba de la ATPasa de Na+/K+ contribuye al aumento intracelular de iones 

Na+ y Ca+ [9, 10]. 

Luego del restablecimiento del flujo sanguíneo, los niveles de oxígeno 

aumentan considerablemente, el efecto producido por esta alza conlleva a un 

incremento de ROS, generado por el daño por reperfusión [5, 6, 11, 12]. Entre 

fuentes generadoras de ROS se encuentran: a) La transformación, mediada por 

proteasas dependientes de Ca+2, de la xantina deshidrogenasa en xantina 

oxidasa, que en presencia de O2 durante la reperfusión oxida la hipoxantina a 

ácido úrico con generación del radical anión superóxido (O2
.) y peróxido de 

hidrógeno (H2O2). B) La actividad de la NADPH oxidasa (NOX) en la mitocondria 

cataliza la transferencia de un electrón desde el NADPH hacia el O2 formando 

O2
.. rápidamente convertido en H2O2, derivando en la formación de ácido 

hipocloroso (HOCl) y radical hidroxilo (OH.), el cual puede interactuar con lípidos, 

DNA y proteínas produciendo daño a nivel celular [7, 10, 13]. Por otro lado, los 

mecanismos de defensa para contrarrestar el incremento de ROS intracelular 

pueden ser clasificados como enzimáticos: principalmente a través de la actividad 

de superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), y glutatión peroxidasa (GSH-

Px), estas enzimas establecen una primera barrera de defensa ante el daño 

oxidativo [13-15]. Mientras que los no enzimáticos comprenden moléculas como 

glutatión reducido (GSH), cisteínas y otras moléculas que también pueden ser 

incorporadas por medio de una vía exógena [5, 6, 11, 12].  
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El daño por isquemia-reperfusión ha sido ampliamente estudiado [7], 

describiéndose arritmias por reperfusión, daño microvascular, atontamiento en el 

miocardio y muerte celular [1, 3, 8-10]. El desbalance entre los mecanismos 

antioxidantes y ROS conlleva a la activación de procesos inflamatorios, acidosis 

celular, desorganización del citoesqueleto y eventos de apoptosis, necrosis y 

necroptosis, entre otros [5, 16]. Entender los mecanismos involucrados en 

eventos de I/R es clave para descubrir y explorar nuevos blancos terapéuticos. 

Es así, como la intervención del eje renina-angiotensina clásico se ha convertido 

en los últimos años en un campo promisorio para la implementación de nuevas 

estrategias farmacológicas [17, 18]. 

1.3 Sistema renina-angiotensina (SRA) clásico o canónico 
 

El sistema renina-angiotensina (SRA) cumple un rol importante sobre el daño 

en el tejido miocárdico en eventos de I/R [19-21]. Brevemente, de acuerdo con la 

vía canónica de este sistema, se llevan a cabo una serie de cortes proteolíticos, 

en primer lugar, a partir del angiotensinógeno [20, 22-25], una glicoproteína de 

452 aminoácidos sintetizada en el hígado [26, 27]. Este angiotensinógeno es 

hidrolizado por la renina dando origen a la angiotensina I (o angiotensina-1-10)), 

decapéptido inactivo y que es sustrato de la enzima convertidora de angiotensina 

I, (ECA) generando la angiotensina II (o angiotensina-(1-8)) [20, 28] (Figura 1). 

Diversos estudios sugieren que angiotensina II (Ang II) tendría un efecto 

deletéreo sobre el tejido cardiaco, aumentando la acidosis dentro del 
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cardiomiocito e induciendo muerte celular in vitro [29] y daño oxidativo [30]. Ang 

II ejerce una acción vasoconstrictora a través de su unión al receptor de 

angiotensina II subtipo I (AT1R) [31, 32]. Existe una relación entre AT1R y el daño 

al miocardio en modelos ex vivo e in vivo [29, 33, 34]. Además, Ang II modularía 

positivamente la expresión del AT1R [35]. De forma concomitante, la expresión 

del receptor AT1 aumenta inmediatamente post-I/R, contribuyendo a la disfunción 

cardiaca [36]. Adicionalmente, diversos estudios muestran que este efecto se 

encuentra estrechamente regulado por ROS a través de un feedback positivo [37, 

38]. Por ejemplo, el tratamiento de fibroblastos cardiacos con H2O2 induce 

significativamente la síntesis de Ang II con un subsecuente aumento de la 

expresión de los receptores AT1 [38]. De esta forma, los datos son concluyentes 

respecto al desarrollo de una señalización patológica mediada Ang II a través de 

AT1R [38, 39]. La vía de señalización del AT1R se encuentra acoplada a la 

activación de otras vías mediadas por receptores de tipo tirosina quinasa (RTK), 

MAPK como también transductores y factores de transcripción (por ej. JAK-

STAT) [40, 41]. La activación del AT1R durante I/R modula la actividad de canales 

iónicos a través del complejo βγ de la proteína G con la producción de ROS 

mediante la activación del complejo NADPH oxidasa [41]. Es por esta razón que 

las terapias farmacológicas actuales, están orientadas a la supresión de la vía 

canónica del SRA, por medio de inhibidores de la ECA (iECA) y el uso de 

antagonistas del AT1R  [42-48]. No obstante, nuevos antecedentes indican la 

participación de elementos no-canónicos del SRA, cuyos efectos muestran 
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funciones antagónicas a los reportados por medio de la vía SRA clásico, entre 

los que destacan procesos enzimáticos que participan en la producción de 

variantes de angiotensina [28, 49, 50]. Como es el caso de angiotensina (1-9) 

(Ang-(1-9)) [50-52], el que será revisado a continuación. 

1.4. Angiotensina-(1-9) 
 

Ang-(1-9) corresponde a un péptido de 9 residuos (H2N-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-

His-Pro-Phe-His-COOH) [31, 53]. Este péptido se genera a partir de la hidrólisis 

de la leucina terminal de angiotensina I por medio de la ECA2 [54]. Se ha descrito 

que Ang-(1-9) tendría una función contrarreguladora de los efectos reportados 

para Ang II [55, 56]. Drummer et al. (1990) observaron que el tratamiento crónico 

con iECA disminuye los niveles de Ang II y de manera concomitante, la estrategia 

favorecería un aumento de los niveles de Ang-(1-9) [56]. Estos resultados 

sugieren la existencia de un efecto favorable y complementario de Ang-(1-9) 

sobre el tejido cardiaco. Posteriormente, se observó que la administración crónica 

de Ang-(1-9) tiene un efecto hipotensor, reduciendo la presión arterial sistólica y 

evitando el daño cardiovascular, mejorando también la función cardiaca 

endotelial, el remodelado del tejido cardiaco y disminuyendo los niveles de ROS 

en ratas hipertensas a través de un mecanismo mediado por el receptor de 

angiotensina tipo 2 (AT2R) [31]. Se obtuvo resultados similares en modelos 

murinos de hipertensión pulmonar [51, 57]. La administración crónica de Ang-(1-

9) presentó un efecto antifibrótico, que regula negativamente los niveles de 
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moléculas proinflamatorias y la expresión de factores proapoptóticos [51] (Figura 

1).    

En relación con lo anterior, la señalización celular y los efectos dependientes 

del AT2R se encuentran menos documentados que los de AT1R. Sin embargo, se 

le ha podido asociar efectos vasodilatadores, anti-proliferativos y anti-

inflamatorios [52, 53, 58-60]. Varios estudios han concluido que el AT2R también 

regula la presión arterial, hipertrofia, fibrosis cardiaca y la muerte celular posterior 

al IAM [60]. Por lo que los efectos dependientes de la vía no canónica de SRA a 

través de AT2R, tendrían una función cardioprotectora [58]. 

 

 

Figura 1. Sistema renina-angiotensina (SRA).  Se destaca el rol de 
angiotensina II sobre AT1R (Vía clásica) y Ang-(1-9) sobre AT2R (Vía alternativa). 
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1.5  Angiotensina-(1-9) en I/R y señalización vía AT2R 
 

La lesión producida durante por la I/R desencadena una serie de respuestas 

adaptativas que tienen como objetivo el recambio del tejido dañado, además de 

cambios en la función celular (reprogramación transcripcional) que derivan en 

señales de muerte celular por apoptosis y/o necrosis en el miocardio [61, 62]. 

Desde esta perspectiva, la acción de Ang-(1-9) a través de la unión con el AT2R 

se convierte en una alternativa viable para futuras investigaciones [63-67]. 

Algunos estudios han evaluado la actividad cardioprotectora de Ang-(1-9) en 

modelos de I/R [59]. En primera instancia, se ha descrito que los niveles 

circulantes de Ang-(1-9) se  incrementan en etapas tempranas a eventos de I/R 

in vivo [68]. Más tarde, al utilizar una estrategia de precondicionamiento con Ang-

(1-9) en ratas sometidas a isquemia a través de la ligadura de la arteria 

descendente anterior izquierda, se observó que el tamaño de infarto disminuye 

significativamente [59]. Para entender los mecanismos que median este efecto 

cardioprotector, es necesario revisar 4 aspectos que modulan la respuesta: 1) La 

estructura del receptor AT2. 2) Los mecanismos de activación del receptor. 3) El 

crosstalk con AT1R y 4) La señalización río abajo del AT2R. 

1.6  Estructura del receptor AT2  
 

El receptor AT2 comparte un 34% de identidad aminoacídica con el AT1R 

y su estructura corresponde a la de un receptor acoplado a proteína G (GPCR) 

[69, 70]. La arquitectura general del AT2R comprende 7 segmentos 
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transmembrana (hélices I -VII) y una hélice intracelular anfipática (H8). Análisis 

cristalográficos del AT2R determinaron que el dominio H8, dependiendo de su 

posición, podría impedir el acoplamiento de la proteína G, así como también la 

unión con β-arrestina que media su internalización [71]. Estudios posteriores 

lograron cristalizar la estructura del AT2R unido a Ang II (Figura 2), de esta forma 

se observaron las principales interacciones ligando-receptor conservadas entre 

los receptores AT1 y AT2 como, por ejemplo. Tyr1032.63, Arg182ECL2, Lys2155.42, 

Asp2796.58 y Asp2977.32. Además, se identificó la participación de los residuos 

críticos dentro del domino de unión a ligando de AT2R como lo son Met1283.36, 

Trp2696.48, Phe2726.51, Tyr1042.64, Phe3087.43, que podrían favorecer respuestas 

diferenciales entre ambos receptores [72]. Del mismo modo, algunas 

publicaciones sugieren que la función del AT2R estaría estrechamente 

relacionada con el tipo de ligando acoplado al sitio de unión [71, 73, 74]. De 

acuerdo con lo anterior, se desconoce qué tipo de interacciones se producirían 

dentro de este dominio con un ligando como Ang-(1-9).  
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Figura 2.  Complejos s-Ang II- AT2R (izquierda) Ang II-AT2R (derecha) 
(modificado de Asada et al.,2019 y Asada et al., 2020 respectivamente). La 
estructura cristalina muestra la inserción de s-Ang II dentro del bolsillo del AT2R, 
interactuando con los segmentos de transmembrana TM2, TM5, TM6, TM7 y el 
loop extracelular 2 (ECL2). El péptido s-Ang II se orienta dentro del sitio 
ortostérico del AT2R, exponiendo la porción N-terminal hacia la región 
extracelular, dejando la porción C-terminal hacia el fondo del bolsillo. De igual 
forma la unión de Ang II dentro del bolsillo de AT2R deja expuesta la porción N-
terminal del péptido (Asp1, Arg2). Además, se muestran las principales 
interacciones dentro del sitio ortostérico del AT2R (derecha). Se destacan los 
contactos polares entre los residuos del receptor y las cadenas laterales de Ang 
II (línea discontinua), los residuos conservados con el AT1R (en verde) y también 
la identificación de residuos críticos para la activación del AT2R (marcados con 
rojo). 
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1.7  Mecanismos de activación del AT2R  
 

Como se mencionó anteriormente, las estructuras cristalizadas de AT2R 

disponibles corresponden a complejos formados con Ang II y análogos como s-

Ang II [1Sar, Ile8] y moléculas pequeñas. De igual forma, estas moléculas 

muestran actividad en AT1R y AT2R. Estos datos en conjunto con modelos de 

dinámica molecular de nivel atómico han mostrado evidencia de potenciales 

mecanismos de activación en el AT2R, encontrándose ciertas similitudes con el 

AT1R [72, 75-77]. Así, para comprender estos mecanismos de activación en AT2R 

se hace necesario establecer un paralelismo con el AT1R. 

El espacio intracelular de estos GPCRs clase A se encuentra altamente 

conservado en residuos como Arg3.50, Tyr7.53 y menos conservados en el sitio 

de unión a ligando, antecedente que sugiere una serie de interacciones 

específicas que estabilizarían conformaciones diferentes en el espacio 

intracelular. Hasta la fecha no se han identificado cuáles son estas 

conformaciones y de qué forma los diferentes ligandos podrían inducirlas. El uso 

de simulaciones a gran escala sugiere que el acoplamiento del AT1R a las dos 

vías (proteínas G y β-arrestinas) se realiza a través de dos conformaciones 

distintas del AT1R y que los ligandos extracelulares favorecen una u otra 

conformación [76]. Además, las estructuras cristalizadas del AT1R unidas a los 

ligandos con diferentes perfiles selectivos muestran cambios conformacionales 

dentro y alrededor del bolsillo del receptor de acuerdo con lo observado en 
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simulaciones [77]. El receptor AT1 tiene una señalización canónica bien descrita. 

