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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo.
Desregulaciones en el flujo autofagico y en la desdiferenciacion de células musculares
lisas vasculares (VSMC) se han asociado con diferentes enfermedades cardiovasculares.
En la aterosclerosis, una de las patologias cardiovasculares mas importante, las VSMC
desempefian un papel fundamental cuando cambian su fenotipo desde uno contractil y
quiescente a otro proliferativo, migratorio y sintético. Se ha descrito que el cambio
fenotipico de las VSMC es un proceso dependiente de autofagia. Por lo tanto, encontrar
nuevos mecanismos que regulen este cambio fenotipico es fundamental para generar
nuevas alternativas para tratar las enfermedades cardiovasculares. Dentro de esta
busqueda, el péptido similar a glucagén 1 (GLP-1), una hormona de la familia de las
incretinas, surge como un potencial inhibidor de este proceso. Nuestro laboratorio ha
descrito que esta incretina, al unirse a su receptor, activa a la proteina quinasa dependiente
de AMP ciclico (PKA). Se ha descrito a la PKA como un regulador negativo de la
autofagia, ya que fosforila e inhibe a la proteina asociada a microtibulo 1A/1B cadena
liviana 3B, conocida también como LC3, una proteina autofagica esencial que también se
usa como marcadora de la autofagia. Ademas, tanto en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 como en pacientes sanos, se ha comprobado la accion beneficiosa de GLP-1 sobre
la aterosclerosis.

Por estos antecedentes, proponemos que GLP-1 inhibe la autofagia a través de la
fosforilacion de LC3 por PKA en VSMC.

La linea celular de aorta de rata, A7r5, se cultivo en condiciones basales en medio
completo suplementado con 10% suero fetal bovino. La autofagia se indujo con un medio
de cultivo carente de glucosa, el RPMI 1640. Ademas, las células A7r5 se estimularon
con GLP-1 y/o H-89 [(E)-N-(2-(3-(4-bromofenil)alilamino)etil)-isoquinolin-5-
sulfonamida], inhibidor de PKA. La autofagia se evalué midiendo los niveles proteicos de
LC3 Iy LC3 II por western blot y por la formacion de autofagosomas. Los autofagosomas

se visualizaron mediante la transduccion de VSMC con un adenovirus que sobreexpresa
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LC3 acoplada a la proteina fluorescente verde con una multiplicidad de infeccion de 180
y microscopia confocal. El flujo autofagico se determin6 usando cloroquina.

Nuestros resultados sugieren que GLP-1 disminuye el flujo autofiagico en
condiciones basales y de privacion de glucosa. Ademas, GLP-1 disminuy6 el nimero de
autofagosomas por célula en la autofagia basal, pero no durante la privacion de glucosa.
Asimismo, se determind que PKA participaria en los efectos generados por GLP-1 en la
autofagia basal, pero no en la autofagia inducida por privacion de glucosa. Finalmente,
GLP-1 no aumenta la fosforilacion de LC3. Este resultado sugiere que la inhibicion de la
autofagia por GLP-1 mediante PKA no ocurria por fosforilacion de LC3.

Por lo tanto, el efecto de GLP-1 en la inhibicion de la autofagia en VSMC via
PKA, se suma a los antecedentes que postulan a GLP-1 como un promisorio regulador de

la aterosclerosis y de otras enfermedades cardiovasculares.

Xii



ABSTRACT

Autophagy regulation by GLP-1 in vascular smooth muscle cells (VSMC)

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world. Deregulation
in both autophagic flux and vascular smooth muscle cell (VSMC) dedifferentiation have
been associated with different cardiovascular diseases. In atherosclerosis, one of the most
important cardiovascular pathology, VSMC play a critical role when they change from a
contractile and quiescent phenotype to a proliferative, migratory and synthetic phenotype.
It was described that this phenotypic change is an autophagy-dependent process. Hence,
finding new mechanisms to regulate this phenotypic change is critical to generate new
alternatives to treat cardiovascular diseases. In this investigation, glucagon like peptide 1
(GLP-1) arises as a potential inhibitor of this process. Our laboratory has described that
this incretin, upon binding to its receptor, activates the cyclic AMP-dependent protein
kinase (PKA). PKA was described as a negative autophagy regulator, because it
phosphorylates and inhibits the microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B,
also known as LC3, an essential autophagic protein also used as an autophagy marker.
Besides, in both diabetic patients and healthy patients, the beneficial effects of GLP-1 on
atherosclerosis has been demonstrated.

Taking the above in consideration, we proposed that GLP-1 inhibits autophagy
through a PKA induced LC3 phosphorylation in VSMC.

The aortic VSMC cell line A7r5 were cultivated in basal condition with complte
culture medium + 10% fetal bovine serum. Autophagy was induced with a glucose
deprived culture medium, RPMI 1640. Also, A7r5 cells were stimulated with GLP-1,
and/or H-89 [(E)-N-(2-(3-(4-bromophenyl)alylamino)ethyl)-isoquinoline-5-
sulfonamide], a PKA inhibitor.). Autophagy was assessed by LC3 I and LC3 II levels
using by western blot and by autophagosome formation. Autophagosomes were visualized

by adenoviral transduction of LC3 coupled to green fluorescent protein using a

Xiii



multiplicity of infection of 180 and confocal microscopy. Autophagic flux was evaluated
using chloroquine.

Our results suggest that GLP-1 inhibits autophagic flux under basal and glucose
deprivation conditions. In addition, GLP-1 decreased the number of autophagosomes per
cell in basal autophagy, but not in glucose deprivation-induced autophagy. Moreover, a
PKA participation was demonstrated in the GLP-1-dependent effects on basal autophagy,
but not on glucose deprivation-induced autophagy. Finally, GLP-1 did not increase LC3
phosphorylation. This result suggest that the GLP-1-dependent autophagy inhibition
would not occur through LC3 phosphorylation.

Therefore, the GLP-1 effect on autophagy inhibition in VSMC via PKA adds to
the background information which suggests GLP-1 as a promising regulator of

atherosclerosis and other cardiovascular diseases.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en Chile y en
el mundo (Mendis y col., 2011; Benjamin y col., 2017). Estas enfermedades abarcan las
patologias del corazdén, enfermedades vasculares del cerebro y patologia de los vasos
sanguineos. En Chile, el afio 2012 el 27,53% de las muertes fueron causadas por
enfermedades del sistema circulatorio (MINSAL, 2014). A nivel mundial, en el afio 2008,
hubo mas de 17 millones de muertes debido a enfermedades cardiovasculares, de las
cuales 3 millones correspondieron a personas menores de 60 afios, muertes que, segin la
Organizacion Mundial de la Salud, serian totalmente prevenibles (Mendis y col., 2011).
La OMS, ademas, sefial6 recientemente que en el afio 2015, 54% de las muertes de todo
el mundo se ocasionaron por 10 principales causas, siendo la enfermedad cardiaca
isquémica y el accidente cerebro vascular las principales responsables de estos decesos
(World Health Organization, 2017).

Dentro de este tipo de enfermedades podemos encontrar las derivadas de la
aterosclerosis, tal como la enfermedad coronaria, enfermedad cerebrovascular y
enfermedades de la aorta y arterias. Sin embargo, también existen otras patologias no
ateroscleroticas, tales como las cardiopatias congénitas, enfermedad cardiaca reumatica y
arritmias cardiacas (Mendis y col., 2011). La aterosclerosis es una patologia de los vasos
sanguineos que se desarrolla durante afios. Ocurre cuando material graso y colesterol se
depositan en el lumen de los vasos sanguineos de tamafio medio y grande (arterias),
generando una placa que disminuye el lumen de los vasos sanguineos dificultando el paso
de la sangre (Figura 1). Dicha placa puede romperse provocando un coagulo de sangre, el
cual puede generar un ataque al corazdn, si se produce en una arteria coronaria; o un

derrame cerebral, si ocurre en el cerebro (Mendis y col., 2011; NHLBI, 2016).
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Figura 1. Formacion placa ateroma.

En A) se presenta una arteria con flujo normal de sangre. La imagen del recuadro muestra el corte transversal
de una arteria normal. En B) se presenta una arteria con flujo anormal de sangre debido al depésito de placa.
En el recuadro se observa el corte transversal (Imagen reproducida de National Heart, Lung, and Blood
Institute (NHLBI (2016)).

Los vasos sanguineos estan formados por 3 capas o tunicas: intima, media y
adventicia (Figura 2). Estas tunicas estan claramente definidas en vasos grandes como las
arterias (Rudijanto, 2007). La tunica intima posee una monocapa continua de endotelio,
posicionado en la membrana basal, en contacto directo con el flujo sanguineo, y estd
separada de la capa media por la membrana elastica interna (Rudijanto, 2007). La capa
media estd compuesta principalmente de células musculares lisas vasculares (VSMC, por
sus siglas en inglés Vascular Smooth Muscle Cell) contractiles, macréfagos y fibroblastos
(Zalewski y col., 2002). Esta capa posee colageno de tipo I y III y una variedad de
glicoproteinas (Newby, 2002). Finalmente, la capa mdas externa o adventicia, estd
compuesta por tejido conectivo con fibras nerviosas, pequefios vasos sanguineos y grasa

libre en la matriz intersticial (Wight, 1995).
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Figura 2. Capas de los vasos sanguineos.

Los vasos sanguineos estan compuestos por 3 capas o tinicas principales: intima, media y adventicia. La
primera estd compuesta principalmente de endotelio, en la capa media se destaca la gran presencia de
VSMC, y la capa externa o adventicia estd compuesta sustancialmente por tejido conectivo (Imagen
reproducida de Wikimedia-Commons (2007)).

La aterosclerosis se desarrolla a través de la lesion de las células del endotelio, por
diversas causas como diabetes mellitus (DM), hipertension o dislipidemia (Rudijanto,
2007). Una vez inducida esta lesion en el endotelio, se desencadenan una serie de
procesos: se reclutan macréfagos (Rudijanto, 2007), aumenta la permeabilidad a los
lipidos y se forman células espumosas (Morel y col., 1983; Khoo y col., 1992; Griendling
& Alexander, 1997), y se reclutan linfocitos T y plaquetas (Davies & Hagen, 1994;
Schachter, 1997). Luego, las células endoteliales, las células inflamatorias y las plaquetas
comienzan a secretar diversos mediadores, tales como factores de crecimiento y
citoquinas, que generan efectos principalmente en las VSMC (Liaw y col., 1994; Libby y
col., 1997; Schachter, 1997; Schwartz, 1997). Las células de la musculatura lisa, como
consecuencia, sufren un cambio fenotipico y pasan desde un estado quiescente y contractil
a un estado sintético, proliferativo y migratorio (Schaper & Ito, 1996; Wolf'y col., 1998).
Este nuevo fenotipo les permite moverse desde la capa media hacia la capa intima, donde

se entremezclan en la zona de la lesion (Liaw y col., 1994; Rudijanto, 2007). En ese lugar



comienzan a sintetizar y secretar componentes de la matriz extracelular (MEC), como por
ejemplo colageno (Frid y col., 1997; Gittenberger-de Groot y col., 1999). Todo este
proceso culmina en la formacion de un depdsito de placa (Figura 1B). La apoptosis de las
VSMC puede promover la ruptura de la placa (Newby y col., 1999), pudiendo generar un
derrame cerebral o un ataque cardiaco, como se mencion6 anteriormente (Mendis y col.,
2011; NHLBI, 2016).

Estos antecedentes dejan de manifiesto la importancia que tiene este tipo de células,
VSMC, en el desarrollo de la aterosclerosis, en la ruptura del depodsito de placa y, en

consecuencia, en la generacion de otras enfermedades cardiovasculares.

1.2. Células Musculares Lisas Vasculares

Las VSMC son ampliamente utilizadas para el estudio de patologias como
aterosclerosis, hipertension y aneurisma (Petri y col., 2015; Su y col., 2015; Liu y col.,
2016). Esto debido a que son el principal componente de la tiinica media de las arterias y,
al tener la capacidad de contraerse, controlan el didmetro de los vasos sanguineos, asi
como el flujo de la sangre y la presion (Rzucidlo y col., 2007; Cecchettini y col., 2011).
Estas células existen en diferentes fenotipos. El primero, corresponde al fenotipo
diferenciado, quiescente o contractil, donde destaca la presencia de proteinas como
a-actina de musculo liso (a-SMA), la cadena pesada de la miosina, h-caldesmona y
calponina; cuya interaccion permite la contraccion de estas células (Rzucidlo y col., 2007,
Cecchettini y col., 2011) por lo que pueden regular la vasodilatacion y vasoconstriccion
y, consecuentemente, el flujo sanguineo (Schaper & Ito, 1996; Wolf y col., 1998). El
fenotipo desdiferenciado corresponde a células con capacidades sintética, migratoria y
proliferativa, presente en lesiones en la capa intima de los vasos sanguineos (Schaper &
Ito, 1996; Wolf y col., 1998), donde sintetizan y reparan componentes de la MEC que
estructuran la pared vascular (Cecchettini y col., 2011). El fenotipo contractil de las
VSMC se desdiferencia en respuesta a varios factores fisioldgicos y patoldogicos (Owens
y col., 2004), tales como estimulos mecénicos, especies reactivas de oxigeno (ROS),

MEC, interaccion con el endotelio, entre otros variados factores (Campbell & Campbell,



1985; Cecchettini y col., 2011). En la figura 3 se pueden observar las caracteristicas de
ambos fenotipos.

Existe suficiente evidencia que sugiere que la autofagia esta activada en VSMC en
contextos patologicos vasculares y es importante para la plasticidad y sobrevivencia de

estas células (Salabei & Hill, 2013).
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Figura 3. Fenotipos de las células musculares lisas vasculares.

A laizquierda, se observa el fenotipo diferenciado de las VSMC y el recuadro inferior muestra las proteinas
caracteristicas de este fenotipo. A la derecha, se muestra el fenotipo desdiferenciado de las VSMC vy el
recuadro inferior presenta las proteinas marcadoras de este fenotipo. En las flechas centrales se nombran
algunos estimulos que pueden generar el cambio de un fenotipo a otro (Imagen obtenida de Saleh Al-Shehabi
y col. (2016)).

