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RESUMEN.

La deposicion excesiva de proteinas de matriz extracelular (MEC) se conoce como fibrosis y
es una de las caracteristicas de las enfermedades musculares degenerativas como la distrofia
muscular de Duchenne (DMD). En esta enfermedad, la funcién muscular se pierde cuando las
miofibras son reemplazadas por deposicion de coldgeno y otras proteinas de MEC. Entre los
factores que desencadenan la fibrosis muscular se encuentran el Factor de Crecimiento
Transformante tipo B (TGF-B) y Angiotensina II (Ang II), éste dltimo perteneciente al Sistema
Renina-Angiotensina (RAS). Los principales efectos bioldgicos ejercidos por Ang II estdn
mediados a través de los receptores tipo 1 y tipo 2 para Ang Il denominados AT-1y AT-2. El
receptor AT-1 es responsable de mediar los efectos fibréticos dependientes de Ang II mientras
que AT-2 participa como inductor de los efectos antifibréticos. En fibrosis de tejidos cardiaco,
pulmonar y renal, TGF-B1 aumenta los niveles de AT-1 y AT-2, adicionando mayor complejidad
a los mecanismos que regulan la fibrosis. Los efectos de TGF-B1 sobre los niveles de los
receptores de Ang II en el musculo esquelético atin no se conocen.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de TGF-B1 sobre los niveles proteicos de los
receptores AT-1y AT-2 en mioblastos C,C,, y en miisculo esquelético de raton.

Los resultados que se obtuvieron de los andlisis in vitro en células musculares esqueléticas
expuestas a TGF-B1, mostraron un aumento en los niveles proteicos de AT-2 de una manera
dependiente de la dosis de TGF-f1 con un efecto maximo a las 48 h en paralelo a la induccién
de fibrosis determinada por la acumulacién de fibronectina y coldgeno III. Sin embargo, los
niveles proteicos de AT-1 no fueron afectados. Experimentos in vivo de inyeccidon de TGF-B1 a
musculo esquelético dafiado de ratén, mostraron un aumento en los niveles del receptor AT-2,
sin cambios en los niveles del receptor AT-1. Utilizando inhibidores farmacolégicos de la
actividad quinasa del receptor tipo I de TGF-$ y de la actividad p38 MAPK se pudo establecer
que ambos eran requeridos para el aumento de los niveles proteicos de AT-2 inducido por TGF-
B1, sugiriendo que el efecto es directamente mediado por los receptores de TGF-B y por la via
MAPK p38. En un modelo murino de la distrofia muscular de Duchenne (ratones mdx), el cual
presenta fibrosis y niveles aumentados de TGF-fB1, se observd un aumento de los niveles
proteicos del receptor AT-2 en diversos musculos esqueléticos comparados a los niveles
observados en un ratén normal, sin embargo, los niveles del receptor AT-1 no se observd

cambios. Durante la diferenciacién de los mioblastos C,Cj,, proceso en el cual la via de
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sefializacion de TGF-B1 se encuentra disminuida, los niveles proteicos de los receptores AT-1 y
AT-2, disminuyd.

Estos resultados sugieren que los niveles proteicos de AT-2, y no los de AT-1, son
modulados por el factor profibrotico TGF-f1 en células musculares esqueléticas y en musculo
esquelético, y que, durante la diferenciacién, tanto AT-1 como AT-2 son modulados, sugiriendo

asi que estos receptores tienen un papel en el desarrollo y fisiopatologia de 1la DMD.



EFFECT OF TGF-p1 ON ANGIOTENSIN II RECEPTORS TYPE 1 AND 2 IN
MYOBLASTS AND SKELETAL MUSCLE.

SUMMARY.

The excessive deposition of extracellular matrix (ECM) proteins is known as fibrosis and is
a key hallmark of degenerative muscle diseases such as Duchenne muscular dystrophy (DMD).
In this disease, muscle function is lost when myofibers are replaced by deposition of collagen
and other ECM proteins. Among the factors that triggers muscle fibrosis are Transforming
Growth Factor Type beta (TGF-) and Angiotensin II (Ang II) from the Renin-Angiotensin
System (RAS). Ang II exerts its biological effects mainly through two receptors, AT-1 and AT-
2, where AT-1 is responsible for Ang II fibrotic effects and AT-2 mediates antifibrotic effects. In
cardiac, pulmonary and renal fibrotic tissues TGF-fB1 increases AT-1 and AT-2 levels adding
more complexity to the mechanisms that regulate fibrosis. The effects of TGF-B on the AnglI
receptor levels in skeletal muscle are not know.

The aim of this work was to evaluate the effect of TGF-Blon protein levels of AT-1 and
AT-2 receptors.

The results were determined by western blot assays, and they show that TGF-B1 increases
fibronectin and collagen III expression in C,C,, cells. We also determined that AT-2 protein
levels were increased in a dose-dependent manner with a maximal effect at 48 h. However,
levels of AT-1 remain unchanged. In vivo experiments in a mice damage skeletal muscle model
injected with TGF-B1 shown an increase of AT-2 protein level and no changes were observed in
AT-1 protein level. TGF-f1-dependent increase of AT-2 is abolished when cells were treated
with a specific inhibitor of the TGF-$ receptor I kinase activity and with an inhibitor of p38
MAPK pathway, suggesting that the effect is directly mediated by TGF-p receptors and p38
MAPK pathway. In a murine model of DMD (mdx mice), which presents fibrosis and augmented
TGEF-B1 levels, AT-1 and AT-2 receptors were evaluated in several muscles, AT-1 levels remain
unchanged and AT-2 levels were augmented in dystrophic muscles. However, during
differentiation, in which TGF-f pathway is downregulated, C,C,, myoblasts, diminished the

expression of AT-1 and AT-2 receptors.



These results suggest that AT-2 protein levels, and not AT-1 levels, are differentially
modulated by the profibrotic factor TGF-B1 in skeletal muscle cells and skeletal muscle, and
during differentiation AT-1 and AT-2 are modulated, suggesting that these receptors have a role

in the development and physiopathology of DMD.



L INTRODUCCION

1. Fibrosis.

La fibrosis es la respuesta exagerada de cicatrizacién frente a un dafio crénico,
caracterizado por un aumento excesivo de proteinas de la matriz extracelular (MEC) tales como
coldgeno y fibronectina. Frente a un dafio crénico, tal como una infeccidon, reacciones
autoinmunes o dafio mecdnico, el proceso tipico de reparacidén presenta dos fases, uno de
regeneracién donde las células dafiadas son reemplazadas, y otra fase de fibrosis en el cual el
tejido conectivo reemplaza el tejido normal. Si estos procesos se mantienen en el tiempo ocurre
un remodelamiento de la MEC y la formacion de un tejido de cicatrizacion permanente que
reemplaza el tejido normal (Wynn, 2007, y Kisseleva y Brenner, 2008). La fibrosis puede afectar
diversos 6rganos tales como corazén, pulmén, higado, rifidn y misculo esquelético. En todos
estos casos, el reemplazo del tejido normal por tejido conectivo implica una disminucién

importante de la funcionalidad tisular normal.

Dentro de las enfermedades que afectan al tejido muscular esquelético y que conllevan la
aparicion y desarrollo de fibrosis, se encuentra la distrofia muscular de Duchenne (DMD). La
DMD se expresa por la ausencia de distrofina, proteina del citoesqueleto, asociada al sarcolema;
la distrofina se expresa principalmente en el muisculo esquelético, y forma junto al complejo de
proteinas asociadas a ella la unién entre la MEC y el citoesqueleto intracelular que es de
importancia vital para el mantenimiento de las fibras musculares (Zanotti y cols. 2009). La
principal consecuencia de la ausencia de distrofina en el musculo esquelético es la inestabilidad
del sarcolema y el aumento de vulnerabilidad a estrés mecénico, originando ciclos continuos de
degeneracién y regeneracion. Esto causa inflamacién con constante produccién de citoquinas
profibréticas y excesiva sintesis y deposicién de proteinas de la MEC que dan lugar a fibrosis,
una acumulacién de MEC y tejido conectivo el cual reemplaza a las células musculares
disminuyendo progresivamente la masa muscular y la funcionalidad (Zhou y cols., 2010). Una
caracteristica importante de la DMD es el desarrollo de fibrosis en los tejidos determinado por
los altos niveles de expresion del factor de crecimiento de tipo transformante p (TGF-f) que
promueve la produccién de coldgeno y la proliferacién y diferenciacién de los fibroblastos a

miofibroblastos (Bernasconi y cols. 1995).



Entre los principales factores involucrados en la fibrosis se encuentran TGF-f3 (Bataller y
Brenner, 2005), el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) (Rupérez y cols., 2003) y
Angiotensina II (Ang II), el principal péptido efector del sistema renina-angiotensina (RAS)

(Jonsson y cols., 2001).

2. Factores profibroticos.

2.1. Factor de crecimiento transformante f (TGF-§)

La familia TGF-p pertenece a una familia de factores de crecimiento polipeptidicos que
pueden presentar 3 isoformas TGF-B1, 2 y 3. TGF-f1 es la isoforma mds abundante en
mamiferos (Kettler y cols., 1995). Los efectos de TGF-fB1 abarcan la proliferacion celular, el

destino celular, diferenciacién, motilidad, adhesién y muerte (Massagué y cols., 1998).

Una de las propiedades bioldgicas mas importantes de TGF-} es la induccién de fibrosis
en estados patoldgicos a través de la acumulacién de proteina de la MEC, tales como
fibronectina y coldgeno. Los mecanismos por los que TGF-§ aumenta la MEC son: 1) induccién
de la transcripcidn, sintesis y acumulacién de proteinas de MEC, 2) disminucién de la sintesis de
metaloproteasas y aumento de la sintesis de inhibidores de estas proteasas, 3) aumenta la
expresion de receptores de proteinas de adhesion que regulan el ensamblaje de la MEC (Kettler

y cols., 1995).

