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RESUMEN 

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo. 

Desregulaciones en el flujo autofágico y en la desdiferenciación de células musculares 

lisas vasculares (VSMC) se han asociado con diferentes enfermedades cardiovasculares. 

En la aterosclerosis, una de las patologías cardiovasculares más importante, las VSMC 

desempeñan un papel fundamental cuando cambian su fenotipo desde uno contráctil y 

quiescente a otro proliferativo, migratorio y sintético. Se ha descrito que el cambio 

fenotípico de las VSMC es un proceso dependiente de autofagia. Por lo tanto, encontrar 

nuevos mecanismos que regulen este cambio fenotípico es fundamental para generar 

nuevas alternativas para tratar las enfermedades cardiovasculares. Dentro de esta 

búsqueda, el péptido similar a glucagón 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 proteína quinasa dependiente 

de AMP cíclico (PKA). Se ha descrito a la PKA como un regulador negativo de la 

autofagia, ya que fosforila e inhibe a la proteína asociada a microtúbulo 1A/1B cadena 

liviana 3B, conocida también como LC3, una proteína autofágica esencial que también se 

usa como marcadora de la autofagia. Además, tanto en pacientes con diabetes mellitus 

tipo 2 como en pacientes sanos, se ha comprobado la acción beneficiosa de GLP-1 sobre 

la aterosclerosis. 

Por estos antecedentes, proponemos que GLP-1 inhibe la autofagia a través de la 

fosforilación de LC3 por PKA en VSMC. 

La línea celular de aorta de rata, A7r5, se cultivó 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. Además, 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 evaluó midiendo los niveles proteicos de 

LC3 I y LC3 II por western blot y por la formación de autofagosomas. Los autofagosomas 

se visualizaron mediante la transducción de VSMC con un adenovirus que sobreexpresa 
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LC3 acoplada a la proteína fluorescente verde con una multiplicidad de infección de 180 

y microscopía confocal. El flujo autofágico se determinó usando cloroquina. 

Nuestros resultados sugieren que GLP-1 disminuye el flujo autofágico en 

condiciones basales y de privación de glucosa. Además, GLP-1 disminuyó el número de 

autofagosomas por célula en la autofagia basal, pero no durante la privación de glucosa. 

Asimismo, se determinó que PKA participaría en los efectos generados por GLP-1 en la 

autofagia basal, pero no en la autofagia inducida por privación de glucosa. Finalmente, 

GLP-1 no aumenta la fosforilación de LC3. Este resultado sugiere que la inhibición de la 

autofagia por GLP-1 mediante PKA no ocurría por fosforilación de LC3. 

Por lo tanto, el efecto de GLP-1 en la inhibición de la autofagia en VSMC vía 

PKA, se suma a los antecedentes que postulan a GLP-1 como un promisorio regulador de 

la aterosclerosis y de otras enfermedades cardiovasculares. 
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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 
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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. INTRODUCCIÓN 

 
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 

patologías del corazón, enfermedades vasculares del cerebro y patología de los vasos 

sanguíneos. En Chile, el año 2012 el 27,53% de las muertes fueron causadas por 

enfermedades del sistema circulatorio (MINSAL, 2014). A nivel mundial, en el año 2008, 

hubo más de 17 millones de muertes debido a enfermedades cardiovasculares, de las 

cuales 3 millones correspondieron a personas menores de 60 años, muertes que, según la 

Organización Mundial de la Salud, serían totalmente prevenibles (Mendis y col., 2011). 

La OMS, además, señaló recientemente que en el año 2015, 54% de las muertes de todo 

el mundo se ocasionaron por 10 principales causas, siendo la enfermedad cardíaca 

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 patologías no 

ateroscleróticas, tales como las cardiopatías congénitas, enfermedad cardiaca reumática y 

arritmias cardiacas (Mendis y col., 2011). La aterosclerosis es una patología de los vasos 

sanguíneos que se desarrolla durante años. Ocurre cuando material graso y colesterol se 

depositan en el lumen de los vasos sanguíneos de tamaño medio y grande (arterias), 

generando una placa que disminuye el lumen de los vasos sanguíneos dificultando el paso 

de la sangre (Figura 1). Dicha placa puede romperse provocando un coágulo de sangre, el 

cual puede generar un ataque al corazón, si se produce en una arteria coronaria; o un 

derrame cerebral, si ocurre en el cerebro (Mendis y col., 2011; NHLBI, 2016). 