1.3. Autofagia

Un proceso celular que se ha relacionado con diversos fendmenos sistémicos, tales
como el envejecimiento, la inmunidad innata y en la progresion del cancer, es la autofagia
(Levine & Klionsky, 2004; Klionsky, 2007). La autofagia es el proceso catabdlico
intracelular que media la degradacion lisosomal de contenido citosélico, material
extracelular, proteinas de la membrana plasmatica y organelos (Klionsky, 2007). Es un
proceso utilizado para la renovacion celular, permitiendo el reciclaje del contenido

citoplasmatico y es uno de los principales sistemas de degradacion en eucariontes



(Klionsky, 2007). Existen 3 tipos de autofagia: microautofagia, macroautofagia y
autofagia mediada por chaperonas (Ravikumar y col., 2010; Chen & Klionsky, 2011;
Mizushima & Komatsu, 2011; Singh & Cuervo, 2011; Choi y col., 2013). Sin embargo,
cuando se hable de autofagia, se haré referencia a la macroautofagia que es el proceso de
interés de este trabajo.

La autofagia es altamente inducible y controlable. Se induce a través de inanicion,
estrés oxidativo o alguna infeccion, estimulos que activan vias de sefializacion y proteinas
reguladoras que participan en las diferentes etapas de la formacién de la membrana
autofagosomal (He, C. & Klionsky, 2009). Los autofagosomas son las estructuras que se
generan por la activacion de este proceso. Por lo general, se forman cerca del reticulo
endoplasmico (RE) y la doble membrana puede derivar de este organelo, de mitocondrias,
del aparato de Golgi o de la membrana plasmatica (Rubinsztein y col., 2012). Para dar
inicio al proceso, se requiere la activacion de proteinas centrales relacionadas con la
autofagia, denominadas ATG. En mamiferos, la autofagia se inicia activando al complejo
proteico denominado quinasa similar a Unc51 (ULK). La privacién de energia, por
ejemplo, es un estimulo que inactiva a la proteina blanco de la rapamicina de mamifero
(mTOR), conocido inhibidor autofagico, permitiendo la activacion del complejo ULK
(Ravikumar y col., 2010; Bernard & Klionsky, 2013) y la estimulacion del complejo
fosfatidilinositol-3-quinasa de clase III (PI3K) / BECLIN-1, el cual sirve para generar
fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) requerido para la etapa de nucleacion. La elongacion y
maduracion requieren de los sistemas de conjugacion ATG5-ATGI12 y de la proteina
asociada a microtubulos 1 cadena liviana 3 (LC3). Estas colaboran para la conjugacion de
LC3 a fosfatidiletanolamina (PE) y fijar LC3 a la membrana autofagosomal. El complejo
ATG12-ATG15-ATG16L participa en el elongamiento de la membrana y ATG4 escinde
pro-LC3 para generar LC3-I, el cual expone un sitio de conjugacion de PE en el extremo
carboxilo terminal. Las acciones secuenciales de ATG7 y ATG3 generan la forma lipidada
LC3-II, proteina que esta asociada a la maduracion de la estructura fagosomal (Kabeya y
col., 2000; He, H. y col., 2003). Finalmente, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma,
generando el autolisosoma, donde el cargo es degradado por accion de hidrolasas 4cidas

lisosémicas y el contenido puede ser reciclado (Klionsky, 2007). Cabe destacar que LC3-



IT es tipicamente usado como un indicador de que el proceso autofagico estd activo
(Kabeya y col., 2000; He, H. y col., 2003). Mediante andlisis de inmunofluorescencia
(donde se observa como punto) y western blot (~16 KDa), es posible detectar este

marcador (Salabei & Hill, 2013).
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Figura 4. Etapas del proceso autofagico.

El complejo ULK es el encargado de iniciar la autofagia. Esto activa al complejo Vps34 y a las PI3K de
clase III. Luego, la participacion del complejo AtgS-Atgl2-Atgl6L y el procesamiento de LC3 hasta su
lipidacion (LC3-II) elongan la doble membrana hasta envolver todo el cargo. Un paso clave en este proceso
es la fusion del lisosoma con el autofagosoma generando el autolisosoma, vesicula donde gracias a la accién
de hidrolasas 4cidas, la carga es degradada y reciclada. (Imagen obtenida de Fleming y col. (2011)).

1.4. Autofagia en VSMC

Como se menciond anteriormente, el cambio fenotipico de las VSMC esta
relacionado con la patogénesis de diversas enfermedades vasculares, como Ila
aterosclerosis. Un proceso que estd implicado en este cambio, es la autofagia (Salabei &
Hill, 2013). Un estudio de 1961 demostr6 que habia actividad autofagica en las VSMC de
lesiones ateroscleroticas (Geer y col., 1961). Gracias a la microscopia electronica, existe
enorme evidencia de que se produce la autofagia en VSMC en contextos aterosclerdticos

y en hipertension (Parker & Odland, 1966; Wolinsky y col., 1973; Kockx y col., 1998).



Posterior a una lesion, las VSMC sufren un proceso de desdiferenciacion, cambiando su
fenotipo a uno que les otorga la capacidad de migrar y, de esta forma, contribuyen a la
formacién de la capa neointima en enfermedades como aterosclerosis y restenosis
(Thomas y col., 1976; Clowes y col., 1983). Por otra parte, nuestro grupo probo en la linea
celular de VSMC A7r5 que el factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB (PDGF-
BB) disminuia los niveles de las proteinas contractiles a-SMA, SM22 y calponina e
inducia la migracion, caracteristicas cldsicas de un cambio fenotipico, con la coincidente
induccion de la autofagia (Norambuena, 2015). Estos datos nos permiten sugerir que la
autofagia estaria implicada en el cambio de fenotipo de las VSMC asociado a

enfermedades cardiovasculares.

1.5. Péptido similar a glucagon 1: GLP-1

La DM es una enfermedad cronica que consiste en una incapacidad del cuerpo para
controlar los niveles de azucar en la sangre (MedlinePlus, 2017). Afecta aproximadamente
a 135 millones de personas en el mundo y representa una quinta parte de los gastos de
atencion en salud. Se genera por un dafio que perjudica la produccion o la respuesta a la
insulina, la principal hormona encargada de controlar la glicemia (Modi, 2007). Los
pacientes que padecen esta enfermedad tienen mayor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares y, a pesar de que puedan ser tratados dptimamente, sigue habiendo una
incidencia sustancial de que sufran complicaciones vasculares, por lo que contintia la
busqueda de tratamientos mas efectivos (Grieve y col., 2009). Dentro de esta indagacion,
encontramos al péptido similar a glucagén 1, GLP-1, una hormona que constituye la base
de una terapia aprobada para controlar la hiperglicemia en la DM tipo 2 (Kendall y col.,
2005). Debido a las acciones de estimulacion de secrecion de insulina, el rapido descenso
de la glucosa en la sangre y la atenuacion del aumento de la concentracion de glucosa
postprandial, vale decir, el aumento de la glucosa después de la ingesta de alimentos, es
que se ha impulsado el uso de GLP-1 como tratamiento para la diabetes (Holz &
Chepurny, 2003).

GLP-1 y el polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP) son conocidas

como incretinas (intestin secretion insulin) y consisten en hormonas liberadas por el



intestino en respuesta a nutrientes que poseen la capacidad de estimular la secrecion de
insulina en concentraciones fisiologicamente relevantes (Creutzfeldt, W., 1979).
Particularmente, GLP-1 posee un efecto potente en la liberacion de insulina en las células
B pancreaticas (Hargrove y col., 1995), mientras que inhibe la liberacion de glucagén en
las células a pancreaticas (Creutzfeldt, W. O. y col., 1996). Ademads de relacionarse con
el control de los niveles de glucosa en la sangre, tiene variadas funciones en el organismo
(Ranganath, 2008).

La amida de GLP-1 (7-36) es un polipéptido de 30 aminoacidos transcritos en el gen
del proglucagdn, localizado en el brazo largo del cromosoma 2 y se expresa en las células
pancredticas y células L intestinales (White & Saunders, 1986). Se procesa
diferencialmente debido a la expresion de la enzima pro-hormona convertasa, la cual es
tejido especifica (Dhanvantari y col., 1996). GLP-1 se encuentra en 2 isotipos
equipotentes: la forma menor, GLP-1 (7-37), que representa el 20 % del GLP-1 activo; y
la forma principal, GLP-1 (7-36) que se encuentra en un 80% (Orskov y col., 1994). La
produccion de estas isoformas es el resultado del procesamiento postraduccional que sufre
el producto génico del proglucagdn, el cual se produce en las células L en el ileon distal y
el colon: estas son las principales fuentes endogenas de GLP-1 (Kervran y col., 1987,
Eissele y col., 1992). Las células L son células epiteliales endocrinas que parecen
responder a las sefales locales de nutrientes (Gribble, 2008) y estdn en contacto con
células del tejido nervioso y vascular, por lo que la secrecion de GLP-1 puede estar
regulada por neurotrasmisores y hormonas endocrinas (Grieve y col., 2009). Ademas,
parece existir un umbral caldrico para desencadenar la secrecion de GLP-1 (Schirray col.,
1996), pues se ha visto que la ingestion enteral de carbohidratos, grasas o proteinas, en
porciones equicaldricas, aumentan los niveles plasmaticos de GLP-1 (Elliott y col., 1993).

GLP-1 sufre una rapida eliminacion de la circulacion producto de una degradacion
enzimdtica producida por su inactivador endégeno primario: dipeptidil peptidasa 4
(DDP-4) (Deacon, 2004). DPP-4 elimina un dipéptido del amino terminal de GLP-1 (7-
36) y lo transforma en GLP-1 (9-36), el cual es 1000 veces menos afin a su receptor y no
presenta actividad insulinotrépica (Knudsen & Pridal, 1996; Deacon y col., 2002; Green

y col., 2004). Esta rapida eliminacion ha sido evidenciada en el plasma, donde luego de



10

30 min el 78% de GLP-1 encontrado corresponde a GLP-1 (9-36). Esto influye en su
tiempo de vida media, el cual es bastante corto y solo dura aproximadamente 2 min

(Deacon y col., 1995).

1.6. Receptor de GLP-1 y su sefializacion.

El receptor de GLP-1 (GLP-1R) consta de 463 aminoacidos y estd acoplado a
proteinas G (Thorens, 1992). El GLP-1R se expresa de forma ubicua y se ha detectado en
diversos tejidos: islotes pancreaticos (Orskov & Poulsen, 1991), corazén (Wei & Mojsov,
1995), aorta (Green y col., 2008), pulmon (Kanse y col., 1988), glandulas gastricas
(Uttenthal & Blazquez, 1990) y partes del sistema nervioso central y periférico (Shimizu
y col., 1987; Kanse y col., 1988; Wei & Mojsov, 1995); donde genera variados efectos tal
como se muestra en la figura 5. Se ubica en la membrana celular, posee un dominio amino
terminal extracelular y 7 dominios transmembrana donde sus agonistas se unen de manera
alostérica. Sin embargo, también se ha identificado un sitio de activacion no alostérico
(Knudsen y col., 2007; Lin & Wang, 2009). Una vez activo, la sefializacion de GLP-1R
se diversifica, pues se ha visto que este receptor estimula la produccion de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), lo que activa a otros factores, como por ejemplo la proteina
quinasa dependiente de AMPc (PKA) y Epac (proteina de intercambio directamente
activada por AMPc) (Holz, 2004).
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Figura 5. Efectos fisiolégicos de la activacion de GLP-1R.
La administracion de GLP-1 genera efectos biologicos en una variedad de 6rganos como el pancreas,
cerebro, estdbmago, corazon, higado, musculo y en el tejido adiposo (Imagen obtenida de Grieve y col.
(2009)).

GLP-I1R tiene una gran afinidad por su agonista principal, GLP-1. Basta con utilizar
baja concentraciones de GLP-1, del orden de nanomolar, para que la unién entre este

péptido y su receptor se concrete. Consecuente con esta afinidad, otros péptidos de la

superfamilia del glucagdn no se unen o se unen deficientemente (Grieve y col., 2009).

1.7. Proteina quinasa dependiente de AMPc: PKA.

La PKA es una serina-treonina quinasa que se caracterizo estimulando la membrana
celular con epinefrina, compuesto que aumenta los niveles de AMPc (Sutherland & Rall,
1958; Walsh y col., 1968). Abreviadamente, en la sefializacion candnica de esta proteina
(Figura 6), hormonas extracelulares se unen a receptores acoplados a proteinas G, las
cuales estan involucradas en la comunicacion intercelular. Posteriormente, se genera un
cambio conformacional en el receptor que desencadena la activacion de alguna de estas
proteinas G, las que subsecuentemente se disocian. Las proteinas Gso estan asociadas a

las adenilil ciclasas (ACs), enzimas que catalizan la conversion de adenosin trifosfato
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(ATP) a AMPc. Este AMPc producido se une a PKA, disociando la holoenzima inactiva
e induciendo la fosforilacion de sus blancos rio abajo (Kirschner y col., 2009).

PKA es una holoenzima constituida por 4 subunidades: 2 de ellas cataliticamente
activas (subunidades PKAC) y 2 que regulan la actividad de la enzima (subunidades
PKAR). Cuando las 4 subunidades estan unidas, la proteina quinasa se encuentra inactiva.
Sin embargo, al aumentar los niveles de AMPc, este se une a las subunidades reguladoras,
liberando las subunidades cataliticas (Kirschner y col., 2009). La modulaciéon de PKA
induce cambios en la actividad de los sustratos de esta proteina, pero también se generan
cambios en la transcripcion de genes, pues, por ejemplo, puede fosforilar a la proteina de
unién a elementos de respuesta a AMPc (CREB) (Montminy, 1997; Mayr & Montminy,
2001; Rosenberg y col., 2002).
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Figura 6. Via de sefializacion canénica de PKA.

En este modelo, la sefializacion es iniciada por una hormona que se une a un receptor transmembrana,
activando Gsa., que conduce a la produccion de AMPc (circulos celestes) por la adenilil-ciclasa. AMPc se
une al heterotetramero PKA, separando los dimeros de las subunidades PKAR de las subunidades PKAC
(cuadrados rojos). Las PKAC fosforilan objetivos tanto citoplasmicos como nucleares (por ejemplo, CREB)
(Imagen obtenida de Kirschner y col. (2009)).
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1.8. PKA y regulacion de la autofagia.