2.1.1. Vias de sefalizacién dependientes de TGF-f3
2.1.1.1. Via Canonica:

La principal via de sefializaciéon de TGF-B es la via candnica dependiente de proteinas
intracelulares denominadas Smad. Este proceso comienza cuando TGF-f se une con dos
receptores de transmembrana denominados receptores de tipo I y II para TGF-§ los cuales
forman un complejo heteroligomérico. Ambos receptores se caracterizan por poseer actividad
serina-treonina quinasa en su dominio intracelular, y por tener la capacidad de formar homo u

heterodimeros (Dernyck y Feng, 1997). La unién de TGF-f al receptor tipo II desencadena su



autofosforilacién en aminodcido serina, y la posterior unién con el receptor de tipo I al cual
fosforila en aminodcidos serina y treonina. Una vez que el receptor de tipo I ha sido activado
interactia con dos proteinas intracelulares que participan del proceso de sefializacion
intracelular: Smad-2 y Smad-3. Las proteinas Smad-2/3, también denominadas R-Smad (Smads
activadas por receptor) actian como factores de transcripcidn, para lo cual poseen tres dominios
estructurales y funcionalmente distintos: un dominio N-terminal de unién al DNA, un dominio
C-terminal que se une a factores coactivadores o corepresores de la transcripcién, y una regién
linker que donde se han identificado distintos sitios de fosforilacién por quinasas que regulan la
actividad de las proteinas Smad. El receptor tipo I para TGF- (TPRI) fosforila a las R-Smads en
el dominio C-terminal (Whitman, 1998; Itoh y cols., 2000).

Una vez que el receptor de tipo I fosforila a las R-Smad, estos adquieren la capacidad de
interactuar con la proteina Smad-4, un tercer miembro de la familia de proteinas Smad, también
denominado Co-Smad. Esta proteina es un componente intracelular que es compartido por las
vias de sefalizacion de varios miembros de la familia TGF-B. R-Smad fosforilado junto a Smad-
4 forman un complejo oligomérico que transloca al nicleo para regular la expresion de genes
blanco de TGF-B (Inman y cols., 2002). Existe una proteina intracelular inhibidora de la via de
transduccién de sefiales de TGF- denominada Smad-7, la cual inhibe la fosforilacién de Smad-
2 y -3 por el receptor I de TGF-p, ademds puede interaccionar con Smad-4, y provocar la

ubiquitinacién del receptor tipo I para su posterior degradacién (Itoh y Ten Dijke, 2007).

Varios estudios demuestran que la via Smad activada por TGF-f estd involucrada en la
fibrosis del higado (Kaimori y cols., 2007), rifién (Schnaper y cols., 2002) y pulmén (Zhao y
cols., 2001).

2.1.1.2. Vias No Canonicas:

Ademads de la sefalizaciéon candnica dependiente de proteinas Smad, existen otras vias de
seflalizacion de TGF-P independiente de Smad pero con la participacion del receptor I de TGF-f3
(Zhang, 2009). Estas vias pueden ser MAPK ERK-1/2, p38,JNK, AKT y PI3K (Hartsough y
Mulder, 1995; Engel y cols., 1999; Bhowmick y cols., 2001; Zhang, 2009 ), los efectos de TGF-

B en estas vias pueden variar en magnitud y cinética (Yu y cols., 2002). Algunos de los efectos



mediados por la activacion de estas vias por TGF-B son la induccidn en la expresiéon de TGF-§,
transdiferenciacion epitelio-mesénquima y alteracion de la respuesta en la transcripcion de genes
blanco de TGF- a través de efectos directos sobre los factores de transcripcién que interactian
con Smad (Derynck y Zhang, 2003). Ademds estas vias estarfan mediando el desarrollo de

fibrosis desencadenado por TGF-B1 (Li y cols., 2008; Yang y cols., 2009).

2.1.2. Musculo esquelético y TGF-B1.

El crecimiento y desarrollo del musculo esquelético estd mediado por células de reserva
denominadas células satélites que son células mononucleadas ubicadas entre el sarcolema y la
ldmina basal que rodea las fibras musculares; estas células son las encargadas del crecimiento
del misculo y de mediar la formacién de la masa muscular en el adulto, ademds constituyen la
principal fuente de células precursoras musculares destinadas a formar y reparar las fibras frente
a dafio (Seale y Rudnicki, 2000). El proceso de la diferenciacién muscular esquelética esta
comandado por un conjunto de factores de transcripcion reguladores del musculo esquelético,
los primeros factores en expresarse son MyoD y miogenina, éste ultimo lleva a la fusién de las
células precursoras del musculo y a la expresion de proteinas especificas del misculo tales como

creatina quinasa y cadenas pesadas de miosina (Casar y cols., 2004).

Diversos estudios han demostrado que TGF-f1 es un potente inhibidor de la
diferenciacion de las células musculares esqueléticas (Massagué y cols., 1986; Riquelme y cols.,
2001). Mas atin, se ha establecido que la formacién de musculo y por lo tanto el proceso de
miogénesis, ocurre en presencia de TGF-f. Esta evidencia ha permitido describir que existen
diversos mecanismos de atenuacién de la actividad biolégica de TGF-f durante la diferenciacién
muscular esquelética tales como la disminucién de las proteinas Smad y la disminucién de la
biodisponibilidad del ligando a sus receptores a través del proteoglicin decorina (Droguett y
cols., 2006; Droguett y cols., 2010). Ademds de la actividad eléctrica estd asociada con los

cambios en los niveles de TPRI en la membrana celular (Ugarte y Brandan, 2006)

Otro de los efectos de TGF-3 en musculo esquelético es la induccién de fibrosis. A través
de estudios in vitro se ha demostrado que TGF-B es capaz de inducir el aumento de los niveles

de proteinas de MEC y factores profibréticos tales como CTGF en mioblastos y fibroblastos



obtenidos de musculo esquelético (Vial y cols., 2008; Cabello-Verrugio y cols., 2011). In vivo, la
inyeccién de TGF-B1 recombinante en el musculo esquelético de ratones, estimula a las
miofibras a expresar TGF-f1 y a la formacion de tejido fibrético en la zona de la inyeccién (Li y
cols., 2004). Estos datos correlacionan bien con los niveles aumentados de TGF-B1 reportados
en los ratones distréficos mdx lo que explica en parte el fenotipo fibrético observado en estos

ratones distréficos (Bernasconi y cols., 1995).

2.2. Angiotensina II

Ang II es el principal péptido efector de RAS. Ang II regula la presion sanguinea, el volumen
plasmadtico, la actividad nerviosa simpdtica y las respuestas a la sed. También juega un papel
importante en patologias cardiovasculares, incluyendo hipertrofia cardiaca, infarto al miocardio,
hipertension y aterosclerosis. Una serie de estudios también le atribuyen a Ang II caracteristicas
de citoquina y de factor de crecimiento (Touyz y Berry, 2002), por lo que Ang II a nivel celular
regula la contraccién, crecimiento celular, apoptosis, diferenciacién, migracién celular y
deposicién de MEC, es proinflamatoria y promueve la expresion de otros factores de crecimiento

y vasoconstrictores, y transactiva receptores de factores de crecimiento (Kim e Iwao, 2000).

Se ha demostrado que los componentes de RAS, incluido su principal péptido efector, estd
involucrado en la patogénesis de fibrosis pulmonar (Bullock y cols., 2001), hepética (Jonsson y

cols., 2001), cardiaca y renal (Sun y cols., 2009).

Diversos estudios han sefialado que Ang II ejerce sus efectos bioldgicos a través de sus
receptores transductores AT-1 y AT-2. En células musculares esqueléticas se ha descrito que
Ang II produce hipertrofia, y detencién del ciclo celular en G, (Hlaing y cols., 2002). En nuestro
laboratorio se ha descrito recientemente que Ang II actia como un potente agente pro-fibrético

en mioblastos C,C, (Datos no publicados Proyecto Fondecyt Dr. Claudio Cabello).



2.2.1. Receptores para Angiotensina II y Vias de Senalizacion

Los efectos de Ang II son mediados por dos receptores transmembrana denominados AT-1 y
AT-2, los cuales poseen siete dominios que atraviesan la membrana y se acoplan a proteina G

(De Gasparo y cols., 2000) y que tan sélo presentan un 30% de homologia aminoacidica.

El receptor AT-1 en ratas y ratones presenta dos subtipos: a y b originados por splicing
alternativo, los cuales presentan un 95% de identidad aminoacidica. Es posible localizar AT-1 en
glandula adrenal, rifiones, corazén, aorta, pulmén, higado, testiculo, gldndula pituitaria, cerebro,
ovario, tejido adiposo y musculo esquelético (Burson y cols., 1994). La expresiéon de AT-1
puede estar regulada por glucocorticoides (Guo y cols., 1995), estrégenos (Kakar y cols., 1992),
insulina (Nickenig y cols., 1998) y 6xido nitrico (Ichiki y cols., 1998). La disrupcién del gen que
codifica para AT-1 en ratén, desencadena un retardo en el crecimiento, disminucién de la
presion sanguinea ademds de anormalidades en la estructura y funcién renal (Oliverio y cols.,
1998). Esta evidencia por lo tanto, indica que los efectos biolégicos mediados por el receptor
AT-1 comprenden la regulacién de la presion arterial sanguinea, balance electrolitico e hidrico,
secrecion de hormonas, y funcién renal (De Gasparo y cols., 2000). A nivel intracelular, AT-1
estd acoplado a la proteina Gg;. La unién de Ang II a AT-1 desencadena la activacién de la
fosfolipasa C (PLC) que conlleva a la hidrdlisis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) y la
estimulacién de la sefializacién de inositol trifosfato (IP3)/Ca+2. También induce la activacién de
proteinas MAPK y aumento en la expresion de varios genes de respuesta temprana como c-fos,

c-jun'y c-myc (De Gasparo y cols., 2000).

El receptor AT-2, en humanos y ratones, tiene 363 aminodcidos y presenta sélo una isoforma
(De Gasparo y cols., 2000). El receptor AT-2 se localiza abundantemente en tejido fetal, en
tejido adulto es casi indetectable y s6lo aumenta sus niveles de expresiéon cuando estd presente
alguna patologia tal como infarto al miocardio, aterosclerosis, hipertofia cardiaca, e insuficiencia
cardiaca (Okhubo y cols., 1997; Tsutsumi y cols., 1998). Los ratones nulos para el receptor AT-2
presentan presion arterial elevada y alta sensibilidad vascular a Ang II (Hein y cols., 1995; Ichiki

y cols., 1995).