 

 



2	
	

	

 
 
Figura 1. Formación 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 depósito de placa. 
En el recuadro se observa el corte transversal (Imagen reproducida de National Heart, Lung, and Blood 
Institute (NHLBI (2016)). 

 

Los vasos sanguíneos están formados por 3 capas o túnicas: íntima, media y 

adventicia (Figura 2). Estas túnicas están claramente definidas en vasos grandes como las 

arterias (Rudijanto, 2007). La túnica íntima posee una monocapa continua de endotelio, 

posicionado en la membrana basal, en contacto directo con el flujo sanguíneo, y está 

separada de la capa media por la membrana elástica interna (Rudijanto, 2007). La capa 

media está compuesta principalmente de células musculares lisas vasculares (VSMC, por 

sus siglas en inglés Vascular Smooth Muscle Cell) contráctiles, macrófagos y fibroblastos 

(Zalewski y col., 2002). Esta capa posee colágeno de tipo I y III y una variedad de 

glicoproteínas (Newby, 2002). Finalmente, la capa más externa o adventicia, está 

compuesta por tejido conectivo con fibras nerviosas, pequeños vasos sanguíneos y grasa 

libre en la matriz intersticial (Wight, 1995). 
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Figura 2. Capas de los vasos sanguíneos.  
Los vasos sanguíneos están compuestos por 3 capas o túnicas principales: íntima, media y adventicia. La 
primera está compuesta principalmente de endotelio, en la capa media se destaca la gran presencia de 
VSMC, y la capa externa o adventicia está compuesta sustancialmente por tejido conectivo (Imagen 
reproducida de Wikimedia-Commons (2007)). 
 

La aterosclerosis se desarrolla a través de la lesión de las células del endotelio, por 

diversas causas como diabetes mellitus (DM), hipertensión o dislipidemia (Rudijanto, 

2007). Una vez inducida esta lesión en el endotelio, se desencadenan una serie de 

procesos: se reclutan macrófagos (Rudijanto, 2007), aumenta la permeabilidad a los 

lípidos 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 fenotípico y pasan desde un estado quiescente y contráctil 

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 íntima, donde 

se entremezclan en la zona de la lesión (Liaw y col., 1994; Rudijanto, 2007). En ese lugar 
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comienzan a sintetizar y secretar componentes de la matriz extracelular (MEC), como por 

ejemplo colágeno (Frid y col., 1997; Gittenberger-de Groot y col., 1999). Todo este 

proceso culmina en la formación de un depósito 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 mencionó 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 depósito de placa y, en 

consecuencia, en la generación de otras enfermedades cardiovasculares. 

 

1.2. Células Musculares Lisas Vasculares 

Las VSMC son ampliamente utilizadas para el estudio de patologías como 

aterosclerosis, hipertensión y aneurisma (Petri y col., 2015; Su y col., 2015; Liu y col., 

2016). Esto debido a que son el principal componente de la túnica media de las arterias y, 

al tener la capacidad de contraerse, controlan el diámetro de los vasos sanguíneos, así 

como el flujo de la sangre y la presión (Rzucidlo y col., 2007; Cecchettini y col., 2011). 

Estas células existen en diferentes fenotipos. El primero, corresponde al fenotipo 

diferenciado, quiescente o contráctil, donde destaca la presencia de proteínas como 

a-actina de músculo liso (a-SMA), la cadena pesada de la miosina, h-caldesmona y 

calponina; cuya interacción permite la contracción de estas células (Rzucidlo y col., 2007; 

Cecchettini y col., 2011) por lo que pueden regular la vasodilatación y vasoconstricción 

y, consecuentemente, el flujo sanguíneo (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 íntima de los vasos sanguíneos (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 contráctil de las 

VSMC se desdiferencia en respuesta a varios factores fisiológicos y patológicos (Owens 

y col., 2004), tales como estímulos mecánicos, especies reactivas de oxígeno (ROS), 

MEC, interacción con el endotelio, entre otros variados factores (Campbell & Campbell, 
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1985; Cecchettini y col., 2011). En la figura 3 se pueden observar las características de 

ambos fenotipos. 