En Saccharomyces cerevisiae, se ha demostrado que la autofagia es regulada por
PKA (Budovskaya y col., 2004; Budovskaya y col., 2005). Un ejemplo, es la fosforilacion
directa que realiza sobre Atgl3, un regulador de la actividad quinasa de Atgl, lo que
controla su localizacion en la estructura preautofagosomal (PAS, estructura equivalente al
fagoforo en mamiferos) (Seglen y col.,, 1990; Suzuki y col.,, 2001). Al realizar
experimentos con fosfatasas, la sefializacion de Atgl3 se perdia, pero al incubar con PKA
y ATP, esta sefializacion se restaura. En experimentos in vivo, al aumentar la actividad de
PKA, aument¢ la senalizacion de Atgl3. Estos resultados dan cuenta de que Atgl3 es un
sustrato de PKA (Budovskaya y col., 2005; Stephan y col., 2009). Ademas, se ha visto
que al inactivar PKA se produce una relocalizacion de Atgl desde el citoplasma hacia el
PAS y se induce la autofagia, lo cual es precedido por una pérdida en la fosforilacion de
Atgl3, proteina que también se relocaliza en el PAS una vez que se inactiva PKA. Por lo
tanto, PKA inhibe la asociacion Atgl-PAS (Budovskaya y col., 2005) sugerentemente por
la fosforilacion de Atgl3 (Stephan y col., 2009).

Por otra parte, se ha observado que las principales vias reguladoras que promueven
la induccion de la autofagia convergen en la lipidacion covalente de LC3. Al igual que
ocurre con su homologo Atg8, LC3 se escinde para liberar una glicina en el carboxilo
terminal que es necesaria para la conjugacion tras la induccion de la autofagia, lo cual es
esencial para la formacion del autofagosoma y el reconocimiento del cargo (Pankiv y col.,
2007; He, C. & Klionsky, 2009). Cherra y col. (2010), demostraron que PKA fosforila
directamente a LC3, tanto en lineas celulares (HeLa y SH-SY5Y) como en neuronas. Al
inducir la autofagia con rapamicina, observaron un aumento de vacuolas autofagicas que
se vio revertido al cotratar las células con dibutiril-AMPc. Sin embargo, al inhibir PKA
con (E)-N-(2-(3-(4-bromofenil)alilamino)etil)-isoquinolin-5-sulfonamida), abreviado
H-89, se vio un aumento en los niveles de LC3-II. Por lo tanto, esto sugiere que PKA
inhibe la induccién de la autofagia. En ensayos in vitro y mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF, demostraron que PKA fosforila directamente a LC3 en la serina 12
(Cherra y col., 2010).
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Estos trabajos dejan de manifiesto la importancia de la PKA en el control de la
autofagia, a través de diferentes proteinas autofagicas y en diferentes etapas de este
proceso: la inhibicion temprana de la autofagia dada por la modulacion de Atgl y Atgl3

y una inhibicion mas tardia fosforilando a LC3.

1.9. Modelo de estudio y planteamiento de la hipotesis.

En nuestro grupo, se ha estudiado el proceso de autofagia en la linea celular VSMC
de aorta de rata A7r5, induciendo este mecanismo por PDGF-BB, TNF-a o privacion de
suero (Norambuena, 2015; Garcia, 2016). Ademas, se ha demostrado la expresion de
GLP-1R en estas células y los diferentes efectos que genera la union de este receptor con
su agonista GLP-1, tanto en la prevencion de la autofagia inducida por diversos estimulos,
como en el metabolismo mitocondrial (Morales y col., 2014; Norambuena, 2015). Estos
efectos de GLP-1 estarian mediados a través de la via de sefializacion
GLP-1R/AMPc/PKA (Morales y col., 2014).

Por lo tanto, y pesar de los enormes esfuerzos en las ultimas décadas, las
enfermedades cardiovasculares siguen teniendo una importante prevalencia en el mundo
y la busqueda de nuevos tratamientos sigue siendo un principal objeto de estudio. Dentro
de esta investigacion, GLP-1 surge como un prometedor tratamiento para las
enfermedades cardiovasculares. Como se mencion6 anteriormente, la union de GLP-1 al
receptor GLP-1R y la consecuente produccion de AMPc que conlleva a la activacion de
PKA, puede ser una via de control de la autofagia, proceso que se ha visto involucrado en
variadas ECV. Ademas, ultimamente se ha establecido que GLP-1 puede regular la
autofagia (Cai y col., 2017). En ese trabajo se demostré que GLP-1 mejora la retinopatia
diabética en ratas a través de la inhibicion de la autofagia via GLP-1R-ERK1/2-HDAC6
(Caiy col., 2017). Finalmente, en este Seminario de Titulo se plantea que GLP-1 a través
de la via GLP-1R/PKA inhibiria la autofagia a través de la fosforilacion de la proteina

LC3.



2. HIPOTESIS

El péptido similar a glucagon-1 inhibe la macroautofagia a través de la fosforilacion de

LC3 por la proteina kinasa A en células musculares lisas vasculares.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el péptido similar a glucagon-1 (GLP-1) inhibe la macroautofagia a través
de la fosforilacion de LC3 por la proteina kinasa A (PKA) en células musculares lisas

vasculares (VSMC).

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si el péptido similar a glucagén-1 inhibe la macroautofagia en células
musculares lisas vasculares.

2. Evaluar la participacion de proteina kinasa A en la inhibicién de la macroautofagia por
GLP-1 en células musculares lisas vasculares.

3. Determinar si GLP-1 induce la fosforilaciéon de LC3 dependiente de proteina kinasa A

en células musculares lisas vasculares.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Modelo de estudio y cultivo celular

Para la realizacion de este Seminario de titulo, se utilizo la linea celular A7r5
derivada de aorta toracica de rata (ATCC CRL-1444). Las células se crecieron en medio
de cultivo Dulbecco Eagle modificado (DMEM) alto en glucosa (25 mM), suplementado
con NaHCOs (1,2 pg/L), suero fetal bovino (10% [v/v] FBS) y piruvato (110 g/mL). Las
células se mantuvieron en incubadores termorregulados a 37 °C en una atmoésfera
humedecida con 5% (v/v) de CO; en aire. Las células se utilizaron como maximo hasta el
pasaje 10 (cantidad de veces que fueron plaqueadas) y se descartaron si su morfologia
cambiaba.

Las células se plaquearon al alcanzar un 80% de confluencia utilizando tripsina
(0,3% [p/v]) en una solucién de amortiguador fosfato con etilendiaminotetracetato
(EDTA) 0,025% libre de Ca*"-Mg*", traspasandolas a nuevas placas de cultivo con medio
DMEM + 10% FBS.

5.2. Tratamiento de células

a) Induccion de la autofagia
Las células se sembraron en placas de 60 o 35 mm. Cuando alcanzaron el 80% de
confluencia, se cambi6 el medio de cultivo por medio DMEM sin suero o por el medio
RPMI 1640 (medio sin glucosa), previamente ambientados en un bafio termorregulado
a 37 °C, y se mantuvieron en el incubador por 4 h.

b) Detencion del flujo autofagico
Con la finalidad de detener el flujo autofagico, se utilizd cloroquina (CQ, 30 uM),
compuesto que inhibe la union del autofagosoma con el lisosoma. Las células se
expusieron a CQ por 4 h durante el estimulo.

c¢) Estimulacion con GLP-1
Las células se preincubaron 30 min con GLP-1 (100 nM) antes de iniciar los estimulos

por 4 h. Luego, GLP-1 se mantuvo durante todo el tiempo que dur¢ el experimento.
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d) Inhibicion de PKA
Las células se preincubaron durante 30 min con N-(2-[p-bromocinnamylamino]ethyl)-
5-isoquinoline-sulfonamide (H-89), antes del inicio de los estimulos. En el caso de las
células tratadas con GLP-1 y H-89, estas se preincubaron primero con H-89 durante

30 min y luego 30 min més con GLP-1.

5.3. Preparacion de extractos celulares totales

Las células sembradas en placas de 60 mm se estimularon una vez que alcanzaron
un 80% de confluencia aproximadamente. Finalizado el estimulo, las células se lavaron
con una solucion de amortiguador fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM,;
Na,HPO4 10 mM; KH,PO4 2 mM; pH 7,4) fria y posteriormente se lisaron con 50 pL de
amortiguador de lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; acido
deoxicdlico 1%; triton X-100 1% [v/v]) suplementado con inhibidores comerciales de
proteasas y fosfatasas (Roche, Alemania). El homogenizado se transfirid a un tubo
Eppendorf y se centrifug6 a 12.000 r.p.m durante 12 min a 4°C. Se recuperd el
sobrenadante en un nuevo tubo y se determiné la concentracion de proteinas por el método
Bradford (BioRad protein assay, BioRad, Hercules, CA, EEUU). Finalmente, el extracto
se desnatur6 a 95°C por 5 min en amortiguador dodecil sulfato de sodio (SDS)-
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) 4x (Tris-HC1 25 mM pH 7.,5; glicerol 32%
[v/v]; 2 mercaptoetanol 20% [v/v]; SDS 9,2% [p/v]; azul de bromofenol 0,02% [p/v]),

para ser almacenado a —20°C hasta su uso posterior.

5.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida y electrotransferencia de proteinas

Las proteinas se separaron en base a su masa molecular mediante SDS-PAGE. En
todos los casos, se cargaron 30 pg de extracto proteico total. El gel concentrador se
prepar6 al 3% [p/v] y el separador al 15% [p/v] de poliacrilamida. La electroforesis se
realiz6 en amortiguador PAGE (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1% [p/v]) a un

voltaje constante de 80 V durante 30 min y luego a 90 V hasta el final de la corrida

17



18

electroforética. Finalizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (BioRad, Hercules, CA, EEUU) de 0,45
um a amperaje constante de 400 mA por 90 min en amortiguador de transferencia (Tris

25 mM; glicina 192 mM; metanol 20% [v/v]) en frio.

5.5. Western blot

Luego de la electrotransferencia, las membranas se incubaron con solucion de
bloqueo (amotiguador Tris-borato salino 1x [TBS Ix: Tris 25 mM; NaCl 137 mM; KCl 2
mM]; Tween-20 0,1% [v/v]; leche descremada 5% [p/v]) durante 1 h a temperatura
ambiente y posteriormente se incubaron toda la noche, con agitacion suave, con el
anticuerpo primario correspondiente en la siguiente dilucion: anti p62 (raton, dilucion
1:2.000); anti gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, conejo, dilucién
1:20.000); anti-LC3 (conejo, diluciéon 1:1.000); anti-p-LC3 (conejo, dilucién 1:500), todos
en solucion de incubacion (TBS 1x: Tween-20 0,1% [v/v]; leche descremada 5% [p/v]).
Luego, las membranas se lavaron 3 veces durante 5 min en TBS 1x; Tween-20 al 0,1%
[v/v], y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
anti-inmunoglobulina G (IgG) de conejo o anti-IgG de ratéon, segun corresponda,
conjugado con peroxidasa de rabanito a una diluciéon de 1:5.000 en solucion de
incubacion. Posteriormente, las membranas se lavaron 3 veces y para la deteccion se
incubaron durante 1 min en la solucidon quimioluminiscente para Western blot EZ-ECL y
se revelaron en el sistema de captura de imagenes Diversity 4 (Syngene). Las imagenes
digitales se procesaron mediante el programa computacional UN-SCAN-IT gel. Para la
obtencion del blot de LC3 total (LC3 Iy II), las membranas ya utilizadas en la obtencion
de LC3 fosforilado se incubaron por 1 h en un buffer de stripping para membranas
(Restore™ Plus Western Blot Stripping Buffer, Prod #46430) para desprender los
anticuerpos y, posteriormente, se incubaron y se trataron con el anticuerpo anti LC3, tal

como se hizo en los casos anteriores.
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5.6. Transduccion adenoviral

Células A7r5 se sembraron en placas de 35 mm con 3 cubreobjetos a una densidad
de 4x10* células por placa. 48 h después, se transdujeron con el adenovirus proteina
fluorescente verde (GFP)-LC3 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 180 particulas
virales por célula. El virus fue fabricado en nuestro laboratorio siguiendo el protocolo de
Sistema de vectores adenovirales AdEasyl
(https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/240009.pdf). Cabe mencionar la
expresion del gen que codifica para GFP-LC3 es regulado por un promotor constitutivo
aislado de citomegalovirus, por lo cual no es inducible. Luego de 24 h, las células se
lavaron y se estimularon, como se explicé anteriormente. Como control de transduccion
se utilizo un adenovirus GFP a la misma MOI. Una vez terminados los estimulos, las
células se lavaron con PBS 1X (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO4 10 mM; KH,PO4
2 mM; pH 7,4) y se incubaron durante 15 min en una solucioén de paraformaldehido al 4%
[p/v] en PBS para fijar las células. En paralelo los nucleos se tifieron con el reactivo
Hoechst (dilucion 1:1000). Finalmente, las células se montaron en los portaobjetos
respectivos, utilizando DAKO como medio de montaje. Los portaobjetos se analizaron en
un microscopio confocal Carl Zeiss Pascal 5 (CarlZeiss Microsystems, Oberkoche,
Alemania), bajo las siguientes condiciones: zoom de 0,5; el lente de 40x; potencia del
laser verde al 5% y potencia del laser azul al 4%; con una ganancia de 900 para el color
verde y ganancia de 570 para el color azul. Cabe destacar que las imagenes de las Figuras
11y 12 se adquirieron con un zoom de 1,0 y con el lente 63x. Se obtuvieron alrededor de
20 imagenes por cubreobjeto, las cuales se tomaron en el plano medio de cada célula.

Todos los analisis digitales de las imagenes se realizaron en este corte confocal.

5.7. Analisis digital de imagenes

Las imagenes obtenidas en el microscopio confocal se analizaron por el programa
Image J (NIH, EEUU). Los autofagosomas tienen un tamafo aproximado de 0,5 — 1,5 pm
(Mizushima y col., 2002), por lo tanto, las imagenes se procesaron aplicando un
Background Substraction de 0,75 pm, de esta manera no se consideraron los objetos

mayores a 1,5 pm. Utilizando una imagen de referencia, en este caso la condicion RPMI
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+ CQ, se fij6 un umbral de fluorescencia, para eliminar del andlisis toda fluorescencia
menor al umbral fijado mediante la condicion control. Utilizando la herramienta Analyze
Particles del programa Image J, se pudo cuantificar el nimero de vacuolas autofagicas
que habia en cada imagen y, al dividirlo por el nimero de células, se obtuvo el numero de

vesiculas por células.