Sin embargo, el AT2R no muestra estas características clásicas de señalización 

de GPCRs [78]. Estudios recientes sugieren características estructurales que 

podrían explicar el bajo acoplamiento con proteínas G, la falta de fosforilación por 

quinasas y la desensibilización posterior a la unión de Ang II [71, 72, 78]. En todos 

los GPCRs en los cuales el estado activo e inactivo han sido determinados, se 

muestra una clara transición conformacional entre ambos. Esta transición es 

similar en el espacio intracelular y el sitio de unión a ligando. Esto sugiere que 

los péptidos derivados de angiotensina I como por ejemplo Ang II o Ang-(1-7) 

entre otros, podrían unirse al AT1R y/o AT2R, generando respuestas diferenciales 

río abajo resultando en distintos mecanismos de activación, pero llevando a 

cambios conformacionales similares. 

Por otro lado, ligeras modificaciones en Ang II pueden resultar en un 

agonismo selectivo a través de una señalización por proteína G o β-arrestina en 

AT1R, pudiendo modular una mayor o menor respuesta a través de estas dos 

vías en comparación con Ang II. En particular, la alteración de su C-terminal Phe8 

atenúa la señalización mediada por Gq, pero no el acoplamiento de β-arrestina 

[77]. El desarrollo de ligandos selectivos para β-arrestina incrementaría la 

contractilidad cardiaca evitando los efectos hipertensivos no deseados.  El modo 

de unión de Ang II y s-Ang II es similar en los AT1R y AT2R [72, 75, 77]. Las 

principales diferencias se encuentran en la región extracelular. En el complejo 

AT1R-s-Ang II, las cadenas laterales de Ile5 y Val3 del péptido se orientan en la 
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misma dirección y muestran interacciones hidrofóbicas con Tyr92ECL1, Ile172ECL2 

y Ala181ECL2; mientras los residuos de Arg2, Tyr4, His6 y el carboxilo terminal de 

la molécula, apuntan hacia el lado opuesto en el dominio de unión a ligando a 

través de interacciones polares. El extremo carboxilo de Ile8 o Phe8 en ambos 

octapéptidos, interactúan con la cadena lateral de Tyr4. 

Comparado con el AT2R, el extremo N-terminal del AT1R se encuentra 

plegado hacia el loop extracelular 2 (ECL2), originando un espacio para la unión 

de la 1Sar y permitiendo una ubicación más profunda de Arg2 dentro de la 

cavidad. Tanto Ang II como s-Ang II se unen a los receptores con el extremo N-

terminal expuesto hacia el espacio extracelular. Por su parte, Ang II exhibe el 

extremo C-terminal orientado hacia el fondo del bolsillo de tal modo que la cadena 

lateral de Phe8 se mantiene flexible e inserta en el área hidrofóbica del sitio 

ortostérico. Aparentemente, existen diferencias entre la orientación de las 

cadenas laterales especialmente en el fondo del bolsillo donde residuos como 

Leu1123.36 en AT1R y Met1283.36 de AT2R tienen un papel en la activación del 

receptor [58, 79]. Luego de la unión, se han descrito cambios conformacionales 

en un área conocida como el candado interno, el cual es esencial para la 

estabilización de la conformación inactiva del AT1R (Asn1113.35-Asn2957.46) [80]. 

Este candado no se encuentra en el AT2R (Asn1273.35-Ser3117.46). No obstante, 

esta característica podría entregar información sobre las bases moleculares de 

la actividad basal observada en el AT2R. Los complejos cristalizados del AT1R 

unidos a análogos de angiotensina con perfiles selectivos muestran una 
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orientación similar de unión, a pesar de las variaciones en la posición de los 

residuos 1 y 5 de los péptidos. Los estudios no advierten una alteración 

significativa de las interacciones con el receptor, lo cual es refuerza la idea de 

que los cambios en estos residuos no serían necesarios para cambiar la 

respuesta río abajo generada por la unión de Ang II al receptor [77]. Por otro lado, 

se ha descrito diferencias sustanciales entre la unión de Ang II y el reclutamiento 

de β-arrestina, el cual ocurre en el fondo del sitio ortostérico del receptor, cuyos 

residuos interactúan con la porción C-terminal del ligando. Otros estudios indican 

que disminuyendo el tamaño de la región C-terminal de Ang II se favorece la 

activación de la vía a través de β-arrestina. Sin embargo, cabe destacar que la 

longitud de ligando no es el único factor a determinante para la selectividad 

funcional del receptor [76]. Se ha reportado que anillos aromáticos en el extremo 

C-terminal se orientan de forma vertical, favoreciendo una conformación 

intracelular alternativa [76]. A su vez, el papel de las cadenas laterales en la 

posición 8 de Ang II o s-Ang II y sus efectos en la señalización selectiva a través 

de β-arrestina o proteína G también se ha sugerido. La sustitución en esta 

posición puede dar como resultado un agonista parcial para la señalización vía 

Gq [72]. El residuo de Phe8 en Ang II y en otros agonistas totales activan 

eficientemente la señalización por medio de Gq mientras que una sustitución por 

Ala o incluso deleciones en esta misma posición, da como resultado el 

reclutamiento de β-arrestina [77]. El residuo de Arg2 de Ang II unido al bolsillo de 

AT2R muestra dos interacciones de tipo puente salino con los residuos Asp2796.58 
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y Asp2977.32, los cuales se encuentran conservados en el AT1R (Asp2636.58 y 

Asp2817.32 respectivamente). La cadena lateral de Arg2 parece tener un rol 

importante en la afinidad del ligando con AT2R. Pentapéptidos que carecen de 

este grupo guanidinio disminuyen su afinidad con el AT2R [81]. Los oxígenos del 

grupo carbonilo de Ile5 forman un puente de hidrógeno con Tyr1032.63, mientras 

que los oxígenos del grupo carbonilo de His6 y Pro7 forman un puente de 

hidrógeno con el grupo guanidinio de Arg182ECL2, el cual ha sido descrito como 

un resido crítico de unión. El grupo imidazol de la cadena lateral de His6 forma 

un puente de hidrógeno que con Tyr1042.64. Por otra parte, la porción C-terminal 

de Phe8 forma un puente salino con Lys2155.42 este residuo se encuentra 

conservado en AT1R (Lys1995.42). Además, estudios de mutagénesis han descrito 

a este residuo como un punto clave para la activación del AT1R [82]. Si bien los 

datos experimentales, en complemento con la información obtenida de los 

sistemas teóricos han dado luces sobre los mecanismos de activación del AT2R 

contrastándolos con el funcionamiento de AT1R, las bases moleculares del 

agonismo selectivo del AT2R permanecen sin estar del todo claras. Más aún, se 

desconoce cómo Ang-(1-9) se uniría a AT2R o si este ligando pudiese interactuar 

también con el sitio ortostérico del AT1R, activando alguna vía de señalización 

alternativa. Dado estos antecedentes se hace relevante revisar la respuesta del 

AT2R dentro del contexto de la comunicación cruzada con AT1R. A continuación, 

se revisará brevemente la relación de la respuesta AT1R-AT2R.  
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1.8  Crosstalk entre AT2R y AT1R 
 

Distintos trabajos sugieren un crosstalk entre el AT2R y el AT1R [32, 83-86]. 

En células renales, el uso de agonistas del AT2R reprime la expresión del AT1R 

a través de una vía dependiente de óxido nítrico/cGMP/Sp1 [87]. El receptor AT2 

actúa como un regulador negativo de la función del AT1R [88]. Paralelamente, 

AT2R puede formar heterodímeros con el AT1R [20]. La interacción AT2R-AT1R 

produce la inhibición directa del AT1R [20]. Un mecanismo descrito para AT2R 

consiste en la activación de fosfatasas que apagan las vías de señalización 

activadas por el AT1R, las cuales fueron mencionadas  anteriormente [89] . De 

esta manera procesos como la proliferación celular, diferenciación, activación de 

fibroblastos y procesos proapoptóticos son inhibidos a través de este mecanismo 

[61, 66, 90, 91]. Aunque ambos receptores estimulan la fosforilación de ERK 1/2, 

las células que expresan sólo AT1R, la vía MAPK inducida por EGF aumentó en 

presencia de Ang II de forma sinérgica [86]. En contraste, se determinó que las 

células que expresaban solo AT2R muestran una reducción de la activación de 

ERK inducida por EGF[85, 86]. En fibroblastos que expresan AT1R-AT2R, Ang II 

potencia la activación de ERK inducida por EGF [86]. Así, la ocurrencia de un 

mecanismo regulatorio funcional entre AT1R y AT2R, y el crosstalk entre los 

receptores de Ang II y los receptores que promueven el crecimiento, puede 

explicar aún más los mecanismos de la fisiopatología del daño cardiovascular en 

función de la activación del eje SRA [92]. Descubrir nuevos mecanismos para 

entender la fisiopatología y farmacología de los receptores de Ang II, es una tarea 
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aún inconclusa para encontrar terapias específicas y selectivas para protección 

cardiovascular. 

1.9  Mecanismos de señalización 
 

En cardiomiocitos, Mendoza et al., (2018) determinaron que Ang-(1-9) 

actúa a través AT2R activando Akt [59]. Previamente se ha descrito que la vía 

PI3K/Akt tiene un efecto cardioprotector en ratas diabéticas sometidas a eventos 

de I/R [93]. Este antecedente guarda relación con lo observado en reportes de 

I/R en células renales [94]. Brevemente, se estableció que la activación de Akt 

(pAkt) modula positivamente los niveles de Nrf2 y consecutivamente se registra 

un aumento significativo en la expresión de HMOX1 luego de 1 h de privación de 

oxígeno, lo que favorece procesos de evasión de muerte celular [94]. Este 

mecanismo ha sido evidenciado también en modelos de I/R en tejido nervioso, 

mediante una vía dependiente de PI3K/Akt que reduce el tamaño de infarto in 

vivo [94-96] (Figura 3). Esta vía señalización cumple un rol crucial en la 

regulación de la sobrevida celular, mostrando efectos directos sobre estímulos 

que inducen apoptosis [97]. Se conoce que Akt suprime directamente por 

fosforilación la acción de proteínas proapoptóticas de la familia Bcl-2 [98-100] 

Igualmente, se ha estudiado la interacción de Akt con proteínas quinasas 

activadas por estrés (SAPK) las cuales regulan respuestas celulares asociadas 

la síntesis de citoquinas [101]. El sistema SAPK, consiste en 2 grupos de 

quinasas: JNK y p38 MAPK cuya función puede ser modulada río arriba por Akt 
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al fosforilar ASK1, inhibiendo la apoptosis [102]. También se ha observado 

regulación transcripcional sobre factores asociados a sobrevida celular [97]. Un 

ejemplo de ello es la interacción directa entre Akt y FoxO. Luego de su 

fosforilación por Akt, FoxO modularía la expresión de factores como TRAIL (TNF-

related apoptosis-inducing ligand) y TRADD (TNF receptor type 1 associated 

death domain) en conjunto con proteínas de la familia Bcl-2 y componentes 

intracelulares que median la apoptosis [97, 103]. Asimismo, se ha visto que 

factores de transcripción como NF-κB cuya activación es dependiente de la 

fosforilación de IκB es regulado a través de la actividad de Akt [104, 105], 

conduciendo a la expresión de genes como Bcl-xL, inhibidores de caspasas y c-

Myb [106]. Otros factores como p53, regulador maestro de genes proapoptóticos 

[107, 108], es inhibido por la acción de la ubiquitina ligasa Mdm2 [97]. Algunos 

estudios señalan que Akt fosforila a Mdm2, promoviendo su traslocación al 

núcleo, regulando sus niveles y llevando a p53 a degradación [109, 110]. De este 

modo, la participación de Akt tiene un papel central para el desarrollo de los 

mecanismos descritos y su activación vía Ang-(1-9)-AT2R podría situarse como 

una posible solución para mitigar el daño por reperfusión, aumentando la 

sobrevida de los cardiomiocitos. Sin embargo, al igual que con otras moléculas 

endógenas, una eventual intervención farmacológica con Ang-(1-9) presenta 

desventajas. Entre ellas, cabe mencionar que la mayoría de los péptidos son 

moléculas de corta duración, degradadas fácilmente por enzimas [111, 112]. 

Frente a este escenario, el diseño racional de moléculas que semejantes a Ang-
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(1-9) en términos de estructura-actividad son requeridos para esclarecer esta 

interrogante y abrir nuevas alternativas para el desarrollo de moléculas de interés 

farmacológico. 