Existe suficiente evidencia que sugiere que la autofagia está activada en VSMC en 

contextos patológicos vasculares y es importante para la plasticidad y sobrevivencia de 

estas células (Salabei & Hill, 2013). 

 

 
 
Figura 3. Fenotipos de las células musculares lisas vasculares.  
A la izquierda, se observa el fenotipo diferenciado de las VSMC y el recuadro inferior muestra las proteínas 
características de este fenotipo. A la derecha, se muestra el fenotipo desdiferenciado de las VSMC y el 
recuadro inferior presenta las proteínas marcadoras de este fenotipo. En las flechas centrales se nombran 
algunos estímulos 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 fenómenos sistémicos, tales 

como el envejecimiento, la inmunidad innata y en la progresión del cáncer, es la autofagia 

(Levine & Klionsky, 2004; Klionsky, 2007). La autofagia es el proceso catabólico 

intracelular que media la degradación lisosomal de contenido citosólico, material 

extracelular, proteínas de la membrana plasmática y organelos (Klionsky, 2007). Es un 

proceso utilizado para la renovación celular, permitiendo el reciclaje del contenido 

citoplasmático y es uno de los principales sistemas de degradación en eucariontes 
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(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 hará 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 inanición, 

estrés oxidativo o alguna infección, estímulos que activan vías de señalización y proteínas 

reguladoras que participan en las diferentes etapas de la formación de la membrana 

autofagosomal (He, C. & Klionsky, 2009). Los autofagosomas son las estructuras que se 

generan por la activación de este proceso. Por lo general, se forman cerca del retículo 

endoplásmico (RE) y la doble membrana puede derivar de este organelo, de mitocondrias, 

del aparato de Golgi o de la membrana plasmática (Rubinsztein y col., 2012). Para dar 

inicio al proceso, se requiere la activación de proteínas centrales relacionadas con la 

autofagia, denominadas ATG. En mamíferos, la autofagia se inicia activando al complejo 

proteico denominado quinasa similar a Unc51 (ULK). La privación de energía, por 

ejemplo, es un estímulo que inactiva a la proteína blanco de la rapamicina de mamífero 

(mTOR), conocido inhibidor autofágico, permitiendo la activación del complejo ULK 

(Ravikumar y col., 2010; Bernard & Klionsky, 2013) y la estimulación 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 nucleación. La elongación y 

maduración requieren de los sistemas de conjugación ATG5-ATG12 y de la proteína 

asociada a microtúbulos 1 cadena liviana 3 (LC3). Estas colaboran para la conjugación 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 conjugación de PE en el extremo 

carboxilo terminal. Las acciones secuenciales de ATG7 y ATG3 generan la forma lipidada 

LC3-II, proteína que está asociada a la maduración 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 acción de hidrolasas ácidas 

lisosómicas y el contenido puede ser reciclado (Klionsky, 2007). Cabe destacar que LC3-
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II es típicamente usado como un indicador de que el proceso autofágico está activo 

(Kabeya y col., 2000; He, H. y col., 2003). Mediante análisis de inmunofluorescencia 

(donde se observa como punto) y western blot (~16 KDa), es posible detectar este 

marcador (Salabei & Hill, 2013). 

 

 
 
 
Figura 4. Etapas del proceso autofágico. 
El complejo ULK es el encargado de iniciar la autofagia. Esto activa al complejo Vps34 y a las PI3K de 
clase III. Luego, la participación del complejo Atg5-Atg12-Atg16L y el procesamiento de LC3 hasta su 
lipidación (LC3-II) elongan la doble membrana hasta envolver todo el cargo. Un paso clave en este proceso 
es la fusión del lisosoma con el autofagosoma generando el autolisosoma, vesícula donde gracias a la acción 
de hidrolasas ácidas, la carga es degradada y reciclada. (Imagen obtenida de Fleming y col. (2011)). 
 