5.8. Analisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como figuras
representativas o como promedios = SEM de, al menos, tres experimentos independientes.
Dependiendo del experimento, los datos se analizaron por ANOVA de una o dos vias y la
prueba post hoc de Holm Sidak para determinar la significancia estadistica de los

resultados. En todos los casos, se considerdé como valor significativo un p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Induccion de la autofagia en VSMC.

Para determinar las condiciones experimentales de trabajo, las células A7r5 se
plaquearon y, cuando alcanzaron el 80% de confluencia, se les cambid el medio por
DMEM + 2% FBS (Norambuena, 2015). Luego de 24 h, se inici6 la induccion de la
autofagia por privacion de glucosa utilizando el medio RPMI 1640. Las células se
mantuvieron con este medio por 0, 2, 4 y 6 h. Si la autofagia se activara, se esperaria que
los niveles de LC3 I aumentaran y se alcanzara un maximo de los niveles de esta proteina
entre las 2 a las 6 h con respecto al control. Sin embargo, como se observa en la Figura 7,
no hubo cambios significativos en los niveles de los marcadores autofagicos LC3 Il y p62

a ninguno de los tiempos ensayados.
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Figura 7. Cinética de induccién de autofagia en células privadas de suero.

Células A7r5 se cultivaron 24 h con medio DMEM + 2% FBS antes de la induccion de la autofagia con
medio RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se sometieron a
western blot para detectar los niveles de LC3 I, LC3 Il y p62. Se utiliz6 GAPDH como control de carga. En
la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la
cuantificacion de las sefiales. En A) se muestran los niveles de LC3 II normalizados por GAPDH y en B) se
muestran los niveles de p62 normalizados por GAPDH. Los resultados corresponden al promedio + SEM

de 3 experimentos independientes y se analizaron usando ANOVA de una via seguido de un post test Holm
Sidak.
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Sin embargo, cuando las células ademas se expusieron a CQ (30 uM), inhibidor
del flujo autofagico, los niveles de LC3 II a las 0 h de induccion tuvieron una tendencia a
ser mayor que en el resto de la cinética (Figura 8). El hecho de que los niveles de p62 no
disminuyeran y que los niveles de LC3 II no aumentaran con el tiempo, sugiere que la
disminucién del contenido de FBS de 10% a 2% podria estar aumentando los niveles
basales de autofagia en las células A7r5. Esta activacion basal de la autofagia impediria

observar los efectos de induccion de la autofagia por privacion de glucosa en estas células.
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Figura 8. Cinética de induccién de autofagia y detencion del flujo autofagico en células privadas de
suero.

Células A7r5 se cultivaron 24 h con medio DMEM + 2% FBS antes de la induccion de la autofagia con
medio RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h. Para determinar el flujo autofagico, las células se expusieron a 30 uM
CQ por 4 h. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar los
niveles de LC3 I, LC3 II y p62. Se utilizd GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra
una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificacion de las sefiales. En
A) se muestran los niveles de LC3 II normalizados por GAPDH y en B) se muestran los niveles de p62
normalizados por GAPDH. Los resultados corresponden al promedio £+ SEM de 3 experimentos
independientes y se analizaron usando ANOVA de una via seguido de un post test Holm Sidak.

Para evitar la induccion de autofagia por privacion de suero, se probd mantener las
células en medio DMEM + 10% FBS hasta que estuvieran listas para ser estimuladas. De

esta forma, se esperaria un aumento en los niveles de LC3 II en alguno de los tiempos de
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induccion. No obstante, en la Figura 9A se puede observar que los niveles de LC3 II

tienden a disminuir a medida que aumentd el tiempo de privacion de glucosa.
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Figura 9. Cinética induccion de autofagia en células no privadas de suero.

Células A7r5 se mantuvieron en medio DMEM + 10% FBS hasta la induccion de la autofagia con medio
RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot
para detectar los niveles de LC3 I, LC3 II y p62. Se utilizO GAPDH como control de carga. En la parte
superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificacion
de las sefiales. En A) se muestran los niveles de LC3 II normalizados por GAPDH y en B) se muestran los
niveles de p62 normalizados por GAPDH. Los resultados corresponden al promedio = SEM de 3
experimentos independientes y se analizaron usando ANOVA de una via seguido de un post test Holm
Sidak.

Cuando las células se tratan con CQ, se espera ver una acumulacion de los niveles
proteicos de LC3 II, debido a que CQ bloquea su degradacion. Tal como se muestra en la
Figura 10A, los niveles de LC3 II presentan un leve aumento a las 2 y 4 h de induccion.
En el caso de los niveles de p62, estos aumentan de manera no significativa a las 4 h en el
caso de la cinética sin CQ (Figura 9B) y el aumento es mayor cuando las células se

expusieron a CQ (Figura 10B).
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Figura 10. Cinética de induccién de autofagia y detencién del flujo autofagico en células no privadas
de suero.

Células A7r5 se mantuvieron en medio DMEM + 10% FBS hasta la induccion de la autofagia con medio
RPMI 1640 por 0, 2,4y 6 h, en presencia de 30 uM de CQ. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos
se sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 I, LC3 I y p62. Se utilizo GAPDH como
control de carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la
parte inferior, la cuantificacién de las sefiales. En A) se muestran los niveles de LC3 II normalizados por
GAPDH y en B) se muestran los niveles de p62 normalizados por GAPDH. Los resultados corresponden al

promedio £ SEM de 3 experimentos independientes y se analizaron usando ANOVA de una via seguido de
un post test Holm Sidak. p < 0,05.

Con los niveles proteicos de los marcadores autofagicos LC3 Il y p62, se estim6
que el tiempo Optimo para evaluar la autofagia en las células A7r5 estaria entre las 2 o 4
h. Sin embargo, como estos datos no resultaron del todo concluyentes, se procedio a
evaluar la formacion de vesiculas autofagicas a través de la transduccion de células A7r5S
con un adenovirus GFP-LC3, lo cual permite la observacion de autofagosomas por medio
de microscopia de fluorescencia. Si la autofagia se encuentra activa, se espera ver un
aumento de puntos verdes que representan vesiculas autofagicas formadas, mientras que
en la condicidn control solo se esperaria ver un fondo verde sin el patrén punteado.

En la Figura 11, se observan imagenes representativas de la cinética realizada de
0 a 6 h de privacion de glucosa. Se aprecia que a las 4 h de privacion hay un aumento de
autofagosomas (puntos verdes) en comparacion con la condicion control (0 h) y el resto

de los tiempos estudiados (2 y 6 h).



25

Figura 11. Cinética de induccion de autofagia y evaluacion de formacion de vesiculas.

Células A7r5 se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180. Luego de 24 h, se inici6 la
induccion de la autofagia con medio RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h. Posteriormente, se tomaron imagenes
usando microscopia confocal. Se muestran imagenes representativas para cada condicion. En el inserto se
muestra una amplificacion de la zona demarcada para mostrar el detalle de los autofagosomas. Los nucleos
se tifieron con Hoescht. La observacion de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofagicas
positivas. Barra de escala, 10 um. Los resultados corresponden a la realizacion de un experimento (n = 1),
~20 células analizadas por condicion. Estos resultados se analizaron solo de manera cualitativa.

Al detener el flujo autofdgico con CQ, se observa la acumulaciéon de vesiculas
autofagicas en las condiciones de 4 y 6 h (Figura 12) en comparacion al control. Ademas,
al comparar estas imagenes con las de la Figura 11, se aprecia que en ambas condiciones

se detecta mayor acumulacion de vesiculas autofagicas a las 4 h.
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Figura 12. Cinética de detencion del flujo autofigico y evaluaciéon de formacion de vesiculas.

Células A7r5 se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180. Luego de 24 h, se inici6 la
induccion de la autofagia con medio RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h en presencia de CQ (30 uM) por 4 h.
Posteriormente, se tomaron imagenes usando microscopia confocal. En el inserto se muestra una
amplificacion de la zona demarcada para mostrar el detalle de los autofagosomas. Se muestran imagenes
representativas para cada condicion. Los nucleos se tifieron con Hoescht. La observacion de puntos de
GFP-LC3 indica la presencia de células autofagicas positivas. Barra de escala, 10 pm. Los resultados
corresponden a la realizacion de un experimento (n = 1), ~20 células analizadas por condicion. Estos
resultados se analizaron solo de manera cualitativa.

Por lo tanto, como se observa un aumento en los niveles de LC3 II a las 4 h de
induccion de la autofagia (Figura 10) y una gran acumulacion de vesiculas autofagicas al
mismo tiempo de estimulo, se escogi6 el tiempo de 4 h para realizar los experimentos

posteriores.
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6.2. GLP-1 inhibe la autofagia basal y la autofagia inducida en VSMC.

Lo primero que se realiz6 fue un control para evaluar la activacion de la autofagia
y la acumulacion de los niveles proteicos de LC3 II. Si la autofagia esta activa, al inhibir
el flujo autofagico con CQ, los niveles de LC3 II deberian aumentar. Tal como se
esperaba, los niveles de LC3 II aumentan significativamente tanto en condiciones basales
(DMEM + 10% FBS) como en condiciones de privacion de glucosa (RPMI 1640) (Figura
13). Sin embargo, en ambas condiciones no se observaron cambios en los niveles de p62
(Figura 13B). Debido a esta razdn, de ahora en adelante s6lo se mostraran los resultados

obtenidos con el marcador de autofagia LC3 II.
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Figura 13. Autofagia basal versus autofagia inducida.

Células A7r5 se mantuvieron en medio DMEM + 10% FBS o RPMI 1640 por 4 h y con presencia o ausencia
de CQ (30 uM). Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar
los niveles de LC3 I, LC3 11, p62. Se utiliz6 GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra
una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificacion de las sefiales. En
A) se muestran los niveles de LC3 II normalizados por GAPDH y en B) se muestran los niveles de p62
normalizados por GAPDH. Los resultados corresponden al promedio £+ SEM de 4 experimentos
independientes y se analizaron usando ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm Sidak. *p < 0,05;
***p<0,001.

Debido a los resultados anteriores, se experiment6 bajo dos condiciones: autofagia
basal y autofagia inducida. Para esto, placas con células A7r5 se estimularon durante 4 h
con medio DMEM 10% FBS, para autofagia basal, o RPMI 1640, para autofagia inducida

por privacion de glucosa. Todos los experimentos se realizaron bajo las siguientes
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condiciones experimentales: control, GLP-1 (100 nM), CQ (30 uM) y CQ + GLP-1. Si
GLP-1 inhibe la autofagia, la acumulacion de LC3 II debiese disminuir con respecto al
control.

El aumento de los niveles proteicos de LC3 II, producto del inhibidor CQ, se ve
reducido un 30% aproximadamente cuando las células A7r5 son expuestas, ademads, a
GLP-1. Estos efectos son observados tanto la autofagia basal (Figura 14A) como en la
autofagia inducida (Figura 14B). Estos primeros resultados dan cuenta de que GLP-1 tiene

un efecto inhibitorio sobre el proceso autofagico.
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Figura 14. GLP-1 inhibe la acumulaciéon de LC3 II.

Células A7rS se cultivaron en medio DMEM + 10% FBS o RPMI 1640 por 4 h y se pretrataron con GLP-1
(100 nM) por 30 min y luego con CQ (30 uM) o CQ + GLP-1 durante todo el experimento. Posteriormente,
los extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 'y LC3 11
Se utiliz6 GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los
blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificacion de las sefiales. A) Autofagia basal. n = 8. B) Autofagia
inducida por privacion de nutrientes. n = 6. Los resultados corresponden al promedio £ SEM y se analizaron
usando ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm Sidak. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 y
***%p<0,0001.

En la Figura 15 se muestran células A7r5 que se transdujeron con el adenovirus
GFP-LC3, con la finalidad de visualizar la formacion de vesiculas autofagicas. Estas se
observan como puntos debido a la acumulacion de GFP-LC3 en las membranas de los

autofagosomas. Es importante sefialar que las imdgenes mostradas corresponden a las
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originales. Sin embargo, para poder contabilizar la cantidad de autofagosomas las
imagenes tuvieron que ser procesadas, tal como se explico en la seccion Materiales y
Métodos. Si GLP-1 inhibe la autofagia, la cantidad de autofagosomas deberia disminuir
cuando las células son tratadas con este péptido.

Cuando las células se estimularon con GLP-1, éstas no presentaron cambios
significativos con respecto al control. No obstante, al tratarlas con CQ, GLP-1 disminuy6
el nimero de vesiculas formadas por célula (Figura 15). Este dato es consistente con la
disminucién de los niveles proteicos de LC3 II que se observo en la Figura 14A. Esto
confirma que GLP-1 tiene un efecto inhibitorio sobre la formacion de autofagosomas en

condiciones basales en VSMC.

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos al inducir la autofagia en
células A7r5 con el medio RPMI 1640. Tal como en el caso anterior, GLP-1 no indujo
cambios significativos en el nimero de vesiculas autofagicas en comparacion con el
control (Figura 16). Al tratar las células con CQ, tampoco se observd un cambio
significativo en la formacion de vesiculas autofagicas comparandolo con la condicién
control. Sin embargo, se aprecia una tendencia a la disminucion del nimero de vesiculas
autofagicas en la condicion donde las células se cotrataron con CQ y GLP-1, pero esta

diferencia no es significativa.
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Figura 15. GLP-1 inhibe formacién de autofagosomas en la autofagia basal.

Células A7rS se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180. Luego de 24 h, se pretrataron
con GLP-1 (100 nM) 30 min antes de iniciar los estimulos por 4 h con CQ (30 uM). Posteriormente, se
tomaron imagenes a través de microscopia confocal. Los nucleos se tifieron con Hoescht. La observacion
de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofagicas positivas. Barra de escala, 10 pm.
A) Imagenes representativas. B) Cuantificacion del nimero de vesiculas por célula. n = 6, ~150 células
analizadas por condicion. En el grafico izquierdo se muestra el nimero de vesiculas por célulay en el grafico
derecho los resultados estan expresados como veces de cambio respecto al control. Los resultados
corresponden al promedio + SEM y se analizaron usando ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm
Sidak. *p<0,05.
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Figura 16. GLP-1 inhibe formacién de autofagosomas en la autofagia inducida.