El receptor AT-2 estd acoplado a Gje 0 Gjg3, la unién al ligando activa a GMP ciclico por
un mecanismo dependiente de bradicinina, activa proteina tirosina fosfatasa, serina/treonina

fosfatasa 2A y proteina quinasa fosfatasa. El receptor AT-2 actia de forma contraria a AT-1, por
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lo que estas fosfatasas estdn destinadas a desfosforilar las proteinas fosforiladas por AT-1 (De

Gasparo y cols., 2000).

2.2.2. RAS y musculo esquelético.

Qi y cols., por ensayos de unidn a radioligando demostré que células musculares esqueléticas
presentan ambos receptores para Ang II, siendo predominante AT-1. Pero no sélo estdn
presentes los receptores AT-1 y AT-2 en el misculo esquelético, sino que también otros
miembros de RAS, como la enzima convertidora de Angiotensina (ACE), Angiotensina [ y Ang
II (Johnston y cols., 2010). La funcién de ambos receptores para Ang II en el musculo

esquelético ain es desconocida.

Por primera vez Sun y cols., 2009, determiné el aumento en la expresién proteica de ACE en
musculo esqueléticos distréficos en humanos, principalmente en fibroblastos, macréfagos y
fibras (no en tejido endotelial). La principal consecuencia, segin los autores, de la
sobreexpresion de ACE en los musculos distréficos es el aumento de los niveles de Ang II con lo

que se favoreceria la inducciéon de TGF-B1 y asi también de los efectos fibréticos de este dltimo.

2.2.3. Regulacion de niveles de Receptores para Angiotensina I1

En fibrosis se ha demostrado que AT-1 presenta elevados niveles de expresion en diferentes
tejidos tales como pulmén (Bullock y cols., 2001), corazén (Ozono y cols., 2000) e higado
(Leung y cols., 2003). Por ejemplo en la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, patologia en
la cual existe fibrosis, los niveles de expresion de AT-1 aumentan 10 veces y los de AT-2 mds de
5 veces (Bullock y cols., 2001), otro caso es el de las células hepéticas Kupffer que tienen una
accion fibrética conocida en la cirrosis hepdtica. En estas células es posible detectar Ang Il y el
receptor AT-1 predominantemente, en este caso se postula que las acciones fibréticas de Ang 11
estarian mediadas por el receptor AT-1 desencadenando un aumento en la expresion del mRNA
de TGF-B y fibronectina (Leung y cols., 2003). Sin embargo, también se ha detectado un
aumento en la expresion del receptor AT-2 en biopsias de pacientes con dafio al corazén causado
por cardiomiopatia dilatada idiopética, en las zonas con deposicién prominente de componentes

de MEC. Las células responsables de este aumento en los niveles de AT-2 fueron fibroblastos
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presentes en las regiones intersticiales (Tsutsumi y cols., 1998). Entre los factores que regulan la
expresion y los niveles proteicos de ambos receptores para Ang Il se encuentra factor

profibrotico TGF-B1 (Li y cols., 1999; Martin y cols., 2007).
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Los antecedentes en su conjunto permiten plantear que:

1L HIPOTESIS.

Los niveles de los receptores AT-1 y AT-2 para Ang II son regulados por TGF-B1 en

células musculares esqueléticas y en el misculo esquelético.

III. OBJETIVOS

1. Determinar el efecto de TGF-p en los niveles proteicos de los receptores AT-1y AT-2
para Ang II en células musculares esqueléticas y misculo esquelético.
1.1. Analizar la cinética y el efecto dosis dependiente de TGF-J sobre los niveles
proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 en células musculares esqueléticas.
1.2. Estudiar el efecto de la inyeccion de TGF-f sobre los niveles de los receptores AT-1

y AT-2 en musculo esquelético de ratén.

2. Determinar el mecanismo de regulacién mediado por TGF-p sobre los niveles de AT-
1y AT-2 en células musculares esqueléticas.
2.1. Estudiar la participacién del TBRI de TGF-B en la regulacién de los niveles de los
receptores AT-1 y AT-2 mediada por TGF-p.
2.2. Establecer la participacion de vias de sefializacion canénica o no canénica de TGF-f

en la regulacion de los niveles de los receptores AT-1 y AT-2 mediados por TGF-f.

3. Determinar los niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 para Ang II durante

la diferenciacion de mioblastos a miotubos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES
1.1. Reactivos.

1.1.1. Medios de cultivo.

De Invitrogen Life Technologies, MD, Estados Unidos, son el medio de cultivo DMEM alta
glucosa, mezcla de antibidtico-antimicético (penicilina, estreptomicina y anfotericina B) y la

solucién de tripsina 0,5% (10X).

De Thermo Scientific Hyclone, UT, Estados Unidos, son el suero fetal bovino y suero de

caballo.

1.1.2. Citoquinas e inhibidores.

De Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido, son el inhibidor de la fosforilaciéon de p38 SB-

203580 y el inhibidor de la fosforilacién de Smad 3 dependiente de TGF-f3, SIS3.
De R&D Systems, MN, Estados Unidos, se obtuvo TGF-$1 e IGF-I

De Alomone Labs., Jerusalén, Israel se obtuvo el inhibidor de la actividad quinasa de MEK1 y

MEK?2, U0126.

De Sigma Chemical Co., MO, Estados Unidos, se obtuvo el inhibidor de la actividad quinasa del
receptor tipo I para TGF-f (TBRI) SB-431542 y el inhibidor de la replicacién arabinosilcitosina
(AraC).

1.1.3. Marcadores de masa molecular.

De Fermentas, MD, Estados Unidos, fueron obtenidos los estdndares pretefiidos para

electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.
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1.1.4. Reactivos generales
De Valtek Diagnostics, Santiago, Chile es el kit CK-total (NAC).

De Merck son EDTA, EGTA, NaCl y los solventes de grado analitico etanol, isopropanol y

metanol.
De US Biological, MA, Estados Unidos, son SDS, Tris base y glicina.

De Sigma, MO, Estados Unidos, son el ortovanadato de sodio, PMSF, desoxicolato de sodio,

persulfato de amonio, DMSO, anisomicina y rojo Ponceau S.

De Winkler, Santiago, Chile son Tween 20, TEMED, [-mercaptoetanol, acrilamida y

bisacrilamida.

De Millipore, MA, Estados Unidos, es la solucidn de striping Re-blot Plus Strong Solution 10X.
De Centrovet, Santiago, Chile es la Xilazina 2%.

De DragPharma, Santiago, Chile es la Ketamina al 10%.

De Thermo Scientific, IL, Estados Unidos, es la membrana de fluoruro de polivinilideno

(PVDF).

De Pierce, IL, Estados Unidos, es el kit Micro BCA Protein Assay, la albimina de suero bovino

(BSA) y los sustratos quimioluminiscentes SuperSignal.

1.2. Material Biolégico.

1.2.1. Células Eucarioticas

C,Cyy (ATCC CRL-1772, American Type /cultura /collection): es un subclon producido por
Blau y cols. de la linea celular de mioblastos de ratén (Blau y cols., 1985; Yaffe y Saxel, 1977).
La linea celular C,C,, se diferencia formando miotubos contréctiles y produciendo proteinas

caracteristicas del muasculo (Blau y cols., 1985).
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1.2.2. Animales.

Los estudios con animales se realizaron utilizando ratones C57/BL10 y ratones deficientes en
distrofina (C57/BL10-mdx), siendo aprobados los protocolos de trabajo por el Comité de

Bioética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Cat6lica de Chile.
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1.2.3. Anticuerpos utilizados.

ANTICUERPO ANTIGENO ORIGEN | TECNICAY | MARCA
DILUCION
anti-AT-1 Receptor del tipo 1 Conejo WB/ 1:500 Santa Cruz,
para Angiotensina II Estados Unidos
anti- AT-2 Receptor del tipo 2 Conejo WB /1:500 Alomone, Israel
para Angiotensina II
anti- fibronectina Fibronectina Conejo WB /1:5000 | Sigma, Estados
Unidos
anti- GAPDH Gliceraldehido-3- Ratén WB/ Millipore,
fosfato deshidrogenasa 1:10000 Estados Unidos
Anti-tubulina alfa-tubulina Ratén WB/ Sigma, Estados
1:10000 Unidos
Anti- fosfo Smad-2 Fosfoserinas 465 y 467 | Conejo WB / 1/1000 | Calbiochem,
de Smad-2 Estados Unidos
anti-fosfo JNK Treonina 183 y Conejo WB /1:500 Cell Signaling,
Tirosina 185 Estados Unidos
fosforiladas de p43y
p54 de SAPK/JNK
anti- JNK total SAPK/INK Conejo WB/1:500 | Cell Signaling,
Estados Unidos
Anti- fosfo ERK-1/2 | Treonina 202 y Conejo WB/1:1000 | Cell Signaling,
Tirosina 204 Estados Unidos
fosforiladas de ERK-1
y/o Treonina 185 y
Tirosina 187
fosforiladas de ERK-2
Anti- ERK-1/2 total | ERK-1/ERK-2 Conejo WB/1:1000 | Cell Signaling,
Estados Unidos
Anti- fosfo AKT Fosfoserina 473 de Conejo WB/1:500 | Cell Signaling,

AKT

Estados Unidos
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Anti- AKT total AKT Conejo WB/1:500 | Cell Signaling,
Estados Unidos
Anti- fosfo p38 Treonina 180 y Conejo WB /1:500 Cell Signaling,
Tirosina 182 Estados Unidos
fosforiladas
Anti-miosina Cadena pesada de Ratén WB/1:5000 | Sigma, Estados
miosina Unidos
Anti-miogenina Miogenina Conejo WB/1:500 | Santa Cruz,
Estados Unidos
Anti-ratén IgG IgG (H+L) de ratén Cabra WB/ 1:10000 | Thermo,
Estados Unidos
Anti-conejo IgG IgG (H+L) de conejo Cabra WB/ 1:10000 | Thermo,

Estados Unidos

WB: Western Blot
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2. METODOS
2.1. Cultivo y mantencién de células C,C,.
2.1.1.Crecimiento: las células se crecieron en placas de 55 cm? con medio de
crecimiento (DMEM alta en glucosa con mezcla de antibidticos-antimicéticos
suplementado con suero fetal bovino 10%) en estufa a 37°C y 8% CO, (Brandan y
cols., 1991; Brandan y cols., 1996).