 
1.4. Autofagia en VSMC 

Como se mencionó anteriormente, el cambio fenotípico de las VSMC está 

relacionado con la patogénesis de diversas enfermedades vasculares, como la 

aterosclerosis. Un proceso que está implicado en este cambio, es la autofagia (Salabei & 

Hill, 2013). Un estudio de 1961 demostró que había actividad autofágica en las VSMC de 

lesiones ateroscleróticas (Geer y col., 1961). Gracias a la microscopía electrónica, existe 

enorme evidencia de que se produce la autofagia en VSMC en contextos ateroscleróticos 

y en hipertensión (Parker & Odland, 1966; Wolinsky y col., 1973; Kockx y col., 1998). 
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Posterior a una lesión, las VSMC sufren un proceso de desdiferenciación, cambiando su 

fenotipo a uno que les otorga la capacidad de migrar y, de esta forma, contribuyen a la 

formación de la capa neoíntima en enfermedades como aterosclerosis y restenosis 

(Thomas y col., 1976; Clowes y col., 1983). Por otra parte, nuestro grupo probó en la línea 

celular de VSMC A7r5 que el factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB (PDGF-

BB) disminuía los niveles de las proteínas contráctiles a-SMA, SM22 y calponina e 

inducía la migración, características clásicas de un cambio fenotípico, con la coincidente 

inducción de la autofagia (Norambuena, 2015). Estos datos nos permiten sugerir que la 

autofagia estaría implicada en el cambio de fenotipo de las VSMC asociado a 

enfermedades cardiovasculares. 

 

1.5. Péptido similar a glucagón 1: GLP-1 

La DM es una enfermedad crónica que consiste en una incapacidad del cuerpo para 

controlar los niveles de azúcar en la sangre (MedlinePlus, 2017). Afecta aproximadamente 

a 135 millones de personas en el mundo y representa una quinta parte de los gastos de 

atención en salud. Se genera por un daño que perjudica la producción 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 óptimamente, sigue habiendo una 

incidencia sustancial de que sufran complicaciones vasculares, por lo que continúa la 

búsqueda de tratamientos más efectivos (Grieve y col., 2009). Dentro de esta indagación, 

encontramos al péptido similar a glucagón 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 estimulación de secreción de insulina, el rápido descenso 

de la glucosa en la sangre y la atenuación del aumento de la concentración 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 insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP) son conocidas 

como incretinas (intestin secretion insulin) y consisten en hormonas liberadas por el 
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intestino en respuesta a nutrientes que poseen la capacidad de estimular la secreción de 

insulina en concentraciones fisiológicamente relevantes (Creutzfeldt, W., 1979). 

Particularmente, GLP-1 posee un efecto potente en la liberación de insulina en las células 

b pancreáticas (Hargrove y col., 1995), mientras que inhibe la liberación de glucagón en 

las células a pancreáticas (Creutzfeldt, W. O. y col., 1996). Además 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 aminoácidos transcritos en el gen 

del proglucagón, localizado en el brazo largo del cromosoma 2 y se expresa en las células 

pancreáticas y células L intestinales (White & Saunders, 1986). Se procesa 

diferencialmente debido a la expresión de la enzima pro-hormona convertasa, la cual es 

tejido específica (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 

producción de estas isoformas es el resultado del procesamiento postraduccional que sufre 

el producto génico del proglucagón, el cual se produce en las células L en el íleon distal y 

el colon: estas son las principales fuentes endógenas de GLP-1 (Kervran y col., 1987; 

Eissele y col., 1992). Las células L son células epiteliales endocrinas que parecen 

responder a las señales locales de nutrientes (Gribble, 2008) y están en contacto con 

células del tejido nervioso y vascular, por lo que la secreción de GLP-1 puede estar 

regulada por neurotrasmisores y hormonas endocrinas (Grieve y col., 2009). Además, 

parece existir un umbral calórico para desencadenar la secreción de GLP-1 (Schirra y col., 

1996), pues se ha visto que la ingestión enteral de carbohidratos, grasas o proteínas, en 

porciones equicalóricas, aumentan los niveles plasmáticos de GLP-1 (Elliott y col., 1993). 

GLP-1 sufre una rápida eliminación de la circulación producto de una degradación 

enzimática producida por su inactivador endógeno 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 afín a su receptor y no 

presenta actividad insulinotrópica (Knudsen & Pridal, 1996; Deacon y col., 2002; Green 

y col., 2004). Esta rápida eliminación ha sido evidenciada en el plasma, donde luego de 
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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 señalización. 