Células A7rS se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180. Luego de 24 h, se pretrataron
con GLP-1 (100 nM) 30 min antes de iniciar los estimulos por 4 h con RPMI 1640 y CQ (30 uM).
Posteriormente, se tomaron imagenes a través de microscopia confocal. Los nucleos se tifieron con Hoescht.
La observacion de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofagicas positivas. Barra de escala,
10 um. A) Imagenes representativas. B) Cuantificacion del nimero de vesiculas por célula. n = 3, ~150
células analizadas por condicion. Los resultados corresponden al promedio = SEM y se analizaron usando
ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm Sidak.
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Por lo tanto, con los resultados obtenidos midiendo los niveles de LC3 II (Figura
14A) y con la cuantificacion de autofagosomas formados por célula (Figura 15B), se
sugiere que GLP-1 tiene un efecto inhibitorio sobre la autofagia basal de las VSMC. Los
niveles proteicos de LC3 II sugieren que GLP-1 ademés puede inhibir la autofagia
inducida por privacion de glucosa en VSMC. No obstante, este efecto no es claro ya que
no se pudo reproducir determinando el nimero de vesiculas autofagicas por célula (Figura

16B).

6.3. GLP-1 previene la autofagia via PKA en VSMC

Como se menciond anteriormente, GLP-1 activa a PKA mediante la via GLP-
IR/cAMP/PKA. Ademas, se ha demostrado que PKA inhibe la autofagia fosforilando
proteinas claves para este proceso (Seglen y col., 1990; Suzuki y col., 2001; Budovskaya
y col., 2004; Budovskaya y col., 2005; Stephan y col., 2009; Cherra y col., 2010). Por
estas razones es que proponemos que GLP-1 podria estar inhibiendo la autofagia en
VSMC a través de la activacion de PKA. Para demostrar lo anterior, se pretrataron células
AT7r5 por 30 min con H-89, el inhibidor farmacoldgico de PKA, antes de ser estimuladas
con GLP-1.

Si la inhibicién de la autofagia por GLP-1 ocurre via PKA, la disminucion en los
niveles de LC3 II debiese revertirse cuando se inhibe esta quinasa con H-89. En estas
condiciones, los niveles del marcador autofagico debiesen ser similares a los niveles en la
condicion control.

En la Figura 17A se muestra el control realizado para validar que el proceso
autofagico estaba activo. Como se observa, los niveles de LC3 II aumentaron con respecto
al control y disminuyeron cuando las células se trataron con GLP-1. Aunque los resultados
no son significativos, el efecto bioldgico mostrado en el blot es claro. Dado que el control
funciond, es posible evaluar qué efectos genera la inhibicion de PKA mediante H-89.
Como se aprecia en la Figura 17B, los niveles de LC3 II en las células A7r5 se
mantuvieron constantes al inhibir la quinasa, incluso cuando han sido tratadas con GLP-
1. Este resultado sugiere que los efectos de GLP-1 sobre la autofagia basal pueden estar

mediados por PKA.
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Figura 17. GLP-1 inhibe el flujo autofagico via PKA en la autofagia basal.

Células A7r5 se mantuvieron en medio DMEM + 10% FBS y pretrataron con H-89 (100 nM) por 30 min,
con GLP-1 (100 nM) por 30 min y finalmente se estimularon con CQ (30 uM) por 4 h. Posteriormente, los
extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 Iy LC3 II. Se
utiliz6 GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los
blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificaciéon de las sefiales. A) Control activacion del flujo
autofagico. B) Inhibiciéon de PKA por H-89. Los resultados corresponden al promedio + SEM de 4
experimentos independientes y se analizaron usando ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm
Sidak.

En la Figura 18 se observan la cantidad de vesiculas autofagicas bajo las mismas
condiciones de estimulo. Cuando las células se trataron con GLP-1, la cantidad de
autofagosomas muestra una tendencia a disminuir, con respecto al control CQ. Sin
embargo, al utilizar el inhibidor de PKA, esta disminucion no ocurrio. Esto sugiere que la
inhibicion de la formacion de autofagosomas por parte de GLP-1 puede estar ocurriendo
a través de un mecanismo dependiente de PKA.

Por lo tanto, debido a que la disminucion en los niveles proteicos de LC3 II
generados por el tratamiento con GLP-1 en VSMC se recupera cuando estas células estan
expuestas a H-89 (Figura 17), asi como también el nimero de vesiculas autofagicas tiende
a disminuir al tratar con GLP-1 (estadisticamente no significativo), pero se recupera esta
cantidad cuando se tratan las células con H-89 (Figura 18), se propone que GLP-1 inhibe

la autofagia basal en VSMC a través de un mecanismo dependiente de PKA.
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Figura 18. GLP-1 inhibe formacion de autofagosomas via PKA en la autofagia basal.

Células A7r5 se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180 particulas virales por célula.
Luego de 24 h, se pretrataron con H-89 (100 nM) por 30 min, con GLP-1 (100 nM) y finalmente con CQ
(30 uM) por 4 h. Posteriormente, se tomaron imagenes a través de microscopia confocal. Los ntcleos fueron
tefiidos con Hoescht. La observacion de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofagicas
positivas. Barra de escala, 10 pum. A) Imagenes representativas. B) Cuantificacion del nimero de vesiculas
por célula. n = 3, ~150 células analizadas por condicion. Los resultados corresponden al promedio + SEM
y se analizaron usando ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm Sidak.
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De manera analoga al experimento sobre la autofagia basal, se evaluo el flujo
autofagico en la autofagia inducida por privacion de glucosa. Si bien los resultados no son
considerablemente diferentes, se observa la tendencia de GLP-1 a disminuir los niveles
de LC3 II. Por lo tanto, se procedié a evaluar el rol de PKA en el proceso autofagico,
inhibiendo esta proteina con H-89. Los niveles de LC3 II no disminuyen cuando las
células son tratadas con H-89 y GLP-1, es decir, GLP-1 no realiz6 el efecto observado
anteriormente cuando PKA estaba inhibida (Figura 19B). Sin embargo, estos resultados
son poco concluyentes y requieren de mayor investigacion para determinar si GLP-1 actua

via GLP-1R/PKA en condiciones de privacion de glucosa.
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Figura 19. GLP-1 inhibe el flujo autofagico via PKA en la autofagia por privacion de glucosa.
Células A7rS se pretrataron con H-89 (100 nM) por 30 min, con GLP-1 (100 nM) por 30 min y finalmente
se estimularon con RPMI 1640 y CQ (30 uM) por 4 h. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se
sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 Iy LC3 II. Se utiliz6 GAPDH como control de
carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior,
la cuantificacion de las sefiales. A) Control activacion del flujo autofagico. B) Inhibicion de PKA por H-89.
Los resultados corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos independientes y se analizaron usando
ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm Sidak.

De manera similar a lo observado en la Figura 16, no se observaron diferencias

significativas en el nimero de vesiculas autofagicas por célula entre la condicion control
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CQ y CQ + GLP-1. Sin embargo, se aprecié un leve aumento de estas vesiculas en las
condiciones con H-89. Esto puede ocurrir debido a que, como se sefial6 anteriormente, se
ha reportado que PKA inhibe la autofagia a través del bloqueo del complejo ULK1/Atgl3,
por lo que es de esperar que si se inhibe dicha quinasa la autofagia se vea favorecida.
Por lo tanto, segtin lo observado en la Figura 19, GLP-1 puede tener efectos en el
flujo autofagico provocado por la privacion de glucosa en células VSMC. No obstante,
estos efectos no son claros al momento de evaluar la formacion de autofagosomas (Figura

20).
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Figura 20. GLP-1 no disminuye la formacion de autofagosomas en condiciones de privacién de
glucosa.

Células A7rS se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180. Luego de 24 h, se pretrataron
con H-89 (100 nM) por 30 min, con GLP-1 (100 nM) y finalmente con RPMI 1640 y CQ (30 uM) por 4 h.
Posteriormente, se tomaron imagenes a través de microscopia confocal. Los nucleos se tifieron con Hoescht.
La observacion de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofagicas positivas. Barra de escala,
10 um. A) Imagenes representativas. B) Cuantificacion del nimero de vesiculas por célula. n = 3, ~150
células analizadas por condicion. Los resultados corresponden al promedio = SEM y se analizaron usando
ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm Sidak.
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6.4. La inhibicion de la autofagia por GLP-1 via GLP-1R/cAMP/PKA no ocurre
por fosforilacion de LC3
El ultimo objetivo de este proyecto es evaluar si GLP-1 induce la fosforilacion, y
consecuente inhibicion, de la proteina LC3 por la PKA. Para esto, se evaluaron los niveles
proteicos de LC3 fosforilado (p-LC3) bajo las mismas condiciones experimentales del

objetivo anterior.

Segun la literatura, PKA fosforila a LC3 en serina 12 (Cherra y col., 2010). Esta
fosforilacion es inhibitoria, impidiendo que esta proteina sufra las modificaciones post-
traduccionales que permiten el paso de LC3 a LC3 I y su lipidacion a LC3 II (Cherra y
col., 2010). Esta ultima proteina es la que se recluta para la enlongacion de la doble
membrana del autofagosoma, por lo que este proceso tampoco podria ocurrir (Cherra y
col., 2010). Por lo tanto, si GLP-1 induce esta fosforilacion, los niveles de p-LC3 deberian
estar aumentados en la condicion con GLP-1 con respecto al control. Este aumento no
deberia verse cuando PKA esté siendo inhibida por H-89. Sin embargo, y como se observa
en la Figura 21, el efecto esperado no se observo en las condiciones basales (Figura 21A),
ni bajo la privacion de glucosa (Figura 21B). Contrario a lo que se esperaba, los niveles
de p-LC3 son menores en condiciones con GLP-1. Ademas, los niveles de p-LC3 son
incluso menores cuando las células son estimuladas con H-89 y GLP-1. Estos resultados

sugieren que GLP-1 no induce la fosforilaciéon de LC3 en el tiempo evaluado.
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Figura 21. GLP-1 no induce la fosforilacion de LC3 por PKA en VSMC.

Células A7rS se pretrataron con H-89 (100 nM) por 30 min, con GLP-1 (100 nM) por 30 min y finalmente
se estimularon con RPMI 1640 o se mantuvieron con DMEM + 10% FBS y CQ (30 uM) por 4 h.
Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar los niveles de
fosfo-LC3 (p-LC3) y LC3 total (LC3 I + LC3 II). Se utilizO GAPDH como control de carga. En la parte
superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificaciéon
de las sefiales. En A) evaluacion de la fosforilacion de LC3 en condiciones basales (n = 4) y en B) bajo
privacion de glucosa (n = 3). Los resultados corresponden al promedio £ SEM y se analizaron usando
ANOVA de dos vias seguido de un post test Holm Sidak.

No obstante, cabe destacar que el tiempo al cual se evalu¢ la fosforilacion de LC3
fue a las 4 h de estimulo. Para tener la certeza de que GLP-1 induce o no la fosforilacion

de LC3, es necesario evaluar los niveles de p-LC3 a tiempos mads cortos (0-60 min).

Como se probo en los experimentos anteriores, se sugiere que GLP-1 genera
efectos inhibitorios en el flujo autofagico y en la formacion de autofagosomas en
condiciones basales y en privacion de glucosa en VSMC. Esta inhibicion de la autofagia
puede ser dependiente de PKA en condiciones basales. Sin embargo, esta inhibicién no

ocurriria por fosforilacion de LC3, evaluado a las 4 h de estimulo.



7. DISCUSION

A pesar de que la tasa de mortalidad de las enfermedades cardiovasculares ha
disminuido gracias a la identificacion de los factores de riesgo y mejoras en el diagndstico
e intervenciones quirdrgicas (Nabel & Braunwald, 2012), el aumento de la expectativa de
vida, los cambios en el estilo de vida, el aumento de pacientes con obesidad y otras
enfermedades como la diabetes, han generado un aumento en su prevalencia (Lavandero
y col., 2015). Por estos motivos, la busqueda de nuevas terapias es fundamental para
disminuir la cantidad de muertes que se producen afio a afio y entregar una mejor calidad
de vida a pacientes que sufren estas patologias.

Como se menciono anteriormente, el control de la autofagia en las VSMC es uno
de los principales objetivos de estudio para el control de enfermedades cardiovasculares,
tales como la aterosclerosis. Al mismo tiempo, GLP-1 ha sido calificado como un
potencial candidato para una nueva medicina contra la formacion de la placa
aterosclerotica (Sudo y col., 2017). Ademas, PKA es un regulador negativo de la autofagia
que fosforila e inhibe a las proteinas ATG y, tltimamente, se ha demostrado que puede
fosforilar a LC3 (Cherra y col., 2010). Por lo tanto, se plante6 que GLP-1 inhibe la
autofagia, mediante un mecanismo dependiente de la fosforilacion de LC3 por PKA, en
VSMC.