2.1.2.Diferenciacién: las células crecidas hasta un 80% de confluencia se indujeron a
diferenciar, para lo cual se lavaron 3 veces con medio minimo, y se les agregd 5
ml medio de diferenciacion (DMEM con mezcla de antibidticos-antimicOticos
suplementado con suero de caballo 5%) y se llevaron a la estufa 37°C, 8% CO,
(dia 0). Después de 48 h de inducida la diferenciacién se cambié el medio de
cultivo por medio de diferenciacién suplementado con Ara C 1 mM final. Este
procedimiento se repitié cada 2 dias hasta el término del experimento (Larrain y

cols., 1997).

2.1.3. Incubaciéon de células C,C;; con TGF-f1 e inhibidores. Se plaquearon
mioblastos C,C;, a una densidad de 10.000 células/cm? en placas de 35 mm. A las
24 horas después de ser plaqueadas, las células se lavaron dos veces con medio
minimo y se dejaron en ausencia de suero durante 18 horas. Después de este
tiempo éstas se incubaron con TGF-1 10 ng/ml por 12, 24 y 48 horas a diferentes
concentraciones de TGF-B1 durante 48 horas.
En el caso del uso de inhibidores de la actividad quinasa del receptor TBRI (SB-
431542 10 uM), de la actividad de MEK1/2 (UO126 10 uM) o de la actividad de
p38 (SB-203580 10uM), las células se preincubaron durante 1 hora antes del

tratamiento con TGF-B1.

2.2. Inyeccion de TGF-p en muasculo esquelético daiiado.
Ratones C57/BL10 de 4 meses se anestesiaron con ketamina (80 mg/Kg) y xilazina (12
mg/Kg). Posteriormente se realizé una pequefia incision en la piel de la extremidad inferior

cerca de la rodilla y se inyecté 50 ul BaCl, 1,2% diluido en suero fisioldgico a lo largo del
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tibial anterior (Casar y cols., 2004). La extremidad inferior contraria se usé como control y
se le inyectd 50 pl de suero fisiolégico. Luego de las inyecciones, las incisiones de la piel se
suturaron. Al tercer dia post-inyeccion de BaCl,, a un grupo de ratones se les inyectd 50 pl
de TGF-B1 20 ng/ml en las 2 extremidades a lo largo del tibialis anterior (usando el mismo
procedimiento quirdrgico descrito arriba) al otro grupo de ratones se le inyectd suero
fisiol6gico en ambas extremidades. Los animales se sacrificaron 24 y 48 horas después de la
inyecciéon con TGF-Bl1 por dislocaciéon cervical y se extrajeron los tibialis anterior

congeldndose a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

2.3. Ensayos enzimaticos.
2.3.1.Actividad creatina quinasa: se utilizé el kit de Valtek CK-total (NAC), para la
cuantificacion de la actividad creatina quinasa. El método se basa en una secuencia
de reacciones acopladas a través de las cuales se determina la concentracién de
NADPH, cuya formacién es proporcional a la actividad de la enzima presente en la
muestra (Szasz, G, 1977). Se hicieron extractos proteicos de células C,Cj,
inducidas a diferenciacién durante distintos tiempos plaqueadas en placas de 55
cm?, utilizando una solucién tampén (Tris 100 mM, pH 7,4, NaCl 200 mM y
Triton X-100 0,5%) con inhibidores de proteasas (PMSF 1mM). Se mezclaron 10
ul de muestra con 750 pl de sustrato provisto por el kit y se incubaron dos minutos
a 37°C. Posteriormente se leyo la absorbancia a 370 nm en espectrofotémetro UV

Shimadzu 1601PC. La actividad se expres6 en U/ml segun la siguiente férmula:

Actividad CK (U/ml) = Pendiente (DO / min) X V./ (VX 6,22)

V,: volumen total de la reaccion
Vm: volumen de la muestra
6,22: coeficiente de extinciéon micromolar del NADPH a 340 nm
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2.4. Técnicas bioquimicas generales.

2.4.1.Extractos proteicos totales de células C,C».

Para cuantificar proteinas y hacer los extractos para los western blots, las células se
lavaron 3 veces con PBS frio y posteriormente se incubaron con el respectivo tampén
de lisis (segun se describe mds abajo) por 5 minutos en frio, para después desprenderlas
de la placa por raspaje, homogeneizarlas 10 veces con una jeringa y clarificarlas por
centrifugacion a 9.600 x g por 10 min a 4°C, a excepcion de los extractos hechos con
SDS los cuales se centrifugan a temperatura ambiente. Los tampones utilizados para
lisar las células fueron: solucién tamp6n Tris 100 mM, pH 7,4, NaCl 200 mM y Tritén
X-100 0,5%. Para células diferenciadas; solucion tampén RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150
mM, NP-40 1%, EGTA 2 mM, EDTA 1 mM, Na;VO4 1 mM, NaF 1 mM, pirofosfato
de Na 30 mM, pH 7,4) para obtener los extractos para identificar proteinas fosforiladas,
solucién tampén Tris 100 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM y SDS 1% para moléculas de

matriz extracelular.

2.4.2 Extractos proteicos de tejidos.

Miusculos esqueléticos congelados a -80 °C inmediatamente después de ser disectados
se homogeneizaron en tampén de extraccién frio Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,3
utilizando una relacién de 1 gramo de tejido con 10 volimenes (10 ml). La
homogenizaciéon se realiz6 mecénicamente con Ultra- Turrax T25 Basic, IKA
Laboratechnik, NC, Estados Unidos, durante 30 segundos y 30 segundos de descanso 3
veces. Inmediatamente después se sacé una alicuota de 500 ul y se transfirid a un tubo
eppendorf de 1,5 ml y se agregé 500 pl del tampdn de tratamiento 2X (Tris 0,125 M,
SDS 4%, glicerol 20%, pH 6,8) y se mezcld bien con pipeta. Las muestras se calentaron
en un bafio termorregulado a 50°C por 20 minutos y posteriormente se clarificaron

mediante centrifugacion a 18.800 x g a temperatura ambiente.

2.4.3.Cuantificacion de proteinas.
Se utilizé el kit micro BCA que se basa en el método del 4cido bicinconinico, en el cual
se detecta la formacién de Cu*' que proviene de la reduccién del Cu** por proteinas en

un medio alcalino (Smith y cols., 1985). Una alicuota de 2 pl de la muestra se diluyeron
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en agua tridestilada a un volumen final de 150 pl, se agregaron a pocillos de 0,32 cm? y
se mezclaron con 150 pl de la solucion del kit. Luego se incubaron a 37°C por 2 horas,
se enfriaron por 5 minutos a temperatura ambiente para posteriormente medir la
absorbancia a 550 nm en el lector de ELISA 960 Metertech. La concentracién de
protefnas se midié en base a una curva estdndar de albimina de suero de bovino (BSA)
en un rango lineal que abarca desde 0 a 20 pg/ml utilizando un estdndar de BSA

provisto por el fabricante.

2.4.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Los geles se hicieron en vidrios 20 x 14 x 0,15 cm (Laemmli, 1970). El gel
concentrador se hizo al 3% y el separador al 10% de una mezcla de acrilamida y
bisacrilamida (30:1). La preparacion de las proteinas para la electroforesis se efectud
agregando la cuarta parte de su volumen de tampé6n de carga (Tris 0,125 M, pH 6.8,
SDS 6%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0,07%) para
posteriormente calentarse a 100°C por 5 minutos. Una vez aplicada la muestra al gel,
ésta se separd aplicando 85 V (gel concentrador) y 110 V (gel separador) en tampén

Tris 25 mM, glicina 0,125 M y SDS 1%.

2.4.5.Electrotransferencia y visualizacion de proteinas.

Las proteinas separadas por electroforesis SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) que previamente se bloqueé por 5 minutos en
metanol seglin instrucciones del fabricante. Brevemente el procedimiento de
transferencia implica que el gel y la membrana se colocaron entre dos papeles
Whatman, y dos esponjas dentro de un soporte, el cual se puso en la cdmara de
transferencia con la membrana en direccién al polo positivo en tampén Tris 25 mM,
glicina 0,125 M y 20% metanol por 2 horas a 70 V.

Para visualizar el resultado de la transferencia de proteinas las membranas se incubaron
con rojo Ponceau S en 4cido acético 1%. Luego la membrana se lavé en agua destilada,
se bloqued por 5 minutos en metanol y posteriormente se secé antes de la incubacién

con los anticuerpos.

22



2.4.6.Inmunoblot

Para el procedimiento de inmunoblot se incubé la membrana con el anticuerpo primario
diluido en solucién Blotto (Tris 0,02 M, pH 7.4, NaCl 0,1 M, leche descremada 5% y
Tween-20 1%). Posteriormente la membrana se lavé 3 veces por 10 minutos con Blotto
y luego se incubd con el anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario y
acoplado a peroxidasa de rdbano diluido en el mismo tampdn usado para el anticuerpo
primario por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se lavd la membrana 3 veces con
Blotto, 3 veces con Blotto sin leche y 3 veces con PBS. La visualizacién de las bandas
se realiz6 utilizando distintos sustrato quimioluminiscentes (West pico, West dura y
West femto) y las imdgenes se capturaron por medio del ChemiDoc-It, BioRad
Systems. Las imdgenes digitales obtenidas se procesaron mediante el programa de

edicion de imdgenes Photoshop.

2.5. Estadistica.

Los datos estan expresados como la media + SEM. Cuando se compararon dos grupos,
la significancia estadistica se estableci6é usando el #-test Student. Cuando se hicieron varias
comparaciones se uso test ANOVA de una via. Todos los test estadisticos se hicieron con el

programa de andlisis estadistico Sigma Stat.
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V. RESULTADOS

1. Determinar el efecto de TGF-p sobre los niveles proteicos de los receptores AT-1y AT-2

para Angiotensina II en células musculares esqueléticas y misculo esquelético.