 

Figura 3. Vías de transducción de señales mediadas por el AT2R. Hasta la 
fecha, los antecedentes sugieren que la administración de Ang-(1-9) tendría un 
efecto cardioprotector a través de la unión con el AT2R. La formación de este 
complejo activa una cascada de señalización en la cual Akt corresponde un factor 
central para los procesos de sobrevida celular. Mediante la regulación positiva de 
factores antiapoptóticos (BCl-xL, BCL2, cMyb), elementos de respuesta a estrés 
oxidativo AREs (CAT, SOD, GSH-Px) y sobre factores que controlan el ciclo 
celular (p53). 
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1.10  Péptidos miméticos: nuevas estrategias para el desarrollo de 
fármacos  

 

De acuerdo con lo descrito por Segura-Campos et al. (2010), el número 

de peptidasas presentes en el plasma constituyen un factor desfavorable para la 

estabilidad de los péptidos, reduciendo el tiempo de vida media al orden de 1 min 

[113]. Es así como surgen estrategias en función de aumentar la estabilidad de 

los péptidos frente a la degradación enzimática y mejorar la entrega de fármacos 

[114-119]. Una de ellas consiste en la unión de D-aminoácidos e invirtiendo el 

orden respecto de la secuencia original [115-118, 120, 121] (Figura 4). De esta 

forma, la orientación de las cadenas laterales es similar a la del péptido endógeno 

[122] (Figura 4). Este tipo de péptidos muestran una actividad equivalente al 

péptido L correspondiente, manteniéndose también el efecto farmacológico [123]. 

Previamente, Guichard et al. utilizaron péptidos miméticos de tipo retroenantio 

que simulan la estructura y respuesta antigénica del péptido L endógeno [124]. 

Más adelante, se mostró que los péptidos D pueden unirse con una alta afinidad 

a proteínas cuyo sustrato son moléculas formadas por L-aminoácidos [125]. 

Asimismo, la unión de D-aminoácidos confiere características que favorecen a la 

estabilidad de la molécula, siendo menos susceptibles a reacciones de 

proteólisis, tienen un tiempo efectivo más prolongado y tienden a tener una mayor 

biodisponibilidad [126]. Es así como la idea de generar un retroenantiómero de 

Ang-(1-9) toma lugar como una solución plausible.  
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Figura 4. Esquema representativo de la metodología retroenantio para la 
síntesis de péptidos miméticos (Modificado de Van Regenmortel y Muller, 
1998) [127]. El péptido “L” (panel superior) de un largo de 4 residuos numerados 
desde los extremos N-terminal a C-terminal, muestra la orientación de sus 
cadenas laterales representadas como líneas continuas. Para la obtención de un 
péptido retroenantio, es necesario combinar 2 estrategias. 1) la inversión de 
orden de los residuos, respecto del péptido original “Retro” (panel izquierdo). 2) 
Un cambio en la configuración de los residuos presentes en la molécula (panel 
derecho) a través de la unión de D-aminoácidos. Este péptido “D” corresponde a 
la imagen especular del péptido original, cambiando la orientación de las cadenas 
laterales. La combinación de estas 2 estrategias “ALL D Retro” (panel inferior) 
permitiría que la rotación de la molécula en 180º mantenga la orientación de las 
cadenas laterales respecto del péptido original.  
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1.11 Retroenantiómero de Ang-(1-9): D-Asp9-DArg8-DVal7-DTyr6-D-lle5-
DHis4-DPro3-D-Phe2-DHis1 

 

Estudios recientes de nuestro grupo de trabajo, utilizando esta 

metodología, lograron sintetizar un péptido retroenantio Ang-(1-9) denominado 

RE-Ang-(1-9) (Figura 5), el cual tiene una estabilidad superior a 48 h en suero, 

mostrando también un efecto análogo al péptido endógeno en modelos de 

hipertrofia in vitro [165a] Además, la utilización de antagonistas selectivos del 

AT2R bloquea el efecto antihipertrófico, sugiriendo que RE-Ang-(1-9) tiene las 

propiedades de un péptido-mimético que simularía el mecanismo de acción de 

Ang-(1-9) vía AT2R. Más adelante, se observó en estudios en cardiomiocitos 

ventriculares de ratas neonatas (NVRM) en un contexto de I/R simulada, que el 

tratamiento con RE-Ang-(1-9) protege a las células cardiacas de la necrosis de 

forma similar a lo descrito con Ang-(1-9) [165b]. Estos hallazgos sugieren un 

efecto cardioprotector in vitro, pero poco se sabe acerca de la relación estructura-

actividad de RE-Ang-(1-9) sobre parámetros fisiológicos como el desarrollo de 

presión en el ventrículo izquierdo (LVDP), la presión de fin de diástole (LVEDP), 

y la cuantificación del tamaño de infarto en el tejido cardiaco. La utilización de un 

modelo que permita una comprensión más profunda de un evento de I/R global, 

proporcionaría información necesaria para desarrollo de una potencial 

intervención farmacológica y/o agentes terapéuticos para la cardiopatía 

isquémica. Es así como el sistema Langendorff representa una herramienta útil 

para este propósito [4]. Previamente, este sistema ex vivo ha sido utilizado para 
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demostrar la actividad de Ang-(1-9) [59]. Sin embargo, hasta la fecha no hay 

datos de la actividad de su análogo retroenantio en este modelo. 

Como se mencionó previamente, pese a que AT2R tiene una estructura 

cristalina resuelta, todavía se desconocen los cambios conformacionales que 

activan una respuesta diferencial entre Ang II y Ang-(1-9) cuya diferencia se debe 

únicamente un residuo de His en la porción C-terminal. Se desconoce también 

qué efecto tendría sobre la estructura del AT2R, la unión de RE-Ang-(1-9). Por lo 

que, técnicas computacionales como el docking y dinámica molecular (MD) 

serían de gran ayuda para el diseño de fármacos basado en estructuras (SBDD) 

[128]. Las simulaciones de MD podrían mejorar los resultados de acoplamiento 

para las estructuras de cristal [128-130]. También se ha descrito que 

simulaciones de MD y de ajuste inducido incluso muestra un rendimiento similar 

al visto en evaluación de acoplamiento en estructuras de cristalizadas. Es por 

este motivo, que las herramientas predictivas utilizadas sistemas teóricos, 

presentan una alternativa favorable para el estudio de las interacciones de Ang-

(1-9) y RE-Ang-(1-9) con el AT2R. 

Figura 5. Estructuras de Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9). 
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2. HIPÓTESIS 

Las similitudes estructurales entre el péptido mimético retroenantio de 

angiotensina (1-9) y angiotensina (1-9), favorecen su interacción sobre el 

receptor AT2 y su mecanismo farmacológico de cardioprotección. 

 

3. OBJETIVO GENERAL  

Evaluar la relación estructura actividad del péptido retroenantio de 

angiotensina (1-9) respecto de angiotensina (1-9) sobre el receptor AT2 y 

su mecanismo farmacológico de cardioprotección. 

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

4.1 Comparar las características estructurales que diferencian al 

retroenantio de angiotensina (1-9) de la angiotensina (1-9). 

4.2 Evaluar las interacciones entre el retroenantio de angiotensina (1-9) y 

angiotensina (1-9) con el receptor AT2. 

4.3  Investigar ex vivo la actividad cardioprotectora del retroenantio de 

angiotensina (1-9). 
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5. METODOLOGÍA 

5.1  Animales 
 

Todo el cuidado de los animales y los procedimientos experimentales 

cumplieron con la política del NIH sobre el cuidado humanitario y uso de animales 

de laboratorio y la guía ILAR para el mismo propósito [21]. El protocolo utilizado 

fue aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad de Chile (CBE-2018-

08). Se utilizaron ratas adultas de 8-10 semanas Sprague Dawley macho de 250-

300 g desde las instalaciones de criaderos de la Facultad de Ciencias Químicas 

y Farmacéuticas, Universidad de Chile. 

5.2   Análisis in silico de las diferencias estructurales entre RE-Ang-(1-9) y 

Ang-(1-9) utilizando herramientas de dinámica molecular  

 

Se modelaron los péptidos Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) a partir de sus 

secuencias aminoacídicas utilizando AMBER 18 [129]. Se utilizó la versión GPU 

pmemd implementado en AMBER, para llevar a cabo simulaciones de dinámica 

molecular. Se hidrataron ambos péptidos en una gota de agua. Se minimizó el 

sistema utilizando 5.000 pasos iniciales (método de máxima pendiente) y luego 

5.000 pasos de gradiente conjugado [131] con un límite máximo de interacción 

de 10 Å. Se calentaron  los sistemas en dos pasos secuenciales, el primero de 0 

a 100 K en 5 ps usando el termostato Langevin, mientras que el segundo paso 

utilizó un rango de temperatura de 100 a 300 K en 200 ps, haciendo uso del 

método de acoplamiento de temperatura Berensden [132]. Para equilibrar estos 
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sistemas [131], se realizaron 2 pasos: un primer paso de 5 ns utilizando las 

condiciones NTP a 300 K, necesario para mantener las dimensiones y 

densidades de los sistemas. Durante esta etapa, se restringió los sistemas con 

una fuerza de 10 kcal*mol-1*Å-2. De esta forma, agua y iones se ajustaron a los 

péptidos. Se ejecutó un segundo paso 20 ns sin restricciones para permitir a los 

sistemas una relajación completa. Finalmente se llevó a cabo varias corridas de 

100 ns para la recopilación de datos.  

5.3   Análisis estructurales de Ang-(1-9) y RE (1-9) por medio de dicroísmo 

circular  

Para evaluar la estructura de los péptidos Ang-(1-9) y RE (1-9) mediante 

dicroísmo circular, se llevó a cabo estrategias bien documentadas en las cuales 

se utilizó Ang II como modelo de estudio [133-135]. Los péptidos se sintetizaron 

en el laboratorio de la Dra. Eyleen Araya (UNAB). Ambos péptidos, disueltos en 

agua se analizaron en un rango de temperatura de 0 a 50ºC utilizando un intervalo 

de λ 190 a 250 nm.  

5.4 Análisis estructural de Ang-(1-9) y RE (1-9) mediante pruebas de 

resonancia magnética nuclear  

La resolución de las posibles estructuras secundarias de Ang-(1-9) y RE-

Ang-(1-9) se llevó a cabo procedimientos descritos para el análisis de la(s) 

conformación(es) de Ang II [136, 137] en colaboración con el Dr. Ernest Giralt 

(Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona, España). Se disolvieron 
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los péptidos en 20 mM de buffer 20 nM NaP, 0,01% NaN3 pH 6,0. Se realizó el 

análisis por RMN utilizando una concentración de 2 mM de cada péptido en DSS 

y D2O 10% en el equipo Bruker 800 MHz, a una temperatura de 25ºC. 

5.5  Armado del sistema para la ejecución de la dinámica molecular en los 

complejos formados con AT1R y AT2R  

Las simulaciones se ejecutaron utilizando como referencia las estructuras 

cristalizadas de Ang II unido a los receptores AT1 y AT2 respectivamente (códigos 

PDB: 6OS0 y 6JOD). Luego, se removió el nanoanticuerpo co-cristalizado unido 

en ambas estructuras. Se modeló el péptido, Ang-(1-9) mediante la adición del 

residuo de His9 utilizando como molde la molécula de Ang II fijada en ambos 

cristales (todas las simulaciones fueron ejecutadas a partir de las coordenadas 

de Ang II en el sitio ortostérico del AT1R y del AT2R). Al igual que Ang-(1-9), se 

modeló RE-Ang-(1-9) mediante la adición de un residuo extra de histidina unido 

a Phe8, para luego invertir los extremos N-terminal y C-terminal de la molécula 

utilizando plataformas basadas en AMBER14 [138]. Se ejecutó cada condición 

de simulación realizando múltiples simulaciones independientes. Se asignaron 

las velocidades iniciales de manera aleatoria e independiente. Las cadenas 

laterales de los aminoácidos y loops faltantes se modelaron usando Swiss-prot 

[139]. Para las cadenas de los receptores, los grupos acetilos y metilos de carga 

neutra se cubrieron con un cap de N-terminal y C-terminal respectivamente. Se 

mantuvieron los residuos titulables en su protonación dominante a pH 7, 

exceptuando Asp2.50 que fue protonado (carga neutra) en todas las simulaciones, 
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de acuerdo con los datos reportados que indican que esta protonación se 

encuentra conservada en el estado activo de los GPCRs [140]. El residuo de 

Asp3.49, el cual se encuentra cercano a grupos cargados (ej. Arg3.50 y Arg34.54 este 

último, forma parte del segmento intracelular 2) se mantuvo neutro, debido a que 

simulaciones previas mostraron resultados similares entre el estado neutro y 

cargado de este residuo [76]. Se asignó a los residuos de His una carga neutra 

con un átomo de hidrógeno unido al nitrógeno épsilon o delta dependiendo del 

estado tautomérico optimizado por la red de puentes de hidrógeno local. Se utilizó 

CHARMM-GUI [130, 141, 142] para la inserción de los complejos Ang-(1-9)-

AT1R, Ang-(1-9)-AT2R, RE-Ang-(1-9)-AT1R, y RE-Ang-(1-9)-AT2R en la 

membrana. La membrana se situó, en el plano X-Y posicionando los fosfolípidos 

de forma perpendicular al eje Z. La solvatación del sistema se realizó usando un 

espesor de 17,5 Å en el límite superior e inferior. Se agregó los iones de Na+ y 

Cl- simulando una concentración de 0,15 M [143]. 