Trabajos anteriores de nuestro grupo habia determinado que bajar el porcentaje de
suero de 10 % a 2 % no inducia la autofagia en las células A7r5, ya que no se observaba
un aumento en los niveles proteicos de LC3 II (Garcia, 2016). Sin embargo, al detener el
flujo autofagico mediante el uso de CQ durante la privacion de glucosa, se observd que
los niveles de LC3 II eran mayores al tiempo control (0 h + CQ) que en los demads tiempos
(Figura 8). Probablemente esto se generd porque los niveles basales de autofagia estaban
muy elevados para poder apreciar un cambio cuando las células se privaron de glucosa
por periodos cortos. Como se observa en la Figura 23, al mantener las células A7r5 por
24 h en medio DMEM con 2 % suero e inducir la autofagia con TNF-a, este proceso no
se activa a tiempos cortos (3 h), pero si cuando el estimulo es prolongado (24 y 48 h). Por

lo tanto, esta dificultad no se presentaria al inducir la autofagia con otros estimulos, como

40
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TNF-a 0 PDGF-BB, y por periodos més largos (Norambuena, 2015; Garcia, 2016), lo que
podria deberse a una adaptacion de las células a un contexto de 2 % FBS. Ademas, como
se observa en la Figura 22 del anexo, al tratar las células con otro medio inductor de la
autofagia (EBSS, medio sin aminoacidos) por 4 h y con rapamicina (inhibidor de mTOR),
no se observaron cambios en los niveles de LC3 II, lo que estaria apoyando la nociéon de
que bajo estas condiciones de disminucion del contenido de suero las células no responden
a otros estimulos de induccidn de autofagia. Por lo tanto, en este trabajo, se experimento
en condiciones de medio suplementado con 10% FBS. Bajo este nuevo contexto, al
detener el flujo autofagico con CQ, se observd una tendencia al aumento de los niveles de
los marcadores autofagicos a las 4 h. Debido a lo poco concluyente estos resultados, se
realiz6 una cuantificacion de las vesiculas autofigicas. Con el objeto de marcar
selectivamente las vesiculas autofigicas se realiz6 una sobreexpresion de GFP-LC3
mediante transduccion adenoviral. Esta proteina es expresada en el citosol, observandose
una marca verde difusa en toda la célula. Sin embargo, cuando se induce la autofagia, el
GFP-LC3 se relocaliza en las vesiculas autofdgicas. Esta relocalizacion permite la
concentracion de la marca en forma de puntos de color verde intenso (Salabei & Hill,
2013). Usando esta metodologia se observdé un aumento en el niimero de vesiculas
autofagicas entre las 4 y las 6 h. Como era de esperar, la acumulacion de estas vesiculas
se incrementd al tratar las células con CQ, sugiriendo una acumulacidon ain mayor de
autofagosomas. El aumento de la fluorescencia total por célula observada en las Figuras
11, 12, 15, 16, 18 y 20 puede ser explicado por dos razones. La primera, al inducirse la
autofagia, la relocalizacion de la proteina GFP-LC3 concentraria la marca verde
distribuida en todo el volumen del citoplasma en vesiculas de pequefio tamano,
incrementando aparentemente la fluorescencia verde. Este aumento aparente de la
fluorescencia puede verse exacerbado al observar un solo plano confocal, como el
realizado en este trabajo, en vez de visualizar el volumen celular total. Segundo, la
proteina GFP-LC3 es degradada normalmente por la autofagia, perdiéndose fluorescencia
verde. Cuando este proceso se detiene usando CQ, la proteina GFP-LC3 se acumula,

incrementando la fluorescencia total en la célula. Por esta razon, en este tipo de
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experimentos, se evalia el nimero de puntos verdes y no se considera la intensidad de
fluorescencia de los mismos.

Al evaluar la autofagia basal e inducida durante 4 h y bajo la estimulacion con CQ,
como era de esperar, observamos que los niveles de LC3 II son mayores cuando se detiene
el flujo autofagico. Sin embargo, la acumulacién de este marcador fue mayor en la
condicién basal (DMEM + 10 % FBS) que en la condicién de privacion de glucosa (RPMI
1640) (Figura 13A). Este resultado sugiere fuertemente que la autofagia basal estaria
elevada en las células A7r5. Interesantemente, al medir los niveles de LC3 II en lineas
celulares de musculo liso que han sido expuestas a altas concentraciones de glucosa, estos
niveles se encuentran elevados (Montes y col., 2013). Por lo tanto, aunque no se induzca
la autofagia por factores como PDGF o TNF-a o por privacion de nutrientes, este proceso
puede estar activo en células de musculo liso en condiciones de alta glucosa (Montes y
col., 2013) o de alto porcentaje de suero, como se vio en el presente trabajo.

Por otra parte, al evaluar los niveles proteicos de p62, estos no mostraron cambios
significativos ni siquiera cuando se detuvo el flujo autofagico con CQ (Figura 13B). Esto
puede ocurrir por el control de sintesis que posee la proteina, la cual se detiene cuando se
alcanzan ciertos niveles basales (Garcia, 2016). Por lo tanto, a pesar de que los niveles de
p62 siguieron siendo monitoreados, no mostraron cambios por lo que no se muestran en
este reporte.

Varios estudios se han basado en la identificacion de los mecanismos moleculares
por los cuales ocurre el cambio fenotipico en las VSMC (Owens y col., 2004; Mack,
2011). Como se menciond anteriormente, la autofagia influye en la plasticidad de las
VSMC (Salabei & Hill, 2013). Sin embargo, dependiendo de como se active este proceso
catabodlico, se desencadenaran diferentes respuestas. Para el tratamiento de la restenosis,
por ejemplo, se utiliza rapamicina, el cual es un conocido inhibidor de mTOR y, por lo
tanto, un activador de la autofagia. El principal efecto que se observa a nivel celular es
que, al utilizar rapamicina, las VSMC conservan su fenotipo contractil y quiescente
(Martin y col., 2007). Esto ultimo pareciera contradecir el principio de este trabajo, donde
proponemos que la autofagia induciria la desdiferenciacion de las VSMC. No obstante, en

otro trabajo donde utilizaron PDGF como inductor del cambio fenotipico de estas células,
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observaron que el proceso autofigico es esencial para que se produzca la
desdiferenciacion de las células de musculo liso, pasando desde un fenotipo contréctil y
quiescente a uno sintético y migratorio (Salabei y col., 2013). En este trabajo, los
resultados sugieren fuertemente que la maquinaria contractil es degradada a partir del
proceso autofagico (Salabei & Hill, 2013). Esta particularidad, que en principio pareciera
ser contradictorio, ocurre porque, a pesar de que en ambos casos se activa la autofagia, la
activacion ocurre por dos vias distintas.

En el primer caso, al inhibir a mTOR y a su efector S6K1, rapamicina alivia la
represion que sufre el receptor de insulina sustrato-1 (IRS-1), facilitando la activacion de
PI3K y Akt en respuesta a insulina o al factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1)
(Hayashi y col., 1999). La activacion del receptor de IGF-1 por PI3K y Akt, es un
mecanismo importante de la diferenciacion de las VSMC, pues se ha visto que al inhibir
a PI3K o a Akt, las VSMC se desdiferencian (Hayashi y col., 1999). Por lo tanto, a pesar
de que se pueda estar activando la autofagia al inhibir a mTOR, la via de senalizacién
PI3K/Akt que esta activando la rapamicina, conlleva a la diferenciacion en las células de
musculo liso. Asimismo, IGF-1 no produce desdiferenciaciéon en VSMC pues, a diferencia
de otros factores de crecimiento como PDGF que activan ERK, este factor activa la via
PI3K/Akt (Martin y col., 2007).

En cambio, en el segundo caso, PDGF al unirse a receptores de superficie, activa
varias vias de sefalizacion intracelular que conducen a la regulacion de la expresion
génica y de la funcién celular. El resultado de esto es una disminucion de la abundancia
de las proteinas contractiles y un crecimiento en la expresion de proteinas sintéticas
(Panda y col., 1997; Owens y col., 2004). Ademas, este factor de crecimiento activaria el
cambio fenotipico a través de la via ERK (Martin y col., 2007).

Finalmente, no basta con activar un proceso para producir el cambio deseado. En
este caso, la activacion de la autofagia puede llevar a la desdiferenciacion de las VSMC,
como en el caso de la estimulacion por PDGF, o ser una consecuencia del proceso de
diferenciacion, como en el caso del tratamiento con rapamicina. Por lo tanto, la regulacion
del proceso autofagico es fundamental para la plasticidad de las VSMC, pero dependiendo

de la via por el cual se active este proceso, generara efectos distintos.
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En cuanto a los efectos de GLP-1 en el control de la autofagia de las células A7r5,
estos se analizaron bajo 2 condiciones de estudio: efectos basales y efectos inducidos por
privacion de glucosa. Cuando las células se mantuvieron durante 4 h con medio completo
fresco suplementado con 10 % FBS y se estimularon con CQ, los niveles de LC3 II se
acumularon. Sin embargo, cuando se pretrataron con GLP-1, esta acumulacion disminuye
significativamente alrededor de un 30 % (Figura 14A). Ademads, cuando se evalu6 la
formacion de autofagosomas (Figura 15), el tratamiento con GLP-1 disminuy¢ la cantidad
de vesiculas formadas (condicion CQ + GLP-1) en comparacion con el control (condicién
solo con CQ). Estos resultados sugieren fuertemente que GLP-1 inhibe la autofagia basal
en las VSMC. Este resultado es de interés debido a que no existe informacion de los
efectos de GLP-1 sobre la autofagia en VSMC en condiciones normales de nutrientes. Sin
embargo, recientemente se han estudiado los efectos de GLP-1 sobre lesiones
ateroscleroticas de conejos con hiperlipidemia hereditaria (Sudo y col., 2017). Los
resultados del grupo de Hirayama muestran que GLP-1, ademas de inhibir la absorcion de
triglicéridos (Qin y col., 2005) y reducir los niveles de triglicéridos séricos (Song y col.,
2015), inhibe la formacion de la placa aterosclerdtica, inhibe su progresion y promueve
su estabilizacion (Sudo y col., 2017). Por lo tanto, los efectos inhibitorios de GLP-1 sobre
la placa de ateroma han sido probados y continlian en estudio, no obstante, no han
estudiado el mecanismo por el cual estos efectos se llevarian a cabo, pero nuestros
resultados sugieren que seria a través del proceso autofagico.

Por otra parte, cuando se indujo la autofagia por privacion de glucosa, los niveles
de LC3 II se acumularon cuando las células solo se trataron con CQ y, en contraste,
disminuyeron cuando las células A7r5 se pretrataron con GLP-1 (Figura 14B). Al evaluar
la formacion de vesiculas autofigicas en las mismas condiciones, se observd una
tendencia a disminuir la cantidad de autofagosomas cuando las células se expusieron a
GLP-1 en comparacion a la condicion con CQ, pero esta baja no es significativa (Figura
16). Por lo tanto, puede que GLP-1 inhiba la autofagia por privaciéon de glucosa, pero los

resultados no son tan s6lidos como en el caso de la autofagia basal.
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Para dilucidar si los efectos inhibitorios de GLP-1 sobre la autofagia ocurrian via
PKA, se utiliz6 el inhibidor H-89. La disminucién de los niveles de LC3 II provocados
por el tratamiento con GLP-1 se previnieron cuando las células se pretrataron con H-89,
es decir, cuando se bloqued PKA (Figura 17B). También se revirti6 la disminucion en la
cantidad de los autofagosomas inducida por GLP-1 cuando se realizo el tratamiento con
H-89 (Figura 18). Estos resultados indican que GLP-1 inhibe la autofagia basal en las
células A7r5 a través de un mecanismo controlado por PKA. Como se menciono
anteriormente, al unirse con su receptor y estimular la produccion de AMPc, GLP-1 activa
PKA (Holz, 2004). Ademas, nuestro grupo ya probd que GLP-1R estd presente en las
células A7r5 y que GLP-1 activa a PKA en este modelo (Norambuena, 2015). Por
consiguiente, los resultados obtenidos concuerdan con esta informacion.

En el caso de la autofagia inducida, los niveles de LC3 II muestran una leve
disminucion cuando las células se expusieron a GLP-1 y una tendencia a aumentar cuando
se trataron con H-89 (Figura 19). Sin embargo, al estudiar la formacion de autofagosomas,
no hubo diferencias significativas bajo ninguna condicion (Figura 20). Por lo tanto, si
GLP-1 inhibe la autofagia inducida por privacion de glucosa, no lo realiza a través de la
PKA. Se ha establecido que la proteina quinasa activada por AMP, AMPK, se activa
cuando la relacion AMP/ATP aumenta debido al estrés provocado, por ejemplo, cuando
hay bajos niveles de glucosa (Nagata & Hirata, 2010). Esto activa el mecanismo de
regulacion mTOR/S6K que, junto con otros estimulos, activan la autofagia (Nagata &
Hirata, 2010). Segun los resultados obtenidos en este trabajo, si GLP-1 esta ejerciendo un
control en la autofagia inducida por privacion de glucosa, no ocurre mediante PKA y
podria estar ocurriendo a través de AMPK, por lo tanto, se requiere de mayor
investigacion.

Como fue mencionado con anterioridad, una vez que GLP-1 se une a su receptor,
la sefal se amplifica y diversifica, induciendo la produccion de AMPc lo que lleva a la
activacion de PKA (Holz, 2004). A su vez, esta proteina quinasa puede fosforilar e
inactivar a LC3, inhibiendo la autofagia (Cherra y col., 2010). Por lo tanto, tedricamente
GLP-1 deberia aumentar la fosforilacion de LC3 si es que el mecanismo de inhibicion de

la autofagia ocurriese por esta via GLP-1R/AMPc/PKA. No obstante, los resultados de la
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medicion de los niveles de p-LC3 no mostraron un aumento cuando las células se trataron
con GLP-1, ni en condiciones basales ni en condiciones de privacion de glucosa (Figura
21A y B). Ademas, al inhibir la PKA con H-89, se esperaria que los niveles de p-LC3
disminuyeran. Sin embargo, por el contrario, en la condiciéon control con H-89 los niveles
de fosforilacion no disminuyeron y, curiosamente, solo disminuyeron en la condicion de
H-89 + GLP-1. Este ultimo resultado fue bastante inesperado, por lo que requiere mayor
investigacion.

A pesar de los antecedentes recientes que postulan una regulacion de la autofagia
por PKA via fosforilacion de LC3 (Cherra y col., 2010), esta no necesariamente ocurre en
todos los tipos celulares. En efecto, esto se probd en lineas celulares de cancer y en
neuronas, contextos biologicos distintos a las VSMC, por lo que no necesariamente
ocurrirdn las mismas vias de sefializacion.

A pesar de que los efectos de GLP-1 via PKA sobre la autofagia basal en VSMC
fueron concluyentes, estos no se producen por la fosforilaciéon de LC3. El blanco sobre el
que actia PKA para inhibir finalmente la autofagia en VSMC es atn desconocido y
requiere de mayor estudio. Por otro lado, la manera en que GLP-1 regularia la autofagia
en condiciones deficientes de glucosa tampoco esta dilucidado. No obstante, los efectos
de GLP-1 son positivos y este trabajo se suma a la evidencia ya existente que postula a
esta incretina como un posible medicamento para tratar la aterosclerosis, lo que requiere

de mayor investigacion clinica (Sudo y col., 2017).
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8. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

GLP-1 disminuye el flujo autofagico, tanto en condiciones basales como en
contextos de privacion de glucosa.

GLP-1 disminuye la formacién de autofagosomas en condiciones basales. En
condiciones de privacion de glucosa, los resultados son similares, pero requieren del
aumento de las repeticiones experimentales.

GLP-1 inhibe la autofagia basal por medio de un mecanismo dependiente de la
activacion de la PKA en VSMC. Sin embargo, la implicancia de la via GLP-1R/PKA
sobre la autofagia inducida por privacion de glucosa, requiere de mayor investigacion.

GLP-1 no induce la fosforilacion de LC3 a las 4 h de estimulo. Sin embargo, este
resultado requiere del analisis a tiempos mas cortos.