1.1. Analizar la cinética y el efecto dosis dependiente de TGF-3 sobre los niveles proteicos

de AT-1y AT-2 en células musculares esqueléticas.

Tal como se mencioné en la introduccién, TGF- tiene un papel importante en el desarrollo
de fibrosis en diferentes tejidos, caracterizado por aumento de moléculas de MEC (Polhers y
cols., 2009). En estos sistemas también se ha reportado que RAS estd fuertemente involucrado
en la génesis y progresion del proceso fibrético, siendo Ang Il y su receptor AT-1 los principales
componentes moleculares involucrados (Leung y cols., 2003; Renzoni y cols., 2004). Ademas
diversos estudios han descrito que TGF-f1 aumenta la expresién y niveles proteicos del
receptor AT-1 (Leung y cols., 2003; Renzoni y cols., 2004; Tower y cols., 2005; Martin y cols.,
2007), y que el receptor AT-2 ha demostrado tener actividad antifibrética en el infarto al
miocardio (Ohkubo y cols., 1997). Algo similar ocurre en la enfermedad obstructiva pulmonar,
en la cual existe fibrosis y aumento en los niveles de expresion de TGF-, y de AT-2 (Bullock y
cols., 2001).

Para evaluar los efectos de TGF-f sobre los niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-
2 en células musculares esqueléticas, mioblastos C,Cj, se incubaron con TGF-f1 (10 ng/ml)
durante los tiempos indicados en la figura 1A. Los resultados muestran que los niveles proteicos
del receptor AT-2 aumentan en respuesta a TGF-B1 después de 24 y 48 horas de incubacién con
el factor de crecimiento, mientras que los niveles proteicos del receptor AT-1 no se ven
alterados. En la figura 1B se muestra el andlisis densitométrico de los western blots para los
receptores AT-1 y AT-2 donde se muestra un aumento de 2 y 3 veces en los niveles de AT-2 a
las 24 y 48 horas de incubacion con TGF-B1 respectivamente, mientras que TGF-B1 no produce

cambios en los niveles del receptor AT-1 con respecto al control.
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Figura 1. Los niveles del receptor AT-2, no asi los de AT-1, aumentan en
respuesta a TGF-p1 en las células musculares esqueléticas. A) Los mioblastos
C,Cy, se plaquearon y se cultivaron en ausencia de suero durante 18 h,
posteriormente fueron incubadas con 10 ng/ml de TGF-$1 durante 24 y 48 h. Los
niveles de los receptores AT-2 y AT-1, y fibronectina (FN) se evaluaron por ensayos
de western blot. Los niveles de tubulina se muestran como control de carga. B) Los
niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 se cuantificaron por andlisis
densitométricos. Cada barra representa el promedio de los niveles proteicos del
receptor normalizado con respecto a los niveles proteicos de los controles respectivos
sin TGF-B1 (n=3; *p < 0,05). C) Los niveles proteicos de FN se cuantificaron por
andlisis densitométricos (n=3; *p < 0,05 respecto al control sin TGF-p1).
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La figura 1A muestra que TGF-f1 aumenta los niveles de fibronectina a las 24 y 48 horas
post incubacién con el factor de crecimiento. La figura 1C muestra la cuantificacion de las
bandas del western blot para fibronectina donde se observa un aumento de 3 veces a las 24 horas
y luego una caida a niveles basales.

Para evaluar si los niveles de los receptores AT-1 y AT-2 son modulados en forma
dependiente de la dosis de TGF-B1 utilizada, mioblastos C,C;, se incubaron con diferentes
concentraciones de este factor de crecimiento durante 48 horas y los extractos obtenidos se
separaron por SDS-PAGE para determinar mediante ensayos de western blot. La figura 2A
muestra que TGF-f1 aumenta los niveles del receptor AT-2 con todas las concentraciones de
TGF-B1 utilizadas en el rango entre 1 y 20 ng/ml. El andlisis densitométrico de las bandas
(figura 2B) muestra que el mayor aumento (casi 2,5 veces) en los niveles del receptor AT-2
ocurre cuando las células fueron incubadas con 2,5 y 5 ng/ml de TGF-B1, y a concentraciones
mads altas de TGFp-1 el incremento de los niveles de AT-2 es mas discreto (1,5 veces), en
cambio no se observan cambios en los niveles del receptor AT-1. En la figura 2A se observa el
aumento de los niveles de fibronectina en respuesta a TGF-B1, corroborando el efecto pro-
fibrético de este factor de crecimiento sobre los mioblastos C,C,,. En a figura 2C, se muestra la
cuantificacién de las bandas de fibronectina como control positivo de lo efectos fibréticos de

TGF-BL.

En conclusion, los niveles proteicos del receptor AT-2 para Ang Il aumentan en respuesta a
TGF-B1 de manera dosis dependiente, sin embargo los niveles proteicos de AT-1 no son

afectados.

1.2. Estudiar el efecto de TGF-3 sobre los niveles de los receptores AT-1y AT-2 en musculo
esquelético de raton.

La modulacién diferencial de los niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 por TGF-
B1 en células musculares esqueléticas abre la pregunta de si estos eventos reguladores pueden
ser observados in vivo. Para evaluar el efecto de TGF-1 sobre los niveles de AT-1 y AT-2 en
musculo esquelético se utilizé6 un modelo de inyeccién intramuscular de TGF-f1 al misculo

tibial anterior (TA) previamente dafado con BaCl, (Caldwell y cols., 1999).
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Figura 2. Los niveles del receptor AT-2 aumentan en forma dependiente de la
dosis de TGF-$1 en células musculares esqueléticas. A) Las células C,Cy, se
incubaron con concentraciones diferentes de TGF-f1 durante 48 h. Los niveles de los
receptores AT-2, AT-1, fibronectina (FN) y tubulina se evaluaron por ensayos de
western blot. B) El grafico muestra la cuantificacion de AT-1 y AT-2 normalizados
con respecto al control sin TGF-B1(AT-2, n=3; AT-1 n=2) (*p < 0.05; respecto al
control sin TGF-B1). C) Los niveles de fibronectina (FN; n=3) se cuantificaron por
andlisis densitométricos (*p < 0.05; respecto al control sin TGF-f1)
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La inyeccion intramuscular con BaCl, induce la necrosis y posterior regeneracion de las
fibras musculares (Casar y cols., 2004 b). La figura 3A muestra la detecciéon de los niveles
proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 mediante ensayos de western blot en extractos
obtenidos de musculos TA a las 24 y 48 horas posterior a la inyeccion de TGF-B1 (20 ng/ml).
Los resultados muestran que TGF-1 aumenta los niveles proteicos del receptor AT-2 a las 24 y
48 horas post-inyeccion, mientras que los niveles de AT-1 no presentan variaciones con respecto
a los musculos sin inyeccion de TGF-f1. Los niveles de fibronectina se muestran como control
positivo del efecto pro-fibrético causado por la inyeccion de TGF-B1. La figura 3B muestra el
gréfico con los resultados del andlisis densitométrico de las bandas de los western blots, se puede
observar que los niveles del receptor AT-2 se encuentran incrementados 2,5 veces en el miisculo
24 horas post-inyeccion del factor de crecimiento, en tanto 48 horas post-inyeccién el miisculo
presenta un menor aumento de 1,5 veces en los niveles de AT-2.

Dado que TGF-B1 es capaz de regular diferencialmente los niveles de los receptores AT-1y
AT-2 in vivo, se evaluaron los niveles de estos receptores en diferentes musculos esqueléticos
del ratén distréfico mdx, el modelo murino de la DMD, enfermedad en la cual se ha reportado
que presenta niveles aumentados de TGF-f1 en musculo esquelético (Bernasconi y cols., 1995).

La figura 4 muestra que los niveles del receptor AT-2 estin aumentados en los musculos
gastrocnemio (A), soleo (B), tibial anterior (C) y diafragma (D) de ratones distréficos de 4 meses
de edad en comparacién con aquellos musculos de ratones normales. Sin embargo, no se
observan cambios en los niveles proteicos del receptor AT-1 en los misculos de ratones
distréficos respecto al ratén normal. Los niveles aumentados de fibronectina en musculos del
ratén mdx respecto a los del ratén normal, se usaron como un marcador de la fibrosis que
presentan los misculos distréficos de ratones. La figura 4E muestra el grifico del andlisis
densitométrico de los niveles de los receptores AT-1 y AT-2 en los musculos esqueléticos
distréficos. Los musculos tibial anterior y gastrocnemio presentan los mayores aumentos, en mas
de dos veces, en los niveles proteicos del receptor AT-2 con respecto a los mismos miisculos de
ratones normales.

Tal como se esperaba, siguiendo la linea de los resultados obtenidos en los experimentos in
vitro, cuando TGF-B se expresa de manera importante en el muisculo esquelético tal como en los
musculos distréficos de los ratones mdx, y en la inyeccién de TGF-B1 post-dafio con BaCl, en el
tibial anterior, los niveles proteicos del receptor AT-2 aumentan considerablemente, no asi los

niveles proteicos del receptor AT-1 que no presenta variaciones importantes.
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Figura 3. Los niveles proteicos de AT-2 aumentan en respuesta a TGF-f1
en misculo esquéletico de ratéon C57/BL10. El musculo tibial anterior se le
inyect6é BaCl, y al tercer dia de dafio se le inyecté 20 ng/mlde TGF-B1, después
de 24 y 48 h los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical. A) Los niveles
de los receptores AT-1 y AT-2 se analizaron por ensayos de western blot.
Fibronectina (FN) se usé como control positivo del tratamiento con TGF-f1.
Los niveles de GAPDH se usaron como control de carga. B) El grafico muestra
la cuantificacién de los receptores AT-1 y AT-2 normalizado con respecto al
controlque no fue inyectado con TGF-f.
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2. Determinar el mecanismo de regulacion mediado por TGF-§ sobre los niveles de AT-2

en células musculares esqueléticas.