El receptor de GLP-1 (GLP-1R) consta de 463 aminoácidos y está acoplado a 

proteínas G (Thorens, 1992). El GLP-1R se expresa de forma ubicua y se ha detectado en 

diversos tejidos: islotes pancreáticos (Orskov & Poulsen, 1991), corazón (Wei & Mojsov, 

1995), aorta (Green y col., 2008), pulmón (Kanse y col., 1988), glándulas gástricas 

(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 activación no alostérico 

(Knudsen y col., 2007; Lin & Wang, 2009). Una vez activo, la señalización de GLP-1R 

se diversifica, pues se ha visto que este receptor estimula la producción de adenosín 

monofosfato cíclico (AMPc), lo que activa a otros factores, como por ejemplo la proteína 

quinasa dependiente de AMPc (PKA) y Epac (proteína de intercambio directamente 

activada por AMPc) (Holz, 2004). 
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Figura 5. Efectos fisiológicos de la activación de GLP-1R. 
La administración de GLP-1 genera efectos biológicos en una variedad de órganos como el páncreas, 
cerebro, estómago, corazón, hígado, músculo y en el tejido adiposo (Imagen obtenida de Grieve y col. 
(2009)). 
 

GLP-1R 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 unión entre este 

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

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

 

1.7. Proteína quinasa dependiente de AMPc: PKA. 

La PKA es una serina-treonina quinasa que se caracterizó estimulando la membrana 

celular con epinefrina, compuesto que aumenta los niveles de AMPc (Sutherland & Rall, 

1958; Walsh y col., 1968). Abreviadamente, en la señalización canónica de esta proteína 

(Figura 6), hormonas extracelulares se unen a receptores acoplados a proteínas G, las 

cuales están involucradas en la comunicación intercelular. Posteriormente, se genera un 

cambio conformacional en el receptor que desencadena la activación de alguna de estas 

proteínas G, las que subsecuentemente se disocian. Las proteínas Gsa están asociadas a 

las adenilil ciclasas (ACs), enzimas que catalizan la conversión de adenosín trifosfato 
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(ATP) a AMPc. Este AMPc producido se une a PKA, disociando la holoenzima inactiva 

e induciendo la fosforilación de sus blancos río abajo (Kirschner y col., 2009). 

PKA es una holoenzima constituida por 4 subunidades: 2 de ellas catalíticamente 

activas (subunidades PKAC) y 2 que regulan la actividad de la enzima (subunidades 

PKAR). Cuando las 4 subunidades están unidas, la proteína quinasa se encuentra inactiva. 

Sin embargo, al aumentar los niveles de AMPc, este se une a las subunidades reguladoras, 

liberando las subunidades catalíticas (Kirschner y col., 2009). La modulación de PKA 

induce cambios en la actividad de los sustratos de esta proteína, pero también se generan 

cambios en la transcripción de genes, pues, por ejemplo, puede fosforilar a la proteína de 

unión a elementos de respuesta a AMPc (CREB) (Montminy, 1997; Mayr & Montminy, 

2001; Rosenberg y col., 2002). 

 
 
Figura 6. Vía de señalización canónica de PKA.  
En este modelo, la señalización es iniciada por una hormona que se une a un receptor transmembrana, 
activando Gsa, que conduce a la producción de AMPc (círculos celestes) por la adenilil-ciclasa. AMPc se 
une al heterotetrámero PKA, separando los dímeros de las subunidades PKAR de las subunidades PKAC 
(cuadrados rojos). Las PKAC fosforilan objetivos tanto citoplásmicos como nucleares (por ejemplo, CREB) 
(Imagen obtenida de Kirschner y col. (2009)). 
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1.8. PKA y regulación 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 fosforilación 

directa que realiza sobre Atg13, un regulador de la actividad quinasa de Atg1, lo que 

controla su localización en la estructura preautofagosomal (PAS, estructura equivalente al 

fagoforo en mamíferos) (Seglen y col., 1990; Suzuki y col., 2001). Al realizar 

experimentos con fosfatasas, la señalización de Atg13 se perdía, pero al incubar con PKA 

y ATP, esta señalización se restaura. En experimentos in vivo, al aumentar la actividad de 

PKA, aumentó la señalización de Atg13. Estos resultados dan cuenta de que Atg13 es un 

sustrato de PKA (Budovskaya y col., 2005