5.6 Protocolo de simulación de los complejos formados con el AT1R y el 

AT2R 

Todos los sistemas fueron calentados sobre 125 ps desde 0 K a 100 K en 

el ensamble NTV usando el termostato de Langevin con las restricciones 

armónicas de 10,0 Kcal*mol-1*Å-2 en los átomos que no son de hidrógeno en 

lípidos, proteínas y el ligando. El muestreo de las velocidades iniciales se realizó 

utilizando una distribución de Bolzmann. Posteriormente, se calentó los sistemas 

a 310 K y 1 bar en el ensamble NPT, las restricciones armónicas en proteínas, 
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péptidos y átomos que no son de hidrógeno. Se elevó la temperatura de los 

sistemas a 310 K por 125 ps en el ensamble NTP mientras que el equilibrado del 

sistema se realizó a 310 K y 1 bar en el ensamble NTP con las constantes 

armónicas en las proteínas, péptidos y átomos que no son de hidrógeno 

disminuyendo 1,0 Kcal*mol-1*Å-2 comenzando por 5,0 Kcal*mol-1*Å-2 por cada 2 

ns durante 10 ns y finalmente 0,1 Kcal*mol-1*Å-2 por cada 2 ns durante 18 ns 

adicionales. Exceptuando las simulaciones contenidas en el espacio intracelular, 

se removió todas las restricciones durante la producción de la simulación.  La 

producción de las simulaciones se realizó a 310 K y 1 bar en el ensamble NTP 

usando el termostato de Langevin en conjunto con el baróstato de Montecarlo. 

En las simulaciones se utilizó un time-step de 4.0 fs mientras la masa de los 

átomos de hidrógeno era distribuida [144]. Se restringió la distancia de los 

enlaces usando SHAKE. Sobre las interacciones no enlazantes se aplicó un corte 

de 9 Å calculando las interacciones electrostáticas de largo alcance con el 

método PME (particle-mesh Ewald) con un coeficiente de Ewald (β) de 0.31 Å y 

una interpolación de B-spline de orden 4. El tamaño de la cuadrícula de definió 

de acuerdo con un tamaño del ancho de la celda (1 Å). Se utilizó el ff19SB de 

AMBER para proteínas y moléculas, el parámetro de LIPID17 se empleó para 

lípidos y iones y TIP3P para el agua. Se realizaron  las simulaciones del AT1R y 

del AT2R usando la versión CUDA (Compute Unified Device Architecture) de 

PMEMD en AMBER14 [138]. El registro de las trayectorias se guardó cada 500 
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ps. Usando el paquete de AMBERTools18 CPPTRAJ y VMD [138, 145] para la 

visualización y análisis de los resultados. 

5.7 I/R en modelos ex vivo: Sistema de retroperfusión Langendorff 
 

El efecto cardioprotector de RE-angiotensina-(1-9), c-Ang-(1-9) y c-RE-

Ang-(1-9) se evaluó en corazones aislados en ratas macho adultas Sprague-

Dawley de acuerdo con lo descrito por Mendoza-Torres et al., 2018 [59]. 

Brevemente, se anestesió a los animales administrando pentobarbital vía 

intraperitoneal (80 mg/kg). Posteriormente, para la remoción del corazón se 

inyectó 100 U/kg de heparina en la aurícula derecha. Luego de la remoción, se 

perfundieron los corazones a través de la aorta utilizando la solución de Krebs-

Henseleit (KH) pH 7,4 (NaCl: 128 mM; KCl: 4,7 mM; CaCl2: 1,35 mM; MgSO4: 1,1 

mM; NaH2PO4: 0,4 mM y C6H12O6: 11,1 mM) equilibrado con una mezcla de 

gases (95% O2 y 5% CO2 a 37°C) utilizando una bomba peristáltica (Gilson 

Miniplus 3, Francia). En la aurícula izquierda y en la válvula mitral se instaló un 

globo de látex conectado a un transductor de presión. Este globo se llenó con 

solución salina para determinar la presión intraventricular isovolumétrica. Se 

utilizó un flujo de perfusión de 10-14 mL/min. Se estimuló los corazones en un 

rango de 240-300 latidos/min con electrodos de platino utilizando un estimulador 

Grass (pulsos de 5 V, 1ms). El seguimiento de los parámetros cardiacos se 

realizó con transductores de presión: desarrollo de presión del ventrículo 

izquierdo (LVDP); presión de fin de diástole del ventrículo izquierdo (LVEDP: 
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fijado en 5-10 mmHg al comienzo de todos los experimentos) y la tasa máxima 

de aumento de presión en el ventrículo izquierdo (+dP/dt). Al cabo de 20 min de 

estabilización, se precondicionaron los corazones perfundiendo los péptidos a 

una concentración de 1,5 nM para RE-Ang-(1-9) y 50 nM de los péptidos cíclicos 

(c-Ang-(1-9) y c-RE-Ang-(1-9)) por 10 min para luego ser sometidos por 30 min 

en condiciones de isquemia global al detener la bomba peristáltica, seguido de 

60 min de reperfusión.  

5.8  Medición del tamaño de infarto 
 

El tamaño del infarto se midió por medio de la tinción con cloruro de 

trifeniltetrazolio (TTC). Procedimiento descrito por Riquelme et al., 2016 [146]. 

Finalizado el tiempo de reperfusión, los corazones se perfundieron con una 

solución de TTC al 1 % y se congelaron a -20 °C durante 1 h. Posteriormente, se 

cortó los corazones en seis rebanadas para luego ser almacenados con una 

solución de formaldehído al 10% durante 48 h. Finalmente se determinó el área 

del infarto usando el software ImageJ. 

5.9  Análisis estadísticos 
 

Los resultados son muestran como la media ± SEM de, al menos, tres 

experimentos independientes. Se analizó los datos utilizando Kruskal Wallis para 

comparaciones múltiples seguido de la prueba de Dunn. Se consideró el valor de 

alfa menor a 0,05 para establecer la significancia estadística como describió 

anteriormente [59, 146]. 
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6. RESULTADOS 

6.1  Estructura secundaria de Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) 
 

Los resultados de dinámica molecular para los péptidos en agua (solvente 

implícito) muestran conformaciones no definidas en ambos casos (Figura 6A) 

Tanto Ang-(1-9) como RE-Ang-(1-9) exhiben una estructura flexible, la cual no 

cambia significativamente respecto de la estructura inicial en cada uno de los 

péptidos. El registro de la desviación cuadrática media entre las posiciones 

atómicas (RMSD) muestra la distancia promedio entre los átomos que conforman 

los péptidos Ang-(-1-9) y RE-Ang-(1-9) respectivamente, cuyas fluctuaciones 

varían en un margen de 2-3 Å para Ang II y Ang-(1-9) mientras que para RE-Ang-

(1-9) las fluctuaciones observadas fueron de 1-2 Å, advirtiendo que en los 

sistemas simulados no se distinguen diferencias relativas a la conformación del 

backbone en ambas moléculas. Los péptidos no exhiben una conformación 

estable o prevalente a lo largo del tiempo de simulación. Se contrastaron estos 

datos con las simulaciones efectuadas por el grupo de investigación del Dr. 

Ernest Giralt (Instituto para la investigación en Biomedicina, Barcelona) mediante 

REMD (Replica Exchange Molecular Dynamics) obteniendo resultados similares 

(Figura 6B). En conjunto, la información que proveen los sistemas in silico 

estudiados, da cuenta de potenciales estructuras de tipo random coil para Ang II, 

Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9). 
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Figura 6. Dinámica Molecular de Ang II, Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9). A. Grafica 
de RMSD vs tiempo de la dinámica molecular (MD) de los péptidos Ang II 
(izquierda); Ang-(1-9) (centro); RE-Ang-(1-9) (derecha) en solvente implícito. Los 
resultados sugieren que todos los péptidos estudiados mostraron 
conformaciones aleatorias a lo largo del tiempo de simulación (1µs). B. REMD 
utilizando los péptidos Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9). 
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Desde los datos de REMD, se desprenden algunas pistas sobre las potenciales 

conformaciones que adoptaría Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9). Para ello, se identificó 

para Ang-(1-9) 2 conformaciones de interés cuya prevalencia corresponde al 67 

y 20% respectivamente (Figura 7, 9D). Se realizó un análisis individual de los 

aminoácidos del backbone de la molécula. Se observó los ángulos de torsión ψ 

y φ para los residuos Arg2, Val3, Ile5, His6 y Phe8 los cuales se encontraron 

principalmente agrupados en el cuadrante superior izquierdo de la gráfica, área 

descrita para estructuras de tipo β (extended β-strand like) [147, 148]. Val3 

presentó 2 poblaciones mayoritarias, estas forman 2 clústeres agrupados en una 

conformación β y una conformación de  hélice dextrógira. Tyr4 presentó 2 

poblaciones preponderantes agrupadas en conformaciones de tipo  hélice 

dextrógira y levógira respectivamente. Ile5 presentó 2 poblaciones mayoritarias 

agrupadas en regiones β-strand y α hélice dextrógira. En contraste, de acuerdo 

con los datos reunidos de REMD el péptido RE-Ang-(1-9) presentó 2 estructuras 

de interés, cuya prevalencia corresponde al 55 y 24% respectivamente (Figura 

7, 9D) La gráfica de Ramachandran para el retroinverso de Ang-(1-9) mostraron 

un patrón similar al ligando endógeno. Así, considerando que la configuración de 

los residuos que conforman el péptido D corresponde a la imagen especular de 

los aminoácidos L, se observó que residuos D-Phe2 tendrían principalmente una 

conformación β-strand (Figura 7). Por otra parte, D-His4 presentó 2 poblaciones, 

una de ellas agrupada hacia la formación de estructuras β mientras que la otra 
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se concentra en una región no permitida del diagrama. Similar a lo observado en 

Ile5 del ligando endógeno para D-Ile5, las principales densidades identificadas 

corresponden 2 poblaciones fluctúan entre regiones β-strand y α hélice 

dextrógira. Por otra parte, para D-Tyr6 exhibió una mayor densidad en regiones 

del gráfico correspondientes a conformaciones β al igual que D-Val7 y D-Phe8. 

Estos resultados sugieren que tanto Ang-(1-9) como RE-Ang-(1-9) tendrían 

preferentemente una conformación extendida que podrían ser flexibles. 

 

Figura 7. Gráfica de Ramachandran para los residuos que conforman el 

backbone de Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9). Se identifica los ángulos de torsión ψ y 

φ para los residuos individuales que conforman el backbone de ambos péptidos. 

Se destacan mediante círculos blancos y negros las poblaciones de interés.  
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Posteriormente, se realizó un primer acercamiento experimental para 

determinar posibles conformaciones adoptadas por Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) a 

nivel global, evaluando ambos péptidos mediante dicroísmo circular (CD), en una 

solución de PBS 20 mM pH 6,0 en presencia o ausencia de trifluoroetanol (TFE) 

(30% v/v) el cual estabiliza la formación de estructuras secundarias en péptidos 

[149]. Los resultados para Ang-(1-9) muestran una banda con un mínimo 

registrado a 205 nm y un ligero hombro a 220 nm (Figura 8A). Luego de la adición 

de TFE, se observó un corrimiento hacia longitudes de onda más bajas, este 

espectro sugiere un bajo contenido de estructuras secundarias, exhibiendo una 

conformación aleatoria. RE-Ang-(1-9) mostró espectros de dicroísmo circular 

característicos de un péptido D [150], con un máximo a 205 nm (Figura 8B) y 

tras la adición de TFE, los valores de elipticidad molar cambiaron a 205 y 218 

nm. Estos resultados no muestran una tendencia por parte de los péptidos 

estudiados a formar estructuras secundarias definidas en solución acuosa.  

 

 

 

 

 

Figura 8. Espectros de dicroísmo circular de Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9). A. 
Espectros de CD de Ang-(1-9) (rojo) en 20 mM de PBS pH 6 (línea continua) y 

λ λ 

RE-Ang-(1-9) Ang-(1-9) 

A B 
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suplementado con trifluoroetanol (TFE) al 30 % (v/v) (línea discontinua). B. 
Espectros de dicroísmo circular de RE-Ang-(1 9) (verde) 20 mM de PBS pH 6 
(línea continua) y suplementado con TFE al 30% (línea discontinua). Los 
espectros se registraron a 20°C y se normalizaron como elipticidad residual 
media [θ]. 

 

Estos resultados se correlacionaron más adelante por medio de RMN. Se 

obtuvo información estructural con resolución de un solo residuo en Ang-(1-9) y 

RE-Ang-(1-9) mediante la combinación de técnicas espectroscópicas de 2 

dimensiones: TOCSY, ROESY y abundancia natural 1H 13C HSQC. Se trató 

ambos péptidos en ausencia y en presencia de TFE al 30 % (Figura 10A). Se 

evaluaron los desplazamientos químicos de H y C, los valores del coeficiente 

de temperatura de los protones NH de amida, las constantes de acoplamiento de 

(3JNHH) y las conectividades de ROE. El análisis de desplazamiento químico 

secundario utilizando resonancias H, C y Cβ (ΔC-ΔCβ) indica que los péptidos 

Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) no muestran un orden definido (Figura 10A) existiendo 

un patrón similar entre ambos péptidos. Se determinó la constante de 

acoplamiento para los residuos que conforman ambos péptidos (Figura 9). Se 

obtuvo que para Ang-(1-9) a excepción del residuo Val3, valor de 3JHNCαH varía 

en un rango de 6-7 Hz. Esta tendencia también se observó para RE- Ang-(1-9). 

El residuo D-Val7 registra un valor de 3JNHH  de 8,56 Hz, mientras que para el 

resto de los residuos esta constante oscila entre los 6-7 Hz. Estos valores se 

encuentran dentro del rango esperado para conformaciones de tipo random coil.  
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Figura 9. Constantes de acoplamiento 3JNHH determinada para los 
residuos de Ang-(1-9) y RE (1-9). A. Constante de acoplamiento de los residuos 
de Ang-(1-9) B. Constante de acoplamiento de los residuos de RE-Ang-(1-9). 

3JNHH > 8 Hz estructura tipo β; 3JNHH < 4 Hz estructura α hélice; 3JHH ~ 
6-7 Hz random coil (r.c.)  

Además, la ausencia de conectividades no secuenciales entre residuos en 

los espectros ROESY 2D de ambos péptidos sugiere que estos no adoptan una 

estructura secundaria estable en una solución acuosa. En los espectros ROESY 

2D de ambos péptidos, no se observan ROEs de rango medio o largo resueltos, 

y solo se pueden identificar picos cruzados de ROE intra y secuenciales (dNN y 

dN (i, i+1)) (Figura 10C), lo que apunta fuertemente la falta de cualquier 

estructura secundaria estable en solución acuosa. La presencia de TFE no 

parece aumentar la estructura secundaria de Ang-(1-9) ya que solo se observan 

pequeños cambios de desplazamiento químico en presencia de 30% de TFE. Sin 

embargo, se observa una desviación negativa de los desplazamientos químicos 

del 13C (ΔC y ΔC-ΔCβ) en los residuos Val3-Ile5, lo que sugiere que este motivo 

puede adoptar transitoriamente una conformación de giro β. Se observan 

resultados similares para el péptido RE-Ang-(1-9) en presencia de TFE al 30%. 

A B 
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Sólo los desplazamientos químicos secundarios de 13C del motivo D-Ile5-D-Val7 

mostraron una desviación negativa sistemática de estos valores. Lo que sugiere 

que este motivo puede adoptar transitoriamente una conformación de giro β en 

un péptido flexible (Figura 10B, 10D). Estos resultados sugieren que tanto Ang-

(1-9) como el péptido retroenantio RE-Ang-(1-9) poseen una estructura flexible y 

no definida. Paralelamente, por medio de los datos de REMD se observó la 

presencia de un cluster de moléculas que gráficamente poseen características 

estructurales encontradas mediante los experimentos de RMN y coexistirían en 

solución acuosa. Una de ellas corresponde a una conformación similar a la de 

una horquilla la cual se encuentra estabilizada por un giro-β comprendido entre 

los residuos Tyr4-Ile5 de Ang-(1-9) (Figura 10D). Esta estructura se puede 

observar en RE-Ang-(1-9) debido a la orientación de la D-Pro presente. 
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Aparentemente, se producirían interacciones intramoleculares que podrían 

estabilizar esta conformación.  

 

Figura 10. Análisis estructural de Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) por medio de 
RMN y REMD. A. Espectros de RMN de Ang-(1-9) (panel izquierdo) y RE-Ang-
(1-9) (panel derecho) en buffer fosfato de sodio (NaP) (20 mM, pH 6,0) (línea 
azul) o en presencia de 30% TFE (línea roja). B. Desviaciones de desplazamiento 

químico de los valores de resonancia random coil para 1H; 13C y 13C-Cβ de los 
péptidos Ang-(1-9) (panel izquierdo) y RE-Ang-(1-9) (panel derecho) en buffer 
fosfato de sodio (colores claros) o en presencia de TFE al 30% (colores claros). 
C. Resumen de las conectividades de ROE observadas para los péptidos Ang-
(1-9) (panel superior) y RE-Ang (1-9) (panel inferior) en buffer fosfato de sodio 
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(20 mM, pH 6,0). El grosor de la barra indica la fuerza del ROE (media o fuerte). 
D. Caracterización estructural de Ang-(1-9) y RE-Ang (1-9), mostrando dos 
clústeres obtenidos por medio de REMD con su conformación extendida (panel 
superior) y horquilla (panel inferior). En ambos casos, Ang-(1 9) (gris) y RE-Ang-
(1-9) (naranjo) mostraron un alto grado de superposición estructural (valores 
RMSD de 1.9 y 3.7 Å para las conformaciones extendidas y en horquilla 
respectivamente). 

 

Dadas las características conformacionales y estructurales entre ambos 

péptidos, es posible suponer que el posicionamiento del ligando pueda adquirir 

cierto grado de orden dentro del bolsillo del receptor AT2. Para ello se realizó el 

armado de modelos teóricos simulando un sistema lo suficientemente robusto 

que pueda predecir las interacciones ligando-receptor entre Ang-(1-9) y RE-Ang-

(1-9) en el sitio ortostérico del AT2R. Se iniciaron las simulaciones teniendo como 

punto de referencia estudios cristalográficos previos [72, 75]. 

6.2  Complejo Ang II-AT2R 
 

Luego de la construcción del modelo de AT2R unido a Ang II, se refinó el 

sistema ab initio utilizando como herramienta la plataforma de flexpepdock 

basada en AMBER. El modelo obtenido cumple con las coordenadas entregadas 

previamente [75]. De este modo, se encontró que el esqueleto de la molécula se 

encuentra orientado de manera similar a la estructura cristalizada, es decir, Ang 

II se encuentra de forma extendida dentro del bolsillo del receptor con su extremo 

N-terminal hacia el espacio extracelular, mientras que el extremo C-terminal se 

ubica hacia el fondo del bolsillo del receptor (Figura 11). Al observar las 

interacciones entre Ang II y el sitio ortostérico de AT2R, se registró la aparición 
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de un puente salino entre la cadena lateral de Arg2 del péptido con los residuos 

Asp2796.58 y Asp2977.32 ubicados en el bolsillo del receptor. Asimismo, es posible 

observar la aparición de otro puente salino entre el extremo C-terminal de Phe8 

y Lys2155.42. Por otra parte, se registró interacciones de tipo puente de hidrógeno 

entre el backbone de Ang II y Arg182ECL2. Del mismo modo, el backbone de Ang 

II se encuentra inicialmente cercano a la cadena lateral de Tyr1032.63 formando 

un puente de hidrógeno. Más adelante, se ejecutó la dinámica molecular para el 

complejo AT2R-Ang II (Figura 11C, 14D). El tiempo de duración de la dinámica 

fue de 3 μs para todos los complejos estudiados.  El complejo AT2R-Ang II no 

muestra diferencias significativas respecto de lo observado desde la estructura 

cristalizada al finalizar la dinámica, siendo este un antecedente necesario para 

validar la estrategia utilizada. Las interacciones observadas, se corresponden 

íntegramente con las reportadas por Asada et al., 2020 [75] y la orientación de 

las cadenas laterales del péptido se mantienen invariables a excepción de His6, 

la cual rota hacia el fondo del bolsillo formando un puente de hidrógeno con la 

cadena lateral del residuo Lys2155.42. Adicionalmente, la ubicación del residuo 

Phe8 del péptido orienta el extremo C-terminal de tal manera que se puede 

detectar una interacción de tipo puente salino no sólo con Lys2155.42 sino que 

también con la cadena lateral de Arg182ECL2.  
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Figura 11. Dinámica molecular del complejo Ang II-AT2R. A. Estructura 
cristalográfica del complejo reportado por Asada et al., 2020. B. Modelo creado 
a partir de los cálculos obtenidos de dinámica molecular. El sistema simulado por 
3 µs, mantiene posiciones similares a las de los estudios cristalográficos. C. 
Interacciones observadas entre Ang II y el sitio ortostérico de AT2R. Se destacan 
en la línea punteada, los contactos polares entre los residuos del ligando y el 
dominio de unión a ligando del receptor.     

 

6.3  Complejo Ang-(1-9)-AT2R 
 

Habiendo validado el sistema teórico anterior con los resultados 

cristalográficos publicados, se procedió a construir in silico el modelo del AT2R 

unido a Ang-(1-9). Considerando las similitudes estructurales entre Ang II y Ang-

(1-9), el complejo Ang II-AT2R, se utilizó como modelo para integrar a Ang-(1-9) 

en el bolsillo del receptor (Figura 12). Luego de refinar la estructura de inicio, se 

obtuvo que el esqueleto de Ang-(1-9) adopta una conformación extendida en el 

A B C 

Asada et al., 2020 
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sitio ortostérico del AT2R. A lo largo de la dinámica, la disposición espacial de 

Ang-(1-9) dentro del bolsillo del AT2R se mantiene durante el 56.67% del tiempo 

de simulación (Figura 12A) sin embargo las variaciones observadas en el RMSD 

son inferiores a 0,5 Å. La superposición de los ligandos Ang II y Ang-(1-9) mostró 

ligeras diferencias respecto de la posición de las cadenas laterales (Figura 12B). 

Evidentemente, His9 constituye la diferencia más notoria entre los 2 péptidos. No 

obstante, la estructura flexible de Ang-(1-9), mantiene las interacciones 

reportadas para Ang II: Asp2796.58, Asp2977.32, Lys2155.42 y Arg182ECL2 

adoptando una forma de “C” con la cadena lateral de His9 orientada hacia la 

porción superior del bolsillo, mientras que la cadena lateral de Tyr4 se posiciona 

apuntando hacia el fondo del sitio (Figura 12C, 14E). La conformación 

encontrada al finalizar el tiempo de simulación advierte algunos cambios respecto 

de la postura inicial de Ang-(1-9) dentro del receptor. El péptido mantiene los 

residuos 4-9 (4Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His9) dentro del sitio ortostérico, dejando los 3 

primeros residuos (Asp1, Arg2 y Val3) en el espacio extracelular. La 

conformación que adopta Ang-(1-9) no constituye a un factor relevante para la 

pérdida de las interacciones reportadas en la estructura de inicio mencionadas 

anteriormente. Sin embargo, la torsión adquirida por el backbone de Ang-(1-9), 

permitiría la formación de otras interacciones polares producidas con otros 

residuos del receptor. De esta manera, se observó que la cadena lateral de Tyr4 

forma un puente de hidrógeno con Thr2766.55. Este mismo tipo de interacción se 

observó entre la cadena lateral de His9 y el residuo Ser2085.35 de AT2R. Del 
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mismo modo, se registró a lo largo de la dinámica molecular, la formación de 2 

interacciones con el loop extracelular 2 (ECL2) Tyr189 y Pro201 formado puentes 

de hidrógeno con la cadena lateral de His6 y el backbone de Asp1 

respectivamente (Figura 12C) 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Dinámica molecular del complejo Ang-(1-9)-AT2R. A. Gráfica 
RSMD vs tiempo de Ang-(1-9) dentro del bolsillo de AT2R. Además, se muestran 
las diferencias entre las posturas que adoptan Ang II (verde) y Ang-(1-9) 
(amarillo) las cuales se superponen en el panel central (B). B. Superposición de 
los péptidos Ang II (verde) y Ang-(1-9) (amarillo). Se muestran diferencias en la 
orientación de las cadenas laterales. C. Interacciones observadas entre Ang-(1-
9) y el sitio ortostérico de AT2R. Se destacan en la línea punteada, los contactos 
polares entre los residuos del ligando y el dominio de unión a ligando del receptor.     

 

6.4  Complejo RE-Ang-(1-9)-AT2R 
 

Utilizando los parámetros obtenidos con el modelo Ang-(1-9)-AT2R, se insertó 

el péptido RE-Ang-(1-9) en el sitio ortostérico de AT2R. Así, la conformación inicial 

de RE-Ang-(1-9) se encuentra extendida. Debido a las similitudes estructurales 

entre RE-Ang-(1-9) y el ligando endógeno, era esperable que el retroenantio de 
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Ang-(1-9) adoptara una disposición espacial similar, conservando las 

interacciones críticas observadas en el complejo Ang-(1-9)-AT2R, las cuales se 

encuentran invariables en el complejo Ang II-AT2R de acuerdo con los resultados 

cristalográficos. Sin embargo, durante la dinámica molecular se observó un 

cambio significativo en la estructura de RE-Ang-(1-9) dentro del bolsillo, cuya 

conformación se mantiene estable en un promedio de 91,77% del tiempo de 

simulación (Figura 13A). El ligando presenta interacciones intramoleculares que 

originan una conformación cerrada. En esta estructura, se forma un puente salino 

entre los extremos N-terminal y C-terminal, similar a la de una estructura cíclica 

(Figura 13A-B, Figura 14F). La torsión originada dentro de la molécula favorece 

otras interacciones que refuerzan el ciclo. Cabe destacar que las simulaciones 

muestran que estas interacciones se dan entre átomos que forman parte del 

backbone de la molécula dejando las cadenas laterales expuestas, de este modo, 

algunas de las interacciones intermoleculares entre los residuos del sitio 

ortostérico de AT2R con los de RE-Ang-(1-9) se mantienen respecto del modelo 

ligando-receptor generado entre Ang-(1-9) y AT2R. El péptido retroenantio no sólo 

adopta una conformación cerrada que se aleja del fondo del sitio ortostérico de 

AT2R, sino que favorece la interacción con otros residuos dentro del bolsillo 

(Figura 13C). En el análisis efectuado destaca la formación de contactos polares 

entre 2 residuos que forman parte del loop extracelular 1 (ECL1) en este caso, 

parte de la cadena lateral y backbone de los residuos Trp110 y Tyr108 

respectivamente, los cuales interactúan con la cadena lateral D-Tyr5 y el 
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backbone de dHis4. Por otra parte, se identificó una tercera interacción entre la 

cadena lateral del residuo Trp1002.60 y parte del backbone de D-Pro3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Dinámica molecular del complejo RE-Ang-(1-9)-AT2R. A. Gráfica 
RSMD vs tiempo de RE-Ang-(1-9) dentro del bolsillo de AT2R. Además, se 
muestran las diferencias entre las posturas que adoptan Ang-(1-9) (verde) y RE-
Ang-(1-9) (amarillo) las cuales se superponen en el panel central (B). B. 
Superposición de los péptidos Ang-(1-9) (verde) y RE-Ang-(1-9) (amarillo). Se 
muestran diferencias en la orientación de las cadenas laterales. C. Interacciones 
observadas entre RE-Ang-(1-9) y el sitio ortostérico de AT2R. Se destacan en la 
línea punteada, los contactos polares entre los residuos del ligando y el dominio 
de unión a ligando del receptor.     

 

Los resultados de las simulaciones sugieren que Ang-(1-9) y RE-(1-9) podrían 

interactuar con el sitio ortostérico del receptor AT2 formando el complejo ligando 

receptor. Las interacciones necesarias para la activación del AT2R se mantienen 

a lo largo de la dinámica. Además, se advierten diferencias en el potencial 

electrostático obtenido entre Ang II, Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) (Figura 14A-C). 

Se observó que las cargas negativas se encuentran distribuidas preferentemente 
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hacia la porción C-terminal para Ang II y Ang-(1-9) cuya orientación se encuentra 

hacia el fondo del bolsillo del AT2R. En contraste, RE-Ang-(1-9) mostró esta 

distribución en las cargas orientadas hacia la formación del ciclo. Es claro que las 

contribuciones de los residuos cargados de RE-Ang-(1-9) tendrían una influencia 

para lograr la conformación que adopta dentro de la cavidad. Para comprender 

aún más la relevancia de estos análisis, es preciso realizar ensayos de actividad 

de RE-Ang-(1-9) que ayuden a clarificar la importancia de esta característica 

sobre el AT2R y el efecto cardioprotector en un modelo de I/R. 

Por otro lado, las interacciones críticas se dan en residuos del AT2R los cuales 

se encuentran conservados en el AT1R. Teniendo en cuenta este antecedente y 

dada la promiscuidad reportada para los péptidos derivados de Ang I, es posible 

hipotetizar que tanto Ang-(1-9) como RE-(1-9) podrían formar un complejo con el 

AT1R. Por consiguiente, se realizó un acercamiento teórico de esta aseveración 

con el objetivo de contrastar la visión de un potencial mecanismo de activación 

mediado por el AT1R. 
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Figura 14.  Esquema comparativo de las conformaciones de los péptidos 
Ang II, Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) y principales interacciones dentro del 
bolsillo de AT2R. A-C. Mapa de distribución de las cargas negativas en A. Ang 
II. B. Ang-(1-9) y C. RE-Ang-(1-9). D. Interacciones reportadas por Asada et al., 
2020 para el complejo Ang II-AT2R. E. Interacciones observadas en este trabajo 
para el complejo Ang-(1-9)-AT2R. F. Interacciones observadas en el complejo 
RE-Ang-(1-9)-AT2R. En rojo, se destacan los residuos identificados como críticos 
para la activación del AT2R. 
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6.5  Complejo Ang-(1-9)-AT1R  
 

Utilizando la estructura cristalográfica del complejo Ang II-AT1R se replicó la 

estrategia descrita anteriormente para llevar a cabo las simulaciones. Los 

resultados in silico muestran que, en este sistema Ang-(1-9) se une al sitio 

ortostérico de AT1R. En el bolsillo del receptor, se identificó una serie de 

interacciones análogas a las encontradas en las simulaciones con AT2R. La 

estructura de partida de la simulación comprende interacciones con los residuos 

Lys1995.42, Asp2636.58, Asp2817.32, Arg1674.64, Tyr261.30, Tyr92ECL2 y Asp16N-Ter 

(Figura 15A). La estructura de Ang-(1-9), se reordena dentro del bolsillo, 

moviendo las cadenas laterales de Asp1 y Arg2 hacia el espacio extracelular. 

Este péptido, muestra una forma de “C” similar a la registrada en el bolsillo de 

AT2R debido contactos polares entre las cadenas laterales. Adicionalmente, Ang-

(1-9) en esta conformación, conserva algunas de las interacciones iniciales. 

Arg1674.64 forma un puente de hidrógeno con el backbone de la molécula. De 

igual manera, el extremo C-terminal de Ang-(1-9) interactúa con Lys1995.42, 

mientras que las cadenas laterales de Tyr4 e His6 forman un puente de hidrógeno 

y un puente salino respectivamente, con el residuo Asp2636.58. También, se 

encontraron interacciones entre los enlaces peptídicos de Arg2 y el residuo 

Tyr184ECL2. Por otra parte, la disposición de la cadena lateral de Arg2 de Ang-(1-

9) forma un puente salino con Asp16 ubicado en la región N-terminal de AT1R. 
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Al igual que lo descrito para el AT2R, el bolsillo de AT1R presenta residuos 

polares ubicados cerca de la región extracelular mientras que, en el fondo de este 

receptor, predominan residuos mayormente apolares. Dadas las similitudes 

fisicoquímicas del sitio ortostérico entre ambos receptores, presumiblemente RE-

Ang-(1-9) pudiese volver a formar una estructura cíclica similar a la observada 

dentro del bolsillo de AT2R. 

6.6  Complejo RE-Ang-(1-9)-AT1R 
 

Los resultados de las simulaciones muestran un comportamiento similar a los 

obtenidos en el complejo RE-Ang-(1-9)-AT2R (Figura 15B). El péptido tiende a 

cambiar su conformación desde una estructura extendida hasta alcanzar una 

estructura cerrada, la cual se encuentra ligada a través de un puente salino 

formado por los extremos N-terminal y C-terminal de la molécula. La disposición 

de las cadenas laterales se mantiene hacia el exterior del ciclo y las interacciones 

registradas corresponden a las observadas previamente en todos los sistemas 

estudiados in silico, destacando aquellas como Arg167 con el backbone del 

ligando; Lys1995.42 con la cadena lateral de D-Asp9 formando un puente salino, 

mientras que Asp2817.32 interactúa de la misma manera con la cadena lateral de 

D-Arg8. Se detectó también interacciones de tipo puente de hidrógeno entre la 

cadena lateral de dHis1 y el extremo carboxilo de Lys1995.42 y D-Tyr6 con 

Thr802.56 estabilizando el péptido en una posición un poco más cercana al fondo 
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del bolsillo. Finalmente se observó una interacción de tipo puente de hidrógeno 

entre la cadena lateral de D-His4 con Tyr351.39  

 

 

Figura 15. Interacciones observadas en el sitio ortostérico de AT1R. A. 
Complejo Ang-(1-9)-AT1R. B. Complejo RE-Ang-(1-9)-AT1R. Se destacan en la 
línea punteada, los contactos polares entre los residuos del ligando y el dominio 
de unión a ligando del receptor.  En rojo, se destacan los residuos identificados 
como críticos para la activación de AT1R 
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6.7  Afinidades de unión teóricas de Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) en los 
receptores AT1 y AT2 

 Basado en los resultados de dinámica molecular obtenidos y considerando 

interacciones observadas en los complejos estudiados, se realizó el cálculo de 

ΔG de las diferencias de energía de unión por medio de Mecánica Molecular con 

Born Generalizado y Solvatación de Área Superficial (MMGBSA) y Mecánica 

Molecular con Poisson-Boltzmann y solvatación del área superficial (MMPBSA) 

para Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) unidos a los receptores AT1 y AT2 (Tabla1). 

Tomando como referencia los valores de Ang II y de acuerdo con los valores de 

MMGBSA/MMPBSA para las moléculas unidas al AT1R, los datos muestran una 

tendencia a que tanto Ang-(1-9) como RE-Ang-(1-9) tendrían una menor afinidad 

por el receptor que Ang II. Luego, al comparar las diferencias de afinidad entre 

Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9), se obtuvo que el retroinverso correspondería al ligando 

menos afín por AT1R. Esta tendencia se mantuvo al analizar la unión de los 

ligandos con AT2R. Los datos de MMGBSA/MMPBSA son concordantes respecto 

de una menor afinidad de RE-Ang (1-9) en contraste con Ang (1-9) en el bolsillo 

del AT2R.  

Sorpresivamente, al cotejar los datos de energía libre de RE-Ang-(1-9) 

unido a los receptores AT1 y AT2 se encontró que esta molécula tendría una 

mayor afinidad por el AT1R. Este comportamiento también se observó en los 

complejos Ang-(1-9)-AT1R y Ang-(1-9)-AT2R, sugiriendo que ambos ligandos 

tienen una menor afinidad por AT2R respecto de la unión con AT1R. 
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Tabla 1. Afinidades de unión calculadas. MMGBSA/MMPBSA para Ang II, 
Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) unidos al AT1R y AT2R. [Kcal/mol] ± Desviación 
estándar. 
 

Considerando la potencial relación estructural encontrada en este trabajo 

entre RE-Ang-(1-9) y AT2R, se debe reunir evidencia que permita asociar esta 

relación con la actividad del péptido. Si bien los datos previos sugieren un efecto 

cardioprotector en modelos de hipertrofia cardiaca in vitro [157a], se desconoce 

si la administración de RE-Ang-(1-9) tendría actividad sobre parámetros 

fisiológicos en un modelo ex vivo.  

6.8  Actividad Cardioprotectora ex vivo de Re-Ang-(1-9) 
 

De acuerdo con los resultados obtenidos desde los sistemas teóricos, en 

conjunto con antecedentes sugieren que RE-Ang-(1-9) tendría actividad en el 

tejido cardiaco. Previamente, se mostró en nuestro laboratorio en modelos de 

hipertrofia que RE-Ang-(1-9) posee actividad protectora en cardiomiocitos in vitro 

tratados con NE (norepinefrina) a través de un mecanismo dependiente de AT2R. 

No obstante, se desconoce si la administración de RE-Ang-(1-9) tendría un efecto 

precondicionante que pudiese mitigar el daño producido por un evento de I/R. 

Así, se probó el efecto del péptido en un modelo de I/R ex vivo en el sistema 

 
MMGBSA [Kcal/mol] MMPBSA [Kcal/mol] 

AT1R AT2R AT1R AT2R 

Ang II -72,3 ± 7,5 -62,8 ± 7,9 -62,4 ±12,4 -59,5 ± 9,8 

Ang-(1-9) -66,9 ± 11,0 -62,6 ± 7,3 -53,3 ± 13,5 -58,9 ± 9,2 

RE-Ang-(1-9) -58,2 ± 6,6 -45,5 ± 6,4 -55,6 ± 5,7 -45,0 ± 11,4 
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Langendorff. Inicialmente, la administración de RE-Ang-(1-9), en dosis de 1,5 a 

75 nM, mostró un comportamiento dosis-respuesta reduciendo el desarrollo de 

presión del ventrículo izquierdo (LVDP). Esta reducción osciló entre 97,4 ± 0,4 

mmHg y 26,8 ±0,1 mmHg (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Actividad de RE-Ang-(1-9) ex vivo. Desarrollo de presión del 
ventrículo izquierdo (LVDP) luego de la administración de concentraciones 
crecientes de RE-Ang-(1-9) (0, 1,5, 15 y 75 nM respectivamente). 

Posteriormente, se procedió a emplear las condiciones de Isquemia-

Reperfusión (I/R) en este modelo ex vivo administrando previamente 1,5 nM de 

RE-Ang-(1-9) por 10 min. Luego de 30 min de isquemia, seguido por 1 h de 

reperfusión, se comparó el tamaño de infarto entre el grupo tratado con RE-Ang-

(1-9) vs el grupo sin tratamiento (I/R). El grupo I/R mostró un tamaño de infarto 

39 ± 2% mientras que la administración de 1,5 nM de RE-Ang-(1-9) disminuyó el 

Tiempo (seg) Tiempo (seg) Tiempo (seg) Tiempo (seg) 

Control 

97,4 ± 0,4 mmHg 

RE-Ang-(1-9) 

1,5 nM 

89,4 ± 0,4 mmHg 

RE-Ang-(1-9) 

15 nM 

46,9 ± 0,5 mmHg 

RE-Ang-(1-9) 

75 nM 

26,8 ± 0,1 mmHg 
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tamaño a un 12 ± 3% (Figura 17A, C). Por otra parte, los parámetros fisiológicos 

evaluados en el grupo I/R mostraron que los corazones sometidos a isquemia 

global registraron un aumento en la presión de fin de diástole (LVEDP) en el 

ventrículo izquierdo hacia el final de la reperfusión, confirmando daño en el tejido 

cardiaco. Por el contrario, la administración de RE-Ang-(1-9) redujo 

significativamente la LVEDP (Figura 15B, D). Además, el desarrollo de presión 

del ventrículo izquierdo (LVDP) aumentó significativamente respecto del grupo 

I/R sugiriendo una mejora en la función fisiológica del corazón (Figura 10B, E). 

Estos resultados indican que RE-Ang-(1-9) tiene un efecto cardioprotector en el 

modelo de Langendorff empleado. 
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Figura 17. Análisis del efecto cardioprotector de RE-Ang-(1-9) en corazones 
aislados sometidos a I/R en el sistema de Langendorff. Los corazones se 
sometieron a isquemia total durante 30 min, seguido de 60 min de reperfusión en 
presencia o ausencia de 1,5 nM de RE-Ang-(1-9). A. Esquema experimental 
utilizado y cortes representativos utilizados en la medición del tamaño de infarto. 
B. Registro representativo del desarrollo de la presión (LVDP) en condiciones 
basales y al final de la reperfusión, en la ausencia (control) y en presencia de 1,5 
nM de RE-Ang-(1-9). C. Cuantificación del tamaño del infarto (prueba Mann 
Whitney, P<0,05). D. Presión de fin de diástole (LVEDP) luego de 60 min de 
reperfusión. E. Cuantificación de los registros de LVDP luego de 60 min de 
reperfusión. Los valores se expresan como media ± SEM; Control, N=6; I/R N=6; 
IR+1,5 nM de RE-Ang-(1-9) N=3. Se analizó los datos utilizando Kruskal Wallis 
para comparaciones múltiples seguido de la prueba de Dunn; ** P< 0,01; *** P< 
0,001 
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6.9  Desarrollo de un péptido Re-Ang-(1-9) cíclico basado en los 

resultados obtenidos en la sección 6.4 

Una de las características de RE-Ang-(1-9) dentro del sitio ortostérico de 

AT2R es la conformación cerrada que adopta este peptidomimético. En relación 

con lo anterior, una interrogante que surge a partir de esta característica es si un 

péptido retroenantio de Ang-(1-9) con una estructura cerrada tendría la misma 

actividad o una similar a la evaluada por medio del mismo modelo ex vivo 

reproduciendo las condiciones de I/R antes descritas. Para ello, se sintetizó una 

variante del péptido RE-Ang-(1-9) utilizando la estrategia head-to-tail. Esta 

variante, denominada cRE-Ang-(1-9) se encuentra ciclada mediante un enlace 

peptídico entre los extremos N-terminal y C-terminal de la molécula, simulando la 

estructura encontrada en los sistemas teóricos (Figura 18A). De forma paralela, 

se sintetizó una molécula de Ang-(1-9) utilizando la misma estrategia 

denominada cAng-(1-9) (Figura 18A). De acuerdo con el diseño, la configuración 

de los péptidos que conforman la estructura de cRE-Ang-(1-9) permite que las 

cadenas laterales de la molécula queden expuestas hacia el exterior, esta 

diferencia es importante respecto de cAng-(1-9). La cadena lateral de His6 de c-

Ang-(1-9) se encuentra orientada hacia el interior de la estructura. De acuerdo 

con los datos in silico se espera que cAng-(1-9) no muestre actividad biológica al 

perder interacciones identificadas como críticas para la activación del AT2R.   

Nuevamente, para poner a prueba la actividad del péptido cRE-Ang-(1-9) 

se utilizó el modelo de I/R ex vivo. Los resultados sugieren que la administración 
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de 50 nM de cRE-Ang-(1-9) tiene un efecto en los parámetros fisiológicos del 

corazón, encontrando una disminución en la LVDP previo al evento de I/R (Figura 

18B). No obstante, se advierte una tendencia al aumento en el tamaño de infarto 

de aproximadamente el doble respecto del el grupo I/R (Figura 18D). Al observar 

los corazones teñidos con la sal de tetrazolio pretratados con cRE-Ang-(1-9), se 

diferencia dramáticamente el daño producido en el tejido cardiaco respecto del 

grupo I/R (Figura 18C), lo que sugiere que cRE-Ang-(1-9) muestra actividad 

disminuyendo la presión del ventrículo izquierdo, pero falla al prevenir el daño 

producido en el miocardio. Adicionalmente y de acuerdo con lo esperado, la 

administración de 50 nM de cAng-(1-9) no mostró actividad en los parámetros 

fisiológicos del corazón ni el tamaño de infarto registrado (Figura 18C-D) 
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Figura 18. Análisis del efecto de cRE-Ang-(1-9) en corazones aislados 
sometidos a I/R en el sistema de Langendorff. Los corazones aislados en el 
sistema de Langendorff se sometieron a isquemia total durante 30 min, seguido 
de 60 min de reperfusión en presencia administrando 50 nM de cAng-(1-9) o cRE-
Ang-(1-9). A. Representación de las moléculas utilizadas cAng-(1-9) y cRE-Ang-
(1-9) dentro del esquema experimental utilizado en la medición del tamaño de 
infarto. B. Registro representativo del desarrollo de la presión (LVDP) en 
condiciones basales y al final de la reperfusión, en la ausencia (control) y en 
presencia de 50 nM de cRE-Ang-(1-9). C. Imágenes representativas del tamaño 
de infarto observado para las condiciones estudiadas en contraste con los grupos 
IR, IR+RE-Ang-(1-9), IR+cRE-Ang-(1-9) e IR+cAng-(1-9). D. Gráfica de la 
cuantificación relativa del tamaño de infarto de 2 experimentos independientes 
en los grupos antes mencionados. 
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Los datos reunidos hasta ahora apoyarían la hipótesis de que Ang-(1-9) 

podría unirse al receptor AT1. Si bien los resultados teóricos sugieren que los 

residuos conservados entre los receptores AT1 y AT2 son importantes para la 

activación de una señalización río abajo, el antecedente en el modelo ex vivo 

utilizando el péptido cíclico da cuenta de que la actividad del cRE-Ang-(1-9) sería 

deletérea en el miocardio podría tener una relación con el efecto mediado vía 

AT1R.  

7. DISCUSIÓN 

7.1  Comparación de estructuras de Ang II, Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) 

Los ligandos comparados Ang II, Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) presentan 

similitudes en su estructura primaria, una característica que llevaría a suponer 

que existirían similitudes en su estructura secundaria. Las aproximaciones 

teóricas son consistentes respecto de que ambas moléculas poseen una 

estructura extendida y flexible (Figura 6 y 7). Por un lado, los datos de dinámica 

molecular para los péptidos en solución muestran fluctuaciones en el movimiento 

del backbone en un intervalo de 1-3 Å respecto de la estructura de inicio durante 

el tiempo de simulación (1µs). Los resultados de REMD se muestran 

concordantes con lo expuesto anteriormente. Las diferencias de temperatura 

ensayadas amplían las fluctuaciones en el movimiento del backbone de ambas 

moléculas. Por otro lado, estos análisis indicarían la presencia de 2 estructuras 

de interés (Figura 7 y 10D). Considerando la longitud de los péptidos y las 

disposiciones en la gráfica de Ramachandran de los residuos que presentes en 
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el esqueleto carbonado, se infiere que la primera estructura de interés tendría 

una conformación extendida. La segunda estructura de interés observada para 

RE-Ang-(1-9) advierte la presencia de una conformación cerrada favoreciendo 

una interacción de tipo puente de hidrógeno entre los residuos del backbone de 

la molécula y entre los extremos N-terminal y C-terminal. Esta estructura, estaría 

favorecida dentro del bolsillo de AT1R y AT2R (Figuras 13C, 14C, 14F). Más 

adelante, los estudios de CD y RMN sugieren que estos péptidos no adoptarían 

una estructura secundaria definida en solución. Los valores 3JNHH para los 

residuos de Ang-(1-9) y RE-(1-9) se encuentran en un rango de 6-7 Hz (Figura 

9) lo que indica a que la conformación de los péptidos utilizados en este estudio, 

muestran una tendencia a una disposición de los residuos de manera aleatoria 

(random coil) [151, 152]. Característica previamente descrita para Ang II [153]. El 

análisis de los desplazamientos químicos utilizando resonancias H, C y Cβ 

(ΔC-ΔCβ) mostró que la secuencia Val3-Ile5 tiende a adoptar una conformación 

de tipo giro-β la cual también estaría presente en D-Ile5-D-Val7 de RE-Ang-(1-9). 

Sin embargo, esta conformación transitoria no parece tener participación en la 

estructura que Ang-(1-9) adoptaría en la cavidad de AT1R y AT2R o la formación 

del ciclo en el retroinverso (Figura 14E, 14F). Se ha propuesto que estos giros 

pudrieran ser relevantes para la actividad biológica de algunos péptidos de 

conformación extendida favoreciendo el reconocimiento del receptor [154, 155]. 

En contraposición, los resultados de las interacciones observadas en los 

complejos formados entre Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) con AT1R y AT2R apoyan lo 
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reportado en los datos cristalográficos para Ang II [72, 75]. Entre ellos, se ha 

descrito la importancia de la interacción con el residuo de Arg182ECL para el 

reconocimiento del ligando el cual interactúa mediante un puente de hidrógeno 

con el motivo His-Pro-Phe [72, 75].  

De acuerdo con lo anterior, estas similitudes estructurales entre Ang-(1-9) y 

RE-Ang-(1-9) representarían una ventaja en términos de la formación del 

complejo ligando-receptor. Dada la flexibilidad de RE-Ang-(1-9), se espera que 

este conserve las interacciones reportadas en el complejo Ang II-AT2R [72, 75] 

teniendo un efecto mimético sobre la señalización río abajo. 

7.2  Interacciones observadas en el sitio ortostérico del complejo Ang-(1-

9)-AT2R versus RE-Ang-(1-9)-AT2R 

Las simulaciones mostraron diferencias significativas entre la conformación 

que adopta Ang-(1-9) dentro del bolsillo de AT2R y la disposición que adquiere 

RE-Ang-(1-9) en el mismo sitio. Se observó que Ang-(1-9) mantiene la 

conformación flexible, conserva las interacciones identificadas como críticas para 

la activación del receptor y que, algunas de estas se encuentran compartidas por 

AT1R y AT2R (Arg184ECL2, Lys2155.42, y Asp2977.32) (Figura 2) además de otras 

interacciones (Asp2796.58). A su vez, las interacciones observadas en el complejo 

Ang-(1-9)-AT2R presentan diferencias respecto de las reportadas en el complejo 

Ang II-AT2R por Asada et al., 2020 [75]. Los autores, además de incluir 

información sobre los residuos críticos antes mencionados, lograron la 
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identificación de otros residuos que participan en la activación de AT2R, que no 

están presentes en AT1R, entre ellos Tyr1032.63, Tyr2045.31 y Tyr1042.64. De 

acuerdo con esta publicación, la mutación Tyr104A no registró actividad, 

concluyendo que la interacción entre Tyr1042.64 y Ang II es necesaria para la 

activación del receptor, además de ser una pista potencial para esclarecer las 

bases del agonismo selectivo de AT2R [75]. El complejo Ang II-AT2R muestra una 

interacción de tipo puente de hidrógeno entre Tyr1042.64 y la cadena lateral del 

residuo His6 del octapéptido. En contraste, la dinámica molecular ejecutada para 

el complejo Ang-(1-9)-AT2R indica que, en el tiempo evaluado esta interacción se 

pierde, sugiriendo que existen diferencias entre los contactos polares producidos 

entre Ang II y Ang-(1-9) dentro del bolsillo del receptor y que estos serían 

suficientes para la activación AT2R. Este resultado, refuerza la hipótesis que 

propone que dentro del sitio ortostérico de AT2R existiría una capacidad reducida 

de residuos del ligando que podrían acoplarse e interactuar en el fondo del 

bolsillo. Estudios anteriores, sugieren que la arquitectura del bolsillo de AT2R 

soportaría 7 residuos en su interior [72]. En nuestras aproximaciones teóricas, se 

observó que los residuos Asp1, Arg2 y Val3 de Ang-(1-9) quedan expuestos en 

el extremo extracelular fuera del bolsillo del receptor. Paralelamente, la cadena 

lateral de His9 se mueve posicionando el anillo imidazol cerca del residuo 

Thr2766.55 formando un puente de hidrógeno. Así, Ang-(1-9) se aleja levemente 

del fondo del sitio, no obstante, las cadenas laterales de la molécula tienden a 

orientarse de manera similar a lo descrito para el complejo Ang II-AT2R, 
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conservando la mayor parte de las interacciones. Si bien la longitud de Ang-(1-9) 

parece ser un factor relevante para formación de interacciones dentro del sitio 

ortostérico de AT2R, la contribución de 1 residuo cargado en el extremo C-

terminal, podría tener un rol sobre el efecto río abajo. Al respecto, es importante 

recalcar que la diferencia fundamental entre Ang II y Ang-(1-9) radica en el 

residuo His9, el cual exhibe interacciones no reportadas hasta la fecha (Figura 

14E). Esta característica podría definir la relación estructura-actividad de Ang-(1-

9) vs Ang II, proporcionar información determinante sobre la selectividad 

funcional del AT2R y a su vez proponer nuevas interrogantes del agonismo 

selectivo del AT1R. Adicionalmente, estos hallazgos explicarían superficialmente 

las razones por las cuales angiotensina I no presentaría actividad sobre los AT1R 

y AT2R.  