2.1. Estudiar la participacion del receptor tipo I de TGF-B en la regulacién de los niveles de

AT-2 mediada por TGF-B1.

Para determinar si TPRI participa en el aumento de los niveles del receptor AT-2 inducidos
por TGF-B1, células C,C;, se incubaron con TGF-f1 en ausencia o presencia de los inhibidores
de la actividad quinasa del receptor TPRI (SB-431542 y SB-525334). En la figura 5A, se
observa por andlisis de western blot que la induccién de los niveles del receptor AT-2 en
respuesta a TGF-B1 se reduce por la inhibicién de la actividad quinasa del receptor tipo I de
TGF-B con SB-431542. La misma figura muestra el aumento de los niveles de fibronectina en
respuesta a TGF-B1, la cual fue disminuida en presencia del inhibidor SB-431542. La figura 5B
muestra la cuantificacién de los niveles del receptor AT-2 en la cual se observa que el aumento
de 2 veces en los niveles de AT-2 inducidos por TGF-B1 disminuye a los niveles basales en

presencia del inhibidor de la actividad quinasa del receptor TBRI.

Para verificar que SB-431542 y SB-525334 inhiben la actividad quinasa del receptor 1 de
TGF-B, se evalud la fosforilacién de la proteina Smad-2 en respuesta a TGF-f1 dado que es la
primera molécula intracelular junto con Smad-3 en ser fosforilada e interactuar con el receptor
TPRI. De esta manera células C,C;, se incubaron con diferentes concentraciones de TGF-B1
durante 30 minutos, en ausencia o presencia del inhibidor SB-431542 (10 uM). En la figura 5C,
se muestra la inmunodeteccion de fosfo-Smad-2 en células C,C,, y se observa que con todas las
concentraciones de TGF-B1 utilizadas se produce la fosforilacién de Smad-2. Sin embargo, el
inhibidor de la actividad quinasa de TPRI bloqueé la fosforilacién de Smad-2 dependiente de
TGF-B1. Para probar el inhibidor SB-525334 (figura 5D), los mioblastos C,C,, se incubaron con
1 ng/ml de TGF-B1 y con SB-525334 (10 uM), la fosforilacién de Smad-2 en respuesta a TGF-
B1 fue inhibida cuando SB-525334 se utilizo.

En conclusién, la induccion de los niveles proteicos de AT-2 en respuesta a TGF-B1 es
dependiente de la actividad serina-treonina quinasa del receptor TPRI, ya que la utilizacién de
inhibidores de la actividad quinasa de TBRI provocé que los niveles proteicos de AT-2 cayeran

hasta los niveles basales.
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Figura 5. Aumento de los niveles del receptor AT-2 inducidos por TGF-p. A)
Las células C,C), se privaron de suero por 18 h, y luego se incubaron con 10 ng/ml
de TGF-f1 por 48 h. Los niveles de AT-2, fibronectina (FN) y tubulina se
detectaron por ensayos de western blot. B) El receptor AT-2 se cuantificé por
métodos densitométricos, el grifico muestra inhibicion de la induccién de AT-2 en
respuesta a TGF-B1 cuando SB-431542 se utilizé6 (n=3; *p = 0,05). C) Mioblastos
C,Cy, se crecieron en ausencia de suero durante 2 h y se incubaron con diferentes
concentraciones de TGF-B1 en presencia o ausencia del inhibidor SB-431542. Por
ensayos de western blot se analizaron los niveles de fosfo-Smad2 y GAPDH.
GAPDH se usé como control de carga. D) Mioblastos C,Cy, se incubaron con 1
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blot se determinaron los niveles de fosfo-Smad2 y GAPDH.GAPDH se us6 como
controlde carga.

SB-431542
TGF-B1

32



2.2. Establecer la participacion de vias de sefializacion dependientes de TGF-f en la

regulacion de los niveles de AT-2 mediados por TGF-p.

Para determinar cual(es) via(s) Smad independientes es/son activadas por TGF-B1 en células
musculares esqueléticas mioblastos C,C;, se incubaron con 10 ng/ml de TGF-f1 durante
distintos tiempos y se evaluaron los niveles proteicos de las proteinas fosforiladas p38, ERK-1/2,
JNK y AKT y por ensayos de western blot. La figura 6A muestra la fosforilacién de p38 en
respuesta a TGF-B1, ésta ocurre a los 5 minutos y a la hora de incubacién con el factor de
crecimiento. Como control positivo tanto para la activacion de la via p38 como para la via INK
(figura 6C), los mioblastos C,C;, se incubaron con 25 pg/ml de anisomicina durante 30 y 15
minutos, respectivamente (Sampieri y cols., 2008). La figura 6B muestra la fosforilacién de
ERK-1/2 durante la incubacién con TGF-B1 a los 5 minutos, 15 minutos y 4 horas, y el control
positivo de la activacién de la via fue incubar las células con SFB 10% durante 5 minutos
(Burguess y cols., 2008). En el caso de fosfo JNK (figura 6C), éste no fue detectado a ninguno
de los tiempos de incubaciéon con TGF-f1. La figura 6D muestra que TGF-f1 en células
musculares esqueléticas C,Cj, no activa la via de AKT, como control positivo de la activacion

de la via en este tipo celular se usé IGF-I 10 uM por 5 minutos (Wu y cols., 2006).

Una vez establecido que las vias activadas por TGF-f1 en los mioblastos
C,Cy; son las vias MAPK p38 y ERK-1/2, se evalud si estas vias estdn participando del efecto
regulador inducido por TGF-B1 en los niveles proteicos de AT-2. Para este fin se utilizaron los
inhibidores farmacoldgicos especificos para cada una de estas vias: UO126 (MAPK ERK-1/2),
que inhibe de forma especifica las quinasas MEK-1 y MEK-2 bloqueando asi la fosforilacién y
activacion de ERK (Favata y cols., 1998), y SB-203580 (MAPK p38), que es un inhibidor de la
fosforilacién de p38. Las células se incubaron con TGF-B1 durante 48 horas en ausencia o
presencia de los inhibidores y se hicieron ensayos de western blot. Los resultados de la figura 7A
muestran que la incubacién con el inhibidor de la via MAPK p38 (SB-203580) provoca una
notable disminucién en la inducciéon de AT-2. Coldgeno III (Col III) y FN se usaron como
controles positivos de la respuesta fibrética de las células en respuesta a TGF-B1. En la figura 7B
se presenta la cuantificaciéon por métodos densitométricos del receptor AT-2, se puede apreciar
que los niveles de AT-2 vuelven a los niveles basales cuando se utilizé el inhibidor. En la figura
7C, se muestra el ensayo de western blot para las células incubadas con el inhibidor UO126. La

figura 7D muestra la cuantificacidn de los niveles de AT-2 de dos experimentos independientes
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de células incubadas con UO126, los resultados muestran que no existen cambios en los niveles

proteicos del receptor AT-2 cuando el inhibidor fue utilizado.

Los resultados concluyen que dos vias Smad- independientes son activadas por TGF-B1 en
mioblastos C,Cy,: las vias MAPK p38 y ERK-1/2, y no las vias INK y AKT. De las vias no
canénicas activadas por TGF-B1, sélo la via MAPK p38 estd mediando el aumento en los niveles
proteicos del receptor AT-2 en respuesta a TGF-B1, ya que el uso del inhibidor farmacolégico
especifico para esta via trae como consecuencia la disminucién por debajo de los niveles basales

del receptor AT-2.
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Figura 6. TGF-B1 activa las vias MAPK p38 y ERK-1/2 en células musculares
esqueléticas. Los mioblastos C,Cj, se incubaron con TGF-f1 10 ng/ml por los
tiempos indicados en la figura. Las figuras 7A-B-C y D muestran la deteccion de las
proteinas fosoriladas de las vias p38, ERK-1/2, AKT y JNK, respectivamente. Como
control positivo de la activacion de cada una de las vias en los mioblastos C,C;, se
utilizé: en la figura 7A anisomicina 25 pg/ml durante 15 min, en la figura 7B se
utiliz’o SFB 10% por 5 min, en la figura 7C anisomicina 25 pg/ml durante 30 min,
enla figura 7D IGF-I 10uM por 5 min.
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Figura 7. El aumento de los niveles del receptor AT-2 inducidos porTGF-§1
requiere de la actividad de la p38 MAPK. A) Los mioblastos C,Cj; se
preincubaron con 10 uM de SB-431542 por 30 min, para luego incubarse con 5
ng/ml de TGF-B1 durante 48 h, las células se lisaron. Se hicieron ensayos de
western blot para analizar los niveles de AT-2, fibronectina (FN), coldgeno III (Col
IIl) y tubulina. Tubulina se usé como control de carga. B) El griafico muestra la
cuantificiéon de los niveles de AT-2 normalizado con respecto al control (sin TGF-
B1). (n=3; *p <0,05).

C) Los mioblastos C,Cy, se incubaron con TGF-f1 durante 48 h en ausencia o
presencia de UO126 10uM. Se detectaron los niveles de AT-2, coldageno III (Col III)
y tubulina mediante ensayos de western blot. Tubulina se utiliz6 como control de
carga. D) El grafico muestra la cuantificaciéon de los niveles del receptor AT-2
obtenidos mediante andlisis densitométrico normalizado con respecto al control (sin
TGF-B1) (n=2).
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3. Determinar los niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 para Angiotensina II

durante la diferenciaciéon de mioblastos C,C;, a miotubos.