Por lo tanto, en condiciones basales GLP-1 inhibe la autofagia por medio de un
mecanismo dependiente de PKA. En contextos de privacion de glucosa los resultados
requieren de mayor estudio para determinar si la inhibicién es via PKA o AMPK.

Finalmente, la fosforilacion de LC3 no se induce a las 4 h de estimulo.

47



9. BIBLIOGRAFIA

Benjamin, E. J., Blaha, M. J., Chiuve, S. E., Cushman, M., Das, S. R., Deo, R., de Ferranti,
S. D., Floyd, J., Fornage, M., Gillespie, C., Isasi, C. R., Jimenez, M. C., Jordan, L.
C., Judd, S. E., Lackland, D., Lichtman, J. H., Lisabeth, L., Liu, S., Longenecker,
C. T., Mackey, R. H., Matsushita, K., Mozaffarian, D., Mussolino, M. E., Nasir,
K., Neumar, R. W., Palaniappan, L., Pandey, D. K., Thiagarajan, R. R., Reeves,
M. J., Ritchey, M., Rodriguez, C. J., Roth, G. A., Rosamond, W. D., Sasson, C.,
Towfighi, A., Tsao, C. W., Turner, M. B., Virani, S. S., Voeks, J. H., Willey, J. Z.,
Wilkins, J. T., Wu, J. H., Alger, H. M., Wong, S. S., Muntner, P., American Heart
Association Statistics, C., y Stroke Statistics, S. (2017). Heart Disease and Stroke
Statistics-2017 Update: A Report From the American Heart Association.
Circulation, 135: e146-e603.

Bernard, A., y Klionsky, D. J. (2013). Autophagosome formation: tracing the source. Dev
Cell, 25: 116-117.

Budovskaya, Y. V., Stephan, J. S., Deminoff, S. J., y Herman, P. K. (2005). An
evolutionary proteomics approach identifies substrates of the cAMP-dependent
protein kinase. Proc Natl Acad Sci U S A, 102: 13933-13938.

Budovskaya, Y. V., Stephan, J. S., Reggiori, F., Klionsky, D. J., y Herman, P. K. (2004).
The Ras/cAMP-dependent protein kinase signaling pathway regulates an early
step of the autophagy process in Saccharomyces cerevisiae. J Biol Chem, 279:
20663-20671.

Cai, X., Li, J.,, Wang, M., She, M., Tang, Y., Li, J., Li, H., y Hui, H. (2017). GLP-1
Treatment Improves Diabetic Retinopathy by Alleviating Autophagy through
GLP-1R-ERK1/2-HDACS6 Signaling Pathway. Int J] Med Sci, 14: 1203-1212.

Campbell, G. R., y Campbell, J. H. (1985). Smooth muscle phenotypic changes in arterial
wall homeostasis: implications for the pathogenesis of atherosclerosis. Exp Mol
Pathol, 42: 139-162.

Cecchettini, A., Rocchiccioli, S., Boccardi, C., y Citti, L. (2011). Vascular smooth-
muscle-cell activation: proteomics point of view. Int Rev Cell Mol Biol, 288: 43-
99.

Clowes, A. W., Reidy, M. A., y Clowes, M. M. (1983). Kinetics of cellular proliferation
after arterial injury. I. Smooth muscle growth in the absence of endothelium. Lab
Invest, 49: 327-333.

Creutzfeldt, W. (1979). The incretin concept today. Diabetologia, 16: 75-85.

Creutzfeldt, W. O., Kleine, N., Willms, B., Orskov, C., Holst, J. J., y Nauck, M. A. (1996).
Glucagonostatic actions and reduction of fasting hyperglycemia by exogenous
glucagon-like peptide 1(7-36) amide in type I diabetic patients. Diabetes Care, 19:
580-586.

Chen, Y., y Klionsky, D. J. (2011). The regulation of autophagy - unanswered questions.
J Cell Sci, 124: 161-170.

48



Cherra, S. J., 3rd, Kulich, S. M., Uechi, G., Balasubramani, M., Mountzouris, J., Day, B.
W., y Chu, C. T. (2010). Regulation of the autophagy protein LC3 by
phosphorylation. J Cell Biol, 190: 533-539.

Choi, A. M., Ryter, S. W., y Levine, B. (2013). Autophagy in human health and disease.
N Engl J Med, 368: 651-662.

Davies, M. G., y Hagen, P. O. (1994). Pathobiology of intimal hyperplasia. Br J Surg, 81:
1254-1269.

Deacon, C. F. (2004). Circulation and degradation of GIP and GLP-1. Horm Metab Res,
36: 761-765.

Deacon, C. F., Nauck, M. A., Toft-Nielsen, M., Pridal, L., Willms, B., y Holst, J. J. (1995).
Both subcutaneously and intravenously administered glucagon-like peptide I are
rapidly degraded from the NH2-terminus in type II diabetic patients and in healthy
subjects. Diabetes, 44: 1126-1131.

Deacon, C. F., Plamboeck, A., Moller, S., y Holst, J. J. (2002). GLP-1-(9-36) amide
reduces blood glucose in anesthetized pigs by a mechanism that does not involve
insulin secretion. Am J Physiol Endocrinol Metab, 282: E873-879.

Dhanvantari, S., Seidah, N. G., y Brubaker, P. L. (1996). Role of prohormone convertases
in the tissue-specific processing of proglucagon. Mol Endocrinol, 10: 342-355.

Eissele, R., Goke, R., Willemer, S., Harthus, H. P., Vermeer, H., Arnold, R., y Goke, B.
(1992). Glucagon-like peptide-1 cells in the gastrointestinal tract and pancreas of
rat, pig and man. Eur J Clin Invest, 22: 283-291.

Elliott, R. M., Morgan, L. M., Tredger, J. A., Deacon, S., Wright, J., y Marks, V. (1993).
Glucagon-like peptide-1 (7-36)amide and glucose-dependent insulinotropic
polypeptide secretion in response to nutrient ingestion in man: acute post-prandial
and 24-h secretion patterns. J Endocrinol, 138: 159-166.

Fleming, A., Noda, T., Yoshimori, T., y Rubinsztein, D. C. (2011). Chemical modulators
of autophagy as biological probes and potential therapeutics. Nat Chem Biol, 7: 9-
17.

Frid, M. G., Dempsey, E. C., Durmowicz, A. G., y Stenmark, K. R. (1997). Smooth
muscle cell heterogeneity in pulmonary and systemic vessels. Importance in
vascular disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 17: 1203-1209.

Garcia, M. (2016). Participacion de la autofagia en la induccion del fenotipo sintético por
TNF-a en células musculares lisas vasculares. Tesis para obtener el grado de
Doctor en Bioquimica. Universidad de Chile.

Geer, J. C., Mc, G. H,, Jr., y Strong, J. P. (1961). The fine structure of human
atherosclerotic lesions. Am J Pathol, 38: 263-287.

Gittenberger-de Groot, A. C., DeRuiter, M. C., Bergwerff, M., y Poelmann, R. E. (1999).
Smooth muscle cell origin and its relation to heterogeneity in development and
disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 19: 1589-1594.

Green, B. D, Hand, K. V., Dougan, J. E., McDonnell, B. M., Cassidy, R. S., y Grieve, D.
J. (2008). GLP-1 and related peptides cause concentration-dependent relaxation of
rat aorta through a pathway involving KATP and cAMP. Arch Biochem Biophys,
478: 136-142.

Green, B. D., Mooney, M. H., Gault, V. A., Irwin, N., Bailey, C. J., Harriott, P., Greer,
B., Flatt, P. R., y O'Harte, F. P. (2004). Lys9 for Glu9 substitution in glucagon-

49



like peptide-1(7-36)amide confers dipeptidylpeptidase IV resistance with cellular
and metabolic actions similar to those of established antagonists glucagon-like
peptide-1(9-36)amide and exendin (9-39). Metabolism, 53: 252-259.

Gribble, F. M. (2008). RD Lawrence Lecture 2008: Targeting GLP-1 release as a potential
strategy for the therapy of Type 2 diabetes. Diabet Med, 25: 889-894.

Griendling, K. K., y Alexander, R. W. (1997). Oxidative stress and cardiovascular disease.
Circulation, 96: 3264-3265.

Grieve, D. J., Cassidy, R. S., y Green, B. D. (2009). Emerging cardiovascular actions of
the incretin hormone glucagon-like peptide-1: potential therapeutic benefits
beyond glycaemic control? Br J Pharmacol, 157: 1340-1351.

Hargrove, D. M., Nardone, N. A., Persson, L. M., Parker, J. C., y Stevenson, R. W. (1995).
Glucose-dependent action of glucagon-like peptide-1 (7-37) in vivo during short-
or long-term administration. Metabolism, 44: 1231-1237.

Hayashi, K., Takahashi, M., Kimura, K., Nishida, W., Saga, H., y Sobue, K. (1999).
Changes in the balance of phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B (Akt) and
the mitogen-activated protein kinases (ERK/p38MAPK) determine a phenotype of
visceral and vascular smooth muscle cells. J Cell Biol, 145: 727-740.

He, C., y Klionsky, D. J. (2009). Regulation mechanisms and signaling pathways of
autophagy. Annu Rev Genet, 43: 67-93.

He, H., Dang, Y., Dai, F., Guo, Z., Wu, J., She, X., Pei, Y., Chen, Y., Ling, W., Wu, C.,
Zhao, S., Liu, J. O., y Yu, L. (2003). Post-translational modifications of three
members of the human MAPILC3 family and detection of a novel type of
modification for MAP1LC3B. J Biol Chem, 278: 29278-29287.

Holz, G. G. (2004). Epac: A new cAMP-binding protein in support of glucagon-like
peptide-1 receptor-mediated signal transduction in the pancreatic beta-cell.
Diabetes, 53: 5-13.

Holz, G. G., y Chepurny, O. G. (2003). Glucagon-like peptide-1 synthetic analogs: new
therapeutic agents for use in the treatment of diabetes mellitus. Curr Med Chem,
10: 2471-2483.

Kabeya, Y., Mizushima, N., Ueno, T., Yamamoto, A., Kirisako, T., Noda, T., Kominami,
E., Ohsumi, Y., y Yoshimori, T. (2000). LC3, a mammalian homologue of yeast
Apg8p, is localized in autophagosome membranes after processing. EMBO J, 19:
5720-5728.

Kanse, S. M., Kreymann, B., Ghatei, M. A., y Bloom, S. R. (1988). Identification and
characterization of glucagon-like peptide-1 7-36 amide-binding sites in the rat
brain and lung. FEBS Lett, 241: 209-212.

Kendall, D. M., Riddle, M. C., Rosenstock, J., Zhuang, D., Kim, D. D., Fineman, M. S.,
y Baron, A. D. (2005). Effects of exenatide (exendin-4) on glycemic control over
30 weeks in patients with type 2 diabetes treated with metformin and a
sulfonylurea. Diabetes Care, 28: 1083-1091.

Kervran, A., Blache, P., y Bataille, D. (1987). Distribution of oxyntomodulin and
glucagon in the gastrointestinal tract and the plasma of the rat. Endocrinology,
121: 704-713.

50



Khoo, J. C., Miller, E., Pio, F., Steinberg, D., y Witztum, J. L. (1992). Monoclonal
antibodies against LDL further enhance macrophage uptake of LDL aggregates.
Arterioscler Thromb, 12: 1258-1266.

Kirschner, L. S., Yin, Z., Jones, G. N., y Mahoney, E. (2009). Mouse models of altered
protein kinase A signaling. Endocr Relat Cancer, 16: 773-793.

Klionsky, D. J. (2007). Autophagy: from phenomenology to molecular understanding in
less than a decade. Nat Rev Mol Cell Biol, 8: 931-937.

Knudsen, L. B., Kiel, D., Teng, M., Behrens, C., Bhumralkar, D., Kodra, J. T., Holst, J.
J., Jeppesen, C. B., Johnson, M. D., de Jong, J. C., Jorgensen, A. S., Kercher, T.,
Kostrowicki, J., Madsen, P., Olesen, P. H., Petersen, J. S., Poulsen, F., Sidelmann,
U. G,, Sturis, J., Truesdale, L., May, J., y Lau, J. (2007). Small-molecule agonists
for the glucagon-like peptide 1 receptor. Proc Natl Acad Sci U S A, 104: 937-942.

Knudsen, L. B., y Pridal, L. (1996). Glucagon-like peptide-1-(9-36) amide is a major
metabolite of glucagon-like peptide-1-(7-36) amide after in vivo administration to
dogs, and it acts as an antagonist on the pancreatic receptor. Eur J Pharmacol, 318:
429-435.

Kockx, M. M., De Meyer, G. R., Buyssens, N., Knaapen, M. W., Bult, H., y Herman, A.
G. (1998). Cell composition, replication, and apoptosis in atherosclerotic plaques
after 6 months of cholesterol withdrawal. Circ Res, 83: 378-387.

Lavandero, S., Chiong, M., Rothermel, B. A., y Hill, J. A. (2015). Autophagy in
cardiovascular biology. J Clin Invest, 125: 55-64.

Levine, B., y Klionsky, D. J. (2004). Development by self-digestion: molecular
mechanisms and biological functions of autophagy. Dev Cell, 6: 463-477.

Liaw, L., Almeida, M., Hart, C. E., Schwartz, S. M., y Giachelli, C. M. (1994).
Osteopontin promotes vascular cell adhesion and spreading and is chemotactic for
smooth muscle cells in vitro. Circ Res, 74: 214-224.

Libby, P., Sukhova, G., Lee, R. T., y Liao, J. K. (1997). Molecular biology of
atherosclerosis. Int J Cardiol, 62 Suppl 2: S23-29.

Lin, F., y Wang, R. (2009). Molecular modeling of the three-dimensional structure of
GLP-I1R and its interactions with several agonists. J Mol Model, 15: 53-65.

Liu, H., Xiong, W., Liu, Q., Zhang, J., y Dong, S. (2016). Chemokine-Like Receptor 1
Regulates the Proliferation and Migration of Vascular Smooth Muscle Cells. Med
Sci Monit, 22: 4054-4061.

Mack, C. P. (2011). Signaling mechanisms that regulate smooth muscle cell
differentiation. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 31: 1495-1505.