Por el contrario de lo esperado, RE-Ang-(1-9) muestra dentro del sitio 

ortostérico de AT2R una conformación cerrada, presentando contactos 

intramoleculares que favorecen la formación de una estructura semejante a la de 

un péptido cíclico (Figura 14F). En ella destaca la interacción entre los extremos 

N-terminal y C-terminal de la molécula unidos mediante un puente salino. Se 

observó además que, las cadenas laterales del péptido se encuentran dispuestas 

hacia el exterior de la estructura. Dada la configuración de los residuos que 

forman parte de RE-Ang-(1-9) esta conformación permite mantener las 

interacciones conservadas entre AT1R y AT2R y que son necesarias para la 

activación de ambos receptores. Una de las principales diferencias identificadas 
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entre los complejos Ang-(1-9)-AT2R y RE-Ang-(1-9)-AT2R corresponde a las 

interacciones entre los residuos del ligando con aquellos que forman parte de un 

loop extracelular (ECL1 o ECL2). Anteriormente, se reportó que Arg182ECL2 

tendría una función sobre la formación del complejo ligando-receptor y se postula 

que este residuo funcionaría como un punto de anclaje para Ang II y s-Ang II 

orientando su posición dentro del bolsillo de AT2R [71, 72, 75]. Concordante con 

lo anterior, nuestros resultados sugieren que tanto Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) 

conservarían esta interacción a lo largo de la simulación, pero además de Arg182, 

Ang-(1-9) estaría interactuando con otros 2 residuos ubicados en el ECL2: Tyr189 

y Pro201. En contraste, RE-Ang-(1-9) presenta 2 diferentes interacciones, pero 

esta vez ubicadas en el ECL1: Tyr108 y Trp110. Al igual que la función propuesta 

para Arg182ECL2 es posible que las interacciones con los residuos que forman 

parte de los loops extracelulares puedan tener un rol sobre la formación del 

complejo ligando receptor. Subsecuentemente, algunas de las interacciones 

dentro del dominio de unión a ligando difieren de las observadas en el complejo 

Ang-(1-9)-AT2R, entre ellas la cadena lateral del residuo Trp1002.60 formando un 

puente de hidrógeno con el backbone de RE-Ang-(1-9). Esta interacción, 

permitiría la estabilización de la molécula al interior del sitio ortostérico de AT2R, 

manteniendo la orientación de la cadena lateral de D-Phe2 del péptido hacia el 

fondo del bolsillo. De acuerdo con la información obtenida de las estructuras 

cristalinas de AT1R y AT2R, el dominio de unión a ligando en ambos receptores 

está compuesto por residuos polares localizados en la parte superior del bolsillo 
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y residuos apolares ubicados en el fondo del sitio, pudiendo distinguir 1 región 

polar y otra apolar [72, 75]. Si bien, este antecedente considera que las 

interacciones polares en la parte superior cumplen una función sobre el 

posicionamiento del péptido al interior del bolsillo y la activación del receptor, se 

ha sugerido que también las interacciones apolares son esenciales para el mismo 

efecto. Por ejemplo, se identificó que los residuos Phe2726.51, Trp2696.48, 

Met1283.36 y Phe3087.43 tienen una importante participación en la activación del 

receptor y que esta sería dependiente de la interacción con el anillo del residuo 

Phe8 de Ang II, concluyendo que el movimiento de la cadena lateral de Met1283.36 

representaría un elemento crucial en la activación de AT2R [72, 75]. Nuestros 

resultados sugieren que el residuo D-Phe2 de RE-Ang-(1-9) mantendría la 

interacción reportada para Ang II con Met1283.36 al igual que Ang-(1-9).  

7.3  Agonismo selectivo del AT2R y similitudes con AT1R 
 

Para entender la relación existente entre las interacciones ligando-receptor y 

el agonismo selectivo de AT2R es necesario establecer un punto de comparación 

con AT1R. Los resultados sugieren que tanto Ang-(1-9) como RE-Ang-(1-9) 

serían capaces de acoplarse a AT1R. Asimismo, es razonable suponer que las 

semejanzas en la estructura primaria entre Ang II, Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) 

serían un factor determinante para la torsión del backbone del péptido dentro del 

bolsillo del AT1R de forma similar entre ellos. No se observaron diferencias 

importantes entre las interacciones registradas en los complejos Ang II-AT1R y 
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Ang-(1-9)-AT1R en los sistemas teóricos. Sin embargo, las simulaciones del 

complejo RE-Ang-(1-9)-AT1R aportaron con nuevas perspectivas respecto de la 

activación de este receptor. De forma interesante, la estructura cerrada que 

adopta RE-Ang-(1-9) dentro del bolsillo de AT1R presenta un puente de hidrógeno 

el cual se forma entre la cadena lateral de D-His4 del péptido y la cadena lateral 

de Tyr351.39. Además, se detectó otra interacción de tipo puente de hidrógeno 

entre los residuos D-Tyr6 y Thr802.56. Estas interacciones han sido descritas entre 

AT1R y olmesartán, agonista inverso para AT1R del cual están bien descritos los 

efectos [71, 156]. Nuestros resultados con RE-Ang-(1-9) se apoyan en los datos 

descritos para olmesartán, sugiriendo que los residuos de Tyr351.39 y Thr802.56 de 

AT1R ubicados en el dominio de unión a ligando, tendrían una participación sobre 

el agonismo inverso y la selectividad funcional de este receptor. Así, es posible 

hipotetizar que RE-Ang-(1-9) tendría una función sobre AT1R como agonista 

inverso, lo cual explicaría de forma parcial una sinergia mediante la unión con 

AT1R y AT2R potenciando el efecto observado. En oposición a lo antes 

mencionado, estudios recientes evaluaron la selectividad funcional en AT1R 

mostraron una relación entre las interacciones dentro del bolsillo del receptor y la 

presencia del residuo de Phe8 de Ang II con la activación de una señalización río 

abajo a través de Gq o β-arrestina, indicando que esta última tendría un efecto 

cardioprotector [157]. Similar a lo observado en la cavidad de AT2R, la unión de 

Ang II en el bolsillo de AT1R permite el posicionamiento de Phe8 en el fondo del 

bolsillo, induciendo un cambio conformacional en Leu1123.36 favoreciendo la 
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activación del receptor vía proteína Gq. No obstante, debido a la conformación 

flexible del AT1R unido a Ang II es posible observar un balance entre la respuesta 

mediada por proteína G o β-arrestina  [157]. Así, esta respuesta podría ser similar 

para el complejo Ang-(1-9)-AT1R debido a la flexibilidad del ligando a diferencia 

de RE-Ang-(1-9) dentro de la cavidad, cuya estructura sería más rígida. 

7.4  Afinidades de Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) con AT1R y AT2R 

 Los resultados teóricos mostrados en el capítulo 6.7 sugieren una menor 

afinidad de RE-Ang-(1-9) por los receptores AT1 y AT2 comparado con Ang-(1-9) 

para los mismos receptores. Esta tendencia es consistente entre los valores de 

ΔG calculados mediante MMGBSA/MMPBSA (Tabla1). Sin embargo, al 

contrastar los datos obtenidos para los complejos Ang-(1-9)-AT1R y Ang-(1-9)-

AT2R se observó discrepancias respecto de los valores de ΔG entre estas 

aproximaciones. Las energías calculadas mediante MMGBSA sugieren que Ang-

(1-9) tendría una mayor afinidad por AT1R que por AT2R. Sin embargo, este 

escenario se invierte al contrastar con los valores obtenidos por MMPBSA. Si 

bien se ha propuesto a estas 2 metodologías como complementarias, existen 

diferencias entre ambas aproximaciones en las que se destacan algunas 

desventajas respecto de los valores de energía calculados mediante MMPBSA 

[158-161]. Este método tiene un mejor desempeño para el cálculo de energías 

absolutas, pero no necesariamente para la estimación de energías relativas 

[158]. Además, se ha visto que el cálculo de las energías de unión utilizando esta 

estrategia presenta una baja precisión, es más sensible a las perturbaciones de 
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los campos de fuerza y tiende a mostrar dificultades con ligandos grandes [162]. 

Probablemente, la diferencia registrada tenga relación con las características 

fisicoquímicas de la interfaz de unión. En este sentido, MMGBSA provee 

información de mayor relevancia para la estimación de afinidad entre ligando y 

receptor [158]. Pese a las diferencias antes mencionadas, los cálculos de 

MMGBSA sugieren que tanto Ang-(1-9) y RE-(1-9) tendrían una mayor afinidad 

por AT1R. Sin embargo, esta tendencia ya ha sido reportada para Ang-(1-9) 

apoyando los datos observados en las simulaciones [163]. En relación con lo 

anterior, es necesario señalar, que más allá de las contribuciones de las 

interacciones polares observadas y el cálculo de las energías de unión en los 

complejos simulados, existen otras características que favorecen la afinidad de 

un ligando por el receptor, entre ellas destacan la flexibilidad del ligando, la 

solvatación de este, la contribución individual de las moléculas de agua en la 

interfaz y las fuerzas de repulsión presentes en la cavidad [164].  

7.5  Efecto cardioprotector de RE-Ang-(1-9) vs cRE-Ang-(1-9) 
 

Los resultados utilizando el modelo de I/R ex vivo indican que RE-Ang-(1-9) 

presenta una actividad cardioprotectora, reduciendo significativamente el tamaño 

de infarto respecto del grupo sin tratamiento (Figura 17). Como se mencionó 

anteriormente, las simulaciones del complejo RE-Ang-(1-9)-AT2R mostraron que 

esta molécula adopta una estructura cerrada dentro del bolsillo del receptor, pero 

al intentar obtener esta estructura de forma sintética [cRE-Ang-(1-9)] y probarla 
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en el mismo sistema, se observó paradójicamente el efecto opuesto (Figura 18). 

De esta manera, es posible abordar este resultado tomando en cuenta algunos 

aspectos. Al unir los extremos C-terminal y N-terminal de RE-Ang-(1-9), el enlace 

peptídico formado haría que las contribuciones de los extremos se pierdan, con 

ello, probablemente interacciones importantes para la activación y/o señalización 

vía AT2R. También es posible suponer que la distancia de un enlace peptídico 

limite los grados de libertad de cRE-Ang-(1-9) en el bolsillo del receptor, 

dificultando otras interacciones. Estos resultados apoyan fuertemente la idea de 

que el RE-Ang-(1-9) tiene una conformación extendida y que es necesaria para 

generar un efecto vía AT2R.  

Finalmente, los análisis efectuados sugieren la posibilidad de que cRE-Ang-

(1-9) pueda unirse a AT1R, dado el efecto reportado en este trabajo.  No obstante, 

tampoco es posible descartar la interacción de cRE-Ang-(1-9) con algún otro 

receptor. 
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8. CONCLUSIONES 

 Los resultados sugieren que las similitudes estructurales entre Ang-(1-9) y RE-

Ang-(1-9) podrían favorecer las interacciones descritas en AT2R. 

 Los nonapéptidos Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) no muestran una estructura 

secundaria definida en los modelos estudiados. 

 Los resultados de las simulaciones sugieren que Ang-(1-9) y RE-Ang-(1-9) 

conservarían las interacciones reportadas como críticas para la activación de 

AT2R. Por otro lado, el complejo Ang-(1-9)-AT2R presenta interacciones con 

los residuos Tyr189, Pro201, Ser208 y Thr276. 

 En los modelos teóricos se observaron diferencias en las interacciones 

ligando-receptor en el complejo RE-Ang-(1-9)-AT2R respecto de Ang-(1-9)- 

AT2R; destacando las interacciones con los residuos Trp100, Trp110 y Tyr108.  

 RE-Ang-(1-9) exhibió una conformación cerrada dentro del bolsillo de AT2R. 

También se observó una conformación cerrada de este péptido en el complejo 

RE-Ang-(1-9)-AT1R el cual muestra interacciones de tipo puente de hidrógeno 

entre los residuos dTyr6 y Thr802.56 este último, ha sido descrito como parte 

de la interacción con olmesartán. 

 RE-Ang-(1-9) mostró un efecto cardioprotector ex vivo, mientras que la 

administración de la forma ciclíca de este péptido, cRE-Ang-(1-9) mostró un 

efecto deletéreo sobre el tejido cardiaco. 

 Los estudios teóricos sugieren que al igual que RE-Ang-(1-9), Ang-(1-9) 

también podría unirse al sitio ortostérico de AT1R. 
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 Estos antecedentes podrían dar nuevas pistas sobre la relación estructura-

actividad de ligandos y selectividad funcional del AT2R. 
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