Los mioblastos se caracterizan por diferenciarse y formar miotubos multinucleados que
expresan marcadores moleculares del proceso de diferenciacion muscular esquelética tales como
el factor de transcripcién miogenina, la cadena pesada de la miosina y aumento de la actividad
de la enzima creatina quinasa (Raws y Olson, 1997; Riquelme y cols., 2001). Otro aspecto
importante en la diferenciacion de las células C,C; es la baja activacion de la via de TGF-f, a
pesar de que los niveles de los receptores 1 y II para TGF-B aumentan; la disminucién en la
unién de TGF-B a sus receptores transductores se debe a la modulacion de la biodisponibilidad
de TGF-B ejercido por Decorina en la matriz extracelular ademds de la actividad eléctrica
(Droguett y cols., 2006; Ugarte y Brandan, 2006; Droguett y cols., 2010). Por este tltimo
antecedente resulta bastante interesante analizar los niveles de los receptores para Ang Il en
células C,C,, durante la diferenciaciéon. Mediante western blot en extractos proteicos obtenidos
de mioblastos C,C;, inducidos a diferenciar durante 0, 2, 4 y 6 dias se evaluaron los niveles de
AT-1 y AT-2. La Figura 8A muestra que mioblastos sin diferenciar (dia 0) presentan
inmunoreactividad similar entre los receptores AT-1 y AT-2 para Ang II. La misma figura
muestra que los niveles de ambos receptores disminuyen fuertemente durante el transcurso de la
diferenciaciéon muscular esquelética. Los niveles del receptor AT-1 disminuyeron en un 80% a
partir del dia 2 del proceso miogénico para luego ser casi indetectables, mientras que los niveles
proteicos de AT-2 disminuyeron aproximadamente en 50% a partir del dia 4 para luego
mantenerse en esos niveles hasta el dia 6 de diferenciacion. En la Figura 8B se muestra la
cuantificacién y cinética diferencial de la disminucién de los niveles de los receptores AT-1 y
AT-2 durante el proceso miogénico, los cuales se contraponen al aumento de la actividad de la
enzima creatina quinasa, un marcador de la diferenciacién de mioblastos C,Cy,. En la Fig 8A se
muestra la induccién temprana y transitoria de los niveles del factor de transcripcién miogenina
y a partir del dia 4 de diferenciacién la induccién de los niveles de miosina. Estos resultados

indican que los mioblastos C,C, se diferenciaron exitosamente.

Estos resultados indican que en el proceso de diferenciacion, en el cual la via de TGF-f esta
menos activa, existe una importante disminucién en los niveles proteicos de los receptores para

Ang II: AT-1y AT-2.
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Figura 8. Los niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 disminuyen
durante la diferenciacion de células musculares esqueléticas. Los mioblastos
C,C; se indujeron a diferenciar durante 0,2, 4 y 6 diasy se obtuvieron los extractos
proteicos. A) Niveles proteicos de AT-1 y AT-2 fueron detectados por analisis de
western blot. Los niveles proteicos de miogenina y miosina se detectaron como
marcadores tempranos y tardios de diferenciacion, respectivamente. Los niveles de
tubulina se muestran como control de carga. B) El grifico muestra la cuantificaciéon
de los niveles proteicos de AT-1 y AT-2 durante la diferenciacién. Como marcador
tardio de la miogenesis se muestra la actividad creatina quinasa.
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VI.  DISCUSION.

Ang II juega un rol clave en la regulacién de la homeostasis cardiovascular regulando el
volumen sanguineo y la resistencia vascular, aunque el tejido blanco de Ang II no incluye sélo el
corazén, sino que también gldndulas adrenales, rifién, cerebro, gldndula pituitaria, misculo
vascular liso y sistema nervioso simpdtico (De Gasparo y cols., 2000).

Ang II tiene un efecto fibrético que estd bien documentado en el corazén, pulmén, higado y
rifon, que estarfa mediado por el receptor AT-1, la evidencia ademds indica que existe un
aumento de este tipo de receptor en estos tejidos fibréticos (Bullock y cols., 2001, Jonsson y
cols., 2001).

En el aumento en los niveles de expresion de AT-1 se encuentran involucrados
glucocorticoides, insulina, hormona del crecimiento y estrégenos (De Gasparo y cols., 2000), en
tanto la expresion de AT-2 es dependiente de factores de crecimiento o estados del crecimiento
celular, por ejemplo en las células R3T3, las cuales expresan el receptor AT-2 y no el receptor
AT-1, la expresién del ARNm de AT-2 ocurre s6lo cuando el crecimiento celular se encuentra
detenido en el estado confluente (De Gasparo y cols., 2000). Existe evidencia que los niveles de
ambos receptores pueden ser modulados por TGF-B1 (Li y cols., 1999; Martin y cols., 2007).

Esta memoria tuvo como principal objetivo estudiar el efecto de TGF-B1 sobre los niveles
proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 para Ang II en células musculares esqueléticas y en
musculo esquelético. Los resultados obtenidos muestran que los niveles proteicos del receptor
AT-2 aumentan en respuesta a TGF-B1 in vitro e in vivo mientras los niveles del receptor AT-1
no cambian en respuesta a TGF-f1. El mecanismo por el cual TGF-B1 aumenta los niveles de
AT-2 involucra la participacion de la actividad quinasa del receptor I de TGF- y la activacion
de la via MAPK p38. Interesantemente, los niveles de AT-2 y AT-1 disminuyen durante la
diferenciaciéon muscular esquelética, proceso en el cual se ha demostrado previamente que las

rutas de sefializacion activadas por TGF-B1 estdn disminuidas.

1. Aumento en los niveles proteicos del receptor AT-2 en respuesta a TGF-§1.

Se ha descrito que los mioblastos C,C;, expresan algunos miembros de RAS, tales como
angiotensinégeno, ACE-1, los receptores AT-1 y AT-2 (Sun y cols., 2009; Johnston y cols.,
2010), sin embargo, no se ha estudiado el efecto de factores involucrados en eventos fibréticos

sobre la expresion y niveles proteicos de los componentes de RAS en musculo esquelético. En
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esta memoria se estudié el efecto de un potente factor profibrético como TGF-B1 sobre los
niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 en mioblastos C,C;, y en musculo esquelético.

Si bien existen datos que indican el efecto modulador de TGF-B1 sobre los niveles proteicos
y de ARNm del receptor AT-1 en otros tipos celulares, en nuestro modelo celular, mioblastos
C,C),, no ocurri6 una variacién de los niveles proteicos de AT-1 cuando se utilizaron diferentes
concentraciones y tiempos de incubacion con TGF-B1. Nuestros resultados indican que los
niveles proteicos del receptor AT-2 aumentan mds de 2 veces en respuesta a TGF-f1. Esta
evidencia concuerda con los datos publicados en fibroblastos pulmonares de pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Bullock y cols., 2001) y en la isquemia renal
(Matavelli y cols., 2011), ambas patologias asociadas a altos niveles de expresiéon de TGF-B1, en
las cuales se observd un aumento de 5 veces en la expresion del receptor AT-2. Dado que en
nuestro laboratorio se ha demostrado previamente que los fibroblastos obtenidos de musculo
esquelético contribuyen y responden a estimulos fibréticos, se podria especular que fibroblastos
musculares podrian presentar un aumento de los niveles proteicos de AT-2, ya que son capaces
de responder a TGF-B 1. Estudios posteriores evaluando el efecto de TGF-B1 sobre los niveles de
AT-1y AT-2 en fibroblastos deberén realizarse.

El receptor AT-2 ha sido asociado principalmente con efectos antifibréticos, por lo que
podria tener un papel importante en el proceso de recuperacién de los tejidos. De esta manera,
los resultados mostrados en esta memoria podrian establecer que el aumento de los niveles de
AT-2 en respuesta al factor profibrético TGF-B1 representaria un mecanismo de proteccion del
musculo esquelético frente al proceso fibrético sufrido frente a dafio crénico. Resultados
similares se han descrito en el tejido cardiaco, en situaciones tales como la insuficiencia
cardiaca, post-infarto al miocardio y en el dafo vascular (De Gasparo y Siragy, 1999) y en dafio
renal (Ruiz-Ortega y cols., 2003; Matavelli y cols., 2011) procesos en los cuales existe un
aumento en la expresidn tanto transcripcional como proteica del receptor AT-2.

Para evaluar el efecto de TGF-B1 sobre los niveles de AT-1 y AT-2 in vivo se usaron dos
modelos de fibrosis: la inyeccién de TGF-f1 a un musculo esquelético previamente dafiado, y el
modelo murino de la DMD, el ratén mdx, cuyos musculos esqueléticos presentan elevados
niveles de TGF-B1 (Bernasconi y cols., 1995). En el modelo de inyeccién de TGF-f1 a un
musculo previamente dafiado con BaCl, se observa un aumento en los niveles proteicos de AT-
2, mientras que la induccién de dafio por si solo no produjo un aumento de los niveles de AT-2.

Esto podria explicarse porque el dafio y la fibrosis que se produce con BaCl, no es suficiente
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para aumentar los niveles de AT-2, y al inyectar TGF-f1 aumenta el de otros moduladores o el
efecto fibrético, tal como se observa al evaluar los niveles proteicos aumentados de fibronectina.
Asi, esta evidencia concuerda con otros modelos fibréticos revisados en la literatura (Tsutsumi y
cols., 1998; Bullock y cols., 2001; Konigshoff y cols., 2007; Matavelli y cols., 2011) donde los
niveles proteicos de AT-2 aumentan en fibrosis asociada a aumento en los niveles de TGF-f1
probablemente como un modo de contrarrestar el dafio que estdn sufriendo los tejidos. En los
ratones mdx se determiné que existen elevados niveles proteicos de AT-2 en diversos musculos
esqueléticos analizados comparados con los musculos obtenidos de los ratones silvestres. Este
aumento en los niveles de AT-2 pueden explicarse por los niveles de TGF-f1 aumentados en los
musculos esqueléticos distrdficos del ratén mdx.

Los resultados de esta memoria muestran que los niveles del receptor AT-1 no se ven
alterados en respuesta a TGF-B1 tanto en los estudios realizados in vitro e in vivo. Se ha
observado que en diversos modelos fibréticos, los niveles de AT-1 estin aumentados. Una
explicacién por la cual no existan variaciones en los niveles de AT-1 en respuesta a TGF-1 en
los experimentos expuestos en esta memoria, es el posible papel modulador del receptor AT-2
sobre la expresién y niveles proteicos del receptor AT-1. De esta manera, el aumento en los
niveles proteicos del receptor AT-2 podria estar relacionado en la modulacién de la sintesis
proteica y/o degradacion de AT-1 impidiendo asi el incremento en los niveles proteicos de AT-1.
Antecedentes sobre la participacion del receptor AT-2 en la regulacién de los niveles proteicos
de AT-1 estd descrito por Matavelli y cols., 2011, quien a través del uso de un agonista
especifico para AT-2, determiné que este receptor regulaba los niveles proteicos de AT-1.
También se ha descrito en la literatura, que la activacién de la sefializacion del receptor AT-2,
puede regular los niveles de AT-1 por un mecanismo independiente de ligando y con la
participacién de la via bradicinina/oxido nitrico (NO) (Jin y cols., 2002). Estudios posteriores
para analizar la participacién de AT-2 y su seifializacion en la regulacién de los niveles de AT-1
deberdn ser realizados.