Martin, K. A., Merenick, B. L., Ding, M., Fetalvero, K. M., Rzucidlo, E. M., Kozul, C.
D., Brown, D. J., Chiu, H. Y., Shyu, M., Drapeau, B. L., Wagner, R. J., y Powell,
R. J. (2007). Rapamycin promotes vascular smooth muscle cell differentiation
through insulin receptor substrate-1/phosphatidylinositol 3-kinase/Akt2 feedback
signaling. J Biol Chem, 282: 36112-36120.

Mayr, B., y Montminy, M. (2001). Transcriptional regulation by the phosphorylation-
dependent factor CREB. Nat Rev Mol Cell Biol, 2: 599-609.

MedlinePlus. (2017). Diabetes. Pégina web
https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/001214.htm

51



Mendis, S., Puska, P., y Norrving, B. (2011). Global atlas on cardiovascular disease
prevention and control (W. W. H. F. W. S. Organization Ed.). Geneva: World
Health Organization.

MINSAL. (2014). Indicadores basicos de salud Chile 2014. Santiago: Departamento de
Estadisticas e Informacion de Salud, DEIS.

Mizushima, N., y Komatsu, M. (2011). Autophagy: renovation of cells and tissues. Cell,
147: 728-741.

Mizushima, N., Ohsumi, Y., y Yoshimori, T. (2002). Autophagosome formation in
mammalian cells. Cell Struct Funct, 27: 421-429.

Modi, P. (2007). Diabetes beyond insulin: review of new drugs for treatment of diabetes
mellitus. Curr Drug Discov Technol, 4: 39-47.

Montes, D. K., Brenet, M., Munoz, V. C., Burgos, P. V., Villanueva, C. 1., Figueroa, C.
D.,y Gonzalez, C. B. (2013). Vasopressin activates Akt/mTOR pathway in smooth
muscle cells cultured in high glucose concentration. Biochem Biophys Res
Commun, 441: 923-928.

Montminy, M. (1997). Transcriptional regulation by cyclic AMP. Annu Rev Biochem,
66: 807-822.

Morales, P. E., Torres, G., Sotomayor-Flores, C., Pena-Oyarzun, D., Rivera-Mejias, P.,
Paredes, F., y Chiong, M. (2014). GLP-1 promotes mitochondrial metabolism in
vascular smooth muscle cells by enhancing endoplasmic reticulum-mitochondria
coupling. Biochem Biophys Res Commun, 446: 410-416.

Morel, D. W., Hessler, J. R., y Chisolm, G. M. (1983). Low density lipoprotein
cytotoxicity induced by free radical peroxidation of lipid. J Lipid Res, 24: 1070-
1076.

Nabel, E. G., y Braunwald, E. (2012). A tale of coronary artery disease and myocardial
infarction. N Engl J Med, 366: 54-63.

Nagata, D., y Hirata, Y. (2010). The role of AMP-activated protein kinase in the
cardiovascular system. Hypertens Res, 33: 22-28.

Newby, A. C. (2002). Vitronectin is implicated as the matrix takes control of neointima
formation. Cardiovasc Res, 53: 779-781.

Newby, A. C., Libby, P., y van der Wal, A. C. (1999). Plaque instability--the real
challenge for atherosclerosis research in the next decade? Cardiovasc Res, 41: 321-
322.

NHLBI. (2016). What Is Atherosclerosis? Pégina web
https://www.nhlbi.nih.gov/health/health-topics/topics/atherosclerosis

Norambuena, 1. (2015). Efecto de la incretina GLP-1 sobre la autofagia inducida por
PDGF-BB en el cambio fenotipico de las células musculares lisas vasculares.
Memoria para optar al titulo de Quimico Farmacéutico. Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

Orskov, C., y Poulsen, S. S. (1991). Glucagonlike peptide-I-(7-36)-amide receptors only
in islets of Langerhans. Autoradiographic survey of extracerebral tissues in rats.
Diabetes, 40: 1292-1296.

Orskov, C., Rabenhoj, L., Wettergren, A., Kofod, H., y Holst, J. J. (1994). Tissue and
plasma concentrations of amidated and glycine-extended glucagon-like peptide I
in humans. Diabetes, 43: 535-539.

52



Owens, G. K., Kumar, M. S., y Wamhoff, B. R. (2004). Molecular regulation of vascular
smooth muscle cell differentiation in development and disease. Physiol Rev, 84:
767-801.

Panda, D., Kundu, G. C., Lee, B. L., Peri, A., Fohl, D., Chackalaparampil, I., Mukherjee,
B. B, Li, X. D., Mukherjee, D. C., Seides, S., Rosenberg, J., Stark, K., y
Mukherjee, A. B. (1997). Potential roles of osteopontin and alphaVbeta3 integrin
in the development of coronary artery restenosis after angioplasty. Proc Natl Acad
SciU S A, 94: 9308-9313.

Pankiv, S., Clausen, T. H., Lamark, T., Brech, A., Bruun, J. A., Outzen, H., Overvatn, A.,
Bjorkoy, G., y Johansen, T. (2007). p62/SQSTMI1 binds directly to Atg8/LC3 to
facilitate degradation of ubiquitinated protein aggregates by autophagy. J Biol
Chem, 282: 24131-24145.

Parker, F., y Odland, G. F. (1966). A light microscopic, histochemical and electron
microscopic study of experimental atherosclerosis in rabbit coronary artery and a
comparison with rabbit aorta atherosclerosis. Am J Pathol, 48: 451-481.

Petri, M. H., Laguna-Fernandez, A., Tseng, C. N., Hedin, U., Perretti, M., y Back, M.
(2015). Aspirin-triggered 15-epi-lipoxin A(4) signals through FPR2/ALX in
vascular smooth muscle cells and protects against intimal hyperplasia after carotid
ligation. Int J Cardiol, 179: 370-372.

Qin, X., Shen, H., Liu, M., Yang, Q., Zheng, S., Sabo, M., D'Alessio, D. A., y Tso, P.
(2005). GLP-1 reduces intestinal lymph flow, triglyceride absorption, and
apolipoprotein production in rats. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol, 288:
(G943-949.

Ranganath, L. R. (2008). The entero-insular axis: implications for human metabolism.
Clin Chem Lab Med, 46: 43-56.

Ravikumar, B., Sarkar, S., Davies, J. E., Futter, M., Garcia-Arencibia, M., Green-
Thompson, Z. W., Jimenez-Sanchez, M., Korolchuk, V. 1., Lichtenberg, M., Luo,
S., Massey, D. C., Menzies, F. M., Moreau, K., Narayanan, U., Renna, M., Siddiqj,
F. H., Underwood, B. R., Winslow, A. R., y Rubinsztein, D. C. (2010). Regulation
of mammalian autophagy in physiology and pathophysiology. Physiol Rev, 90:
1383-1435.

Rosenberg, D., Groussin, L., Jullian, E., Perlemoine, K., Bertagna, X., y Bertherat, J.
(2002). Role of the PKA-regulated transcription factor CREB in development and
tumorigenesis of endocrine tissues. Ann N 'Y Acad Sci, 968: 65-74.

Rubinsztein, D. C., Shpilka, T., y Elazar, Z. (2012). Mechanisms of autophagosome
biogenesis. Curr Biol, 22: R29-34.

Rudijanto, A. (2007). The role of vascular smooth muscle cells on the pathogenesis of
atherosclerosis. Acta Med Indones, 39: 86-93.

Rzucidlo, E. M., Martin, K. A., y Powell, R. J. (2007). Regulation of vascular smooth
muscle cell differentiation. J Vasc Surg, 45 Suppl A: A25-32.

Salabei, J. K., Cummins, T. D., Singh, M., Jones, S. P., Bhatnagar, A., y Hill, B. G. (2013).
PDGF-mediated autophagy regulates vascular smooth muscle cell phenotype and
resistance to oxidative stress. Biochem J, 451: 375-388.

Salabei, J. K., y Hill, B. G. (2013). Implications of autophagy for vascular smooth muscle
cell function and plasticity. Free Radic Biol Med, 65: 693-703.

53



Saleh Al-Shehabi, T., Iratni, R., y Eid, A. H. (2016). Anti-atherosclerotic plants which
modulate the phenotype of vascular smooth muscle cells. Phytomedicine, 23:
1068-1081.

Schachter, M. (1997). Vascular smooth muscle cell migration, atherosclerosis, and
calcium channel blockers. Int J Cardiol, 62 Suppl 2: S85-90.

Schaper, W., y Ito, W. D. (1996). Molecular mechanisms of coronary collateral vessel
growth. Circ Res, 79: 911-919.

Schirra, J., Katschinski, M., Weidmann, C., Schafer, T., Wank, U., Arnold, R., y Goke, B.
(1996). Gastric emptying and release of incretin hormones after glucose ingestion
in humans. J Clin Invest, 97: 92-103.

Schwartz, S. M. (1997). Perspectives series: cell adhesion in vascular biology. Smooth
muscle migration in atherosclerosis and restenosis. J Clin Invest, 99: 2814-2816.

Seglen, P. O., Gordon, P. B., y Holen, I. (1990). Non-selective autophagy. Semin Cell
Biol, 1: 441-448.

Shimizu, 1., Hirota, M., Ohboshi, C., y Shima, K. (1987). Identification and localization
of glucagon-like peptide-1 and its receptor in rat brain. Endocrinology, 121: 1076-
1082.

Singh, R., y Cuervo, A. M. (2011). Autophagy in the cellular energetic balance. Cell
Metab, 13: 495-504.

Song, X., Jia, H., Jiang, Y., Wang, L., Zhang, Y., Mu, Y., y Liu, Y. (2015). Anti-
atherosclerotic effects of the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) based therapies in
patients with type 2 Diabetes Mellitus: A meta-analysis. Sci Rep, 5: 10202.

Stephan, J. S., Yeh, Y. Y., Ramachandran, V., Deminoff, S. J., y Herman, P. K. (2009).
The Tor and PKA signaling pathways independently target the Atgl/Atgl3 protein
kinase complex to control autophagy. Proc Natl Acad Sci U S A, 106: 17049-
17054.

Su, G., Sun, G., Liu, H., Shu, L., Zhang, J., Guo, L., Huang, C., y Xu, J. (2015). Niacin
Suppresses Progression of Atherosclerosis by Inhibiting Vascular Inflammation
and Apoptosis of Vascular Smooth Muscle Cells. Med Sci Monit, 21: 4081-4089.

Sudo, M., Li, Y., Hiro, T., Takayama, T., Mitsumata, M., Shiomi, M., Sugitani, M.,
Matsumoto, T., Hao, H., y Hirayama, A. (2017). Inhibition of plaque progression
and promotion of plaque stability by glucagon-like peptide-1 receptor agonist:
Serial in vivo findings from iMap-IVUS in Watanabe heritable hyperlipidemic
rabbits. Atherosclerosis, 265: 283-291.

Sutherland, E. W., y Rall, T. W. (1958). Fractionation and characterization of a cyclic
adenine ribonucleotide formed by tissue particles. J Biol Chem, 232: 1077-1091.

Suzuki, K., Kirisako, T., Kamada, Y., Mizushima, N., Noda, T., y Ohsumi, Y. (2001). The
pre-autophagosomal structure organized by concerted functions of APG genes is
essential for autophagosome formation. EMBO J, 20: 5971-5981.

Thomas, W. A., Florentin, R. A., Reiner, J. M., Lee, W. M., y Lee, K. T. (1976).
Alterations in population dynamics of arterial smooth muscle cells during
atherogenesis. IV. Evidence for a polyclonal origin of hypercholesterolemic diet-
induced atherosclerotic lesions in young swine. Exp Mol Pathol, 24: 244-260.

54



Thorens, B. (1992). Expression cloning of the pancreatic beta cell receptor for the gluco-
incretin hormone glucagon-like peptide 1. Proc Natl Acad Sci U S A, 89: 8641-
8645.

Uttenthal, L. O., y Blazquez, E. (1990). Characterization of high-affinity receptors for
truncated glucagon-like peptide-1 in rat gastric glands. FEBS Lett, 262: 139-141.

Walsh, D. A., Perkins, J. P., y Krebs, E. G. (1968). An adenosine 3',5'-monophosphate-
dependant protein kinase from rabbit skeletal muscle. J Biol Chem, 243: 3763-
3765.

Wei, Y., y Mojsov, S. (1995). Tissue-specific expression of the human receptor for
glucagon-like peptide-I: brain, heart and pancreatic forms have the same deduced
amino acid sequences. FEBS Lett, 358: 219-224.

White, J. W., y Saunders, G. F. (1986). Structure of the human glucagon gene. Nucleic
Acids Res, 14: 4719-4730.

Wight, T. N. (1995). The extracellular matrix and atherosclerosis. Curr Opin Lipidol, 6:
326-334.

Wikimedia-Commons. (2007). Anatomia de una arteria. Pagina web
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Anatomia_arteria.jpg

Wolf, C., Cai, W. J., Vosschulte, R., Koltai, S., Mousavipour, D., Scholz, D., Afsah-
Hedjri, A., Schaper, W., y Schaper, J. (1998). Vascular remodeling and altered
protein expression during growth of coronary collateral arteries. J Mol Cell
Cardiol, 30: 2291-2305.

Wolinsky, H., Goldfischer, S., Schiller, B., y Kasak, L. E. (1973). Lysosomes in aortic
smooth muscle cells. Effects of hypertension. Am J Pathol, 73: 727-734.

World Health Organization (2017). The top 10 causes of death. Pagina web
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/

Zalewski, A., Shi, Y., y Johnson, A. G. (2002). Diverse origin of intimal cells: smooth
muscle cells, myofibroblasts, fibroblasts, and beyond? Circ Res, 91: 652-655.

55



10. ANEXOS
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Figura 22. Induccién de autofagia en células privadas de suero.

Células A7r5 se cultivaron 24 h con medio DMEM + 2% FBS antes de la induccion de la autofagia con
medio EBSS (sin aminoacidos) y Rapamicina por 4 h. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se
sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 Iy LC3 II. Se utiliz6 GAPDH como control de
carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior,
la cuantificacion de las sefiales. Los resultados corresponden al promedio + SEM de 4 experimentos
independientes y se analizaron usando ANOVA de una via seguido de un post test Holm Sidak.
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Figura 23. Efecto de TNF-a sobre los marcadores de autofagia en las células A7r5.

A. Cinética. Las células se estimularon con 100 ng/mL de TNF-a durante diferentes tiempos (0, 3, 16, 24 y
48 h). Los resultados son el promedio + EEM de 4 experimentos independientes. Analisis estadistico: Anova
de una via con post test Dunnett.
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