Los andlisis realizados en este estudio acerca del aumento de los niveles proteicos del
receptor AT-2, asi como los niveles inalterados del receptor AT-1, ambos en respuesta a TGF-p3,
no muestran si existen cambios en la localizacion de dichos receptores. Para poder definir bien el
mecanismo por el cual los niveles de AT-1 se mantienen inalterados y los de AT-2 aumentan en
respuesta a TGF-B1 se hace necesario el estudio de los niveles de los receptores para Ang Il en

la superficie celular con el fin de dilucidar si varfan los niveles de ambos receptores, ya que los
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extractos proteicos obtenidos en los experimentos de esta memoria representan el total de
protefnas y no permite determinar la ubicacién celular de éstas. Podria darse, por ejemplo, que el
aumento de AT-2 no se refleje en el nimero de este receptor en la superficie celular, o que los
niveles inalterados de AT-1 no signifique que no pueda existir un aumento de este receptor en la
superficie celular, se hacen necesarios entonces estudios de funcionalidad de los receptores para
Ang II. Dentro de los experimentos que se podrian ejecutar para dilucidar estos puntos, se
encuentran ensayos de unién de radioligando o coinmunoprecipitacion de proteinas previamente
marcadas con biotina.

Otro punto importante que queda por analizar es si la regulaciéon de AT-2 por TGF-$1
involucra mecanismos de regulacién a nivel transcripcional y/o traduccional, para lo cual se
pueden evaluar los niveles de transcrito de AT-2 a través de northern blot o RT-PCR

cuantitativo.

2. Mecanismos involucrados en la modulacion de los niveles proteicos de AT-2 por
TGF-p1.

La utilizacién de un inhibidor especifico de la actividad quinasa de TPRI mostr6 una
inhibiciéon en el aumento de los niveles de AT-2 en respuesta a TGF-Bl. A pesar de los
requerimientos de la actividad quinasa del receptor tipo I de TGF-p, esta modulacién podria ser
Smad dependiente y/o Smad independiente.

En esta memoria sélo se analiz6 el papel de las vias Smad independientes activadas por
TGF-B1 en los mioblastos C,Cj, y su relacion con el aumento en los niveles proteicos de AT-2.
Para evaluar las vias Smad independientes se utilizaron inhibidores farmacoldgicos especificos
para las vias AKT, JNK, ERK-1/2 y p38, y se observd que sélo las dos tltimas vias eran
activadas por TGF-B1 en mioblastos C,C,, y que de éstas, la via MAPK p38, media el aumento
de los niveles de los receptores AT-2 inducidos por TGF-B1.

La activacién de la via MAPK p38 en el aumento de los niveles proteicos de AT-2
inducidos por TGF-B1 ya habia sido descrita previamente. Los datos obtenidos de un
experimento en el cual se analiz6 el bloqueo del receptor AT-2 después de isquemia aguda en
corazones de ratas, donde existe un aumento en los niveles de TGF-f1 (Chen y cols., 2002), el
bloqueo de AT-2 trafa consigo aumento en los niveles proteicos de AT-2 mediado por la via p38

(Xu y cols., 2002). Este antecedente concuerda con los resultados obtenidos.
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Es de real importancia establecer la existencia de sitios de unién en la zona promotora de
AT-2 para factores transcripcionales activados por la via MAPK p38. La activacion de la via p38
por TGF-B1 trae consigo la activacién del factor transcripcional rio debajo de la via: ATF-2
(revisado por Derynck y Zhang, 2003; Itoh y cols., 2000). El estudio de la zona promotora de
AT-2 arroj6 la existencia de un sitio de unién para ATF-2, lo cual podria estar ligado con el
aumento en los niveles proteicos del receptor AT-2 (Xu y cols., 2002).

No fue posible evaluar si la actividad Smad dependiente estaba involucrada en la regulacién
de AT-2 por TGF-B1. Con el fin de inhibir por completo la via Smad dependiente podria
utilizarse un siRNA para Smad2/3 (Droguett y cols., 2010), y luego determinar los niveles
proteicos del receptor AT-2 en respuesta a TGF-f1. Sin bien es cierto que en la secuencia
promotora de AT-2 no se encontraron elementos de unién a Smad (SBE) no se puede descartar
que probablemente la via Smad dependiente juega un rol en la modulacién de los niveles
proteicos de AT-2, ya que la secuencia de unién a Smads en el DNA puede encontrarse rio arriba
de la secuencia promotora y que por enrollamiento de la cromatina esté en contacto en algtn
sitio cercano al lugar de inicio de la transcripcién. Esto es importante ya que, ATF-2 estd
descrito que interactia con Smads unidas a SBE y que finalmente este complejo unido a otros

coactivadores son suficientes para el inicio de la transcripcion (Derynck y Zhang. 2003).

3. Disminucion de los receptores AT-1y AT-2 durante la diferenciacion.

Varios grupos de investigacién han establecido que TGF-f es un factor de crecimiento que
inhibe la diferenciacion muscular esquelética, asi se ha establecido que TGF-f inhibe la
diferenciacion en cultivos primarios de mioblastos de rata, pollo y ratén (Florini y cols., 1986,
Massagué 1986; Riquelme y cols., 2001). Dado que la diferenciacién in vivo ocurre en presencia
de TGF-B y que este factor de crecimiento la inhibe, deben existir mecanismos que disminuyan
su actividad bioldgica, tales como la unién de proteoglicanes a TGF-f, los cuales regulan la
biodisponibilidad de TGF- durante la diferenciacién muscular (Droguett y cols., 2006; Droguett
2010). A nivel intracelular se ha observado que durante el proceso de diferenciacién muscular
esquelética la expresion de las proteinas Smad, encargadas de la transduccién de sefiales a través
de la via candénica de TGF-f, disminuye (Droguett y cols., 2010). Dado que TGF-B1 regula los
niveles del receptor AT-2, resultd interesante evaluar los niveles proteicos de los receptores para

Ang II durante la diferenciacion de los mioblastos C,Cj,. Los resultados indicaron que ambos
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receptores disminuyeron sus niveles proteicos a lo largo de la diferenciacion. La disminucién en
los niveles de AT-1 puede explicarse porque en la diferenciacién la actividad proliferativa de la
célula se encuentra limitada sélo a las células de reserva, podria plantearse que la actividad
proliferativa se ve disminuida, por lo que se hace necesario la regulacién de proteinas que
conlleven a la proliferacién como lo es el receptor AT-1, el cual se hace précticamente
indetectable al sexto dia de diferenciacidon. La disminucién de los niveles de AT-2 durante la
diferenciacién podria explicarse por la disminucién en la actividad de la via de sefializacién
activada por TGF-B1, y que esta disminucion llevase a la baja expresion proteica de AT-2 a lo
largo de la diferenciacion. Este hecho estaria en estrecha concordancia con lo que se observa en
los mioblastos C,C;, incubados con TGF-B1, donde una mayor actividad de la via TGF-B1
aumenta los niveles de expresion proteica de AT-2, y la disminucién en la sefializacién de la via

de TGF-B1 disminuye los niveles proteicos de AT-2.

VII. PROYECCIONES

Es necesario hacer mds estudios que nos ayuden a dilucidar en forma concreta los
mecanismos involucrados en la modulacién de los niveles de expresién del receptor AT-2, ya
que nos podrian conducir a un tratamiento efectivo en la atenuacion de la fibrosis muscular por
medio de la activacién del receptor AT-2, ya sea usando bloqueadores del receptor AT-1 y asi
Ang II pueda unirse solamente a receptores AT-2, como el uso dltimamente de un agonista para
AT-2, llamado C21, que es un compuesto no peptidico, oralmente activo, con alta especificidad
y selectividad por AT-2 (Wan y cols., 2004), que ha demostrado tener efectos antinflamatorios y
antifibréticos (Rompe y cols., 2010; Gelosa y cols., 2009) y asi poder mejorar la funcién

muscular de pacientes con DMD.
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VIII. CONCLUSIONES

Los estudios conducidos durante esta memoria se realizaron bajo la hipétesis general de que
los niveles proteicos de los receptores para Ang II AT-1 y AT-2 son regulados por TGF-f1 en
mioblastos C,Ci, y en el musculo esquelético. Los objetivos generales propuestos fueron
determinar el efecto de TGF-B1 sobre los niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 para
Ang II en células musculares esqueléticas y musculo esquelético, determinar el mecanismo de
regulacién mediado por TGF-B1 sobre los niveles de AT-2 en células musculares esqueléticas y
evaluar los niveles proteicos de los receptores AT-1 y AT-2 durante la diferenciacién de los
mioblastos C,Ci,.

Los siguientes son los hallazgos principales:

1. Los niveles proteicos del receptor AT-2 son aumentados en respuesta a TGF-f1 en
mioblastos C,C;, y en el miisculo esquelético, sin embargo los niveles proteicos del receptor

AT-1 no presentan cambios.

2. En muisculos esqueléticos distroficos de ratones mdx, los cuales expresan mas TGF-f1 que
los musculos esqueléticos normales, se presentan niveles proteicos del receptor AT-2

aumentados comparados con musculos esqueléticos de ratones normales.

3. El aumento de los niveles proteicos del receptor AT-2 inducido por TGF-B1 requiere de la
actividad quinasa del TPRI asi como también de la actividad de MAPK p38 en mioblastos
CgC]z.

4. Durante la diferenciacién celular de mioblastos C,C;,, proceso en el cual la sefializacion

dependiente de TGF- se encuentra disminuida, los niveles de los receptores AT-1 y AT-2

disminuyen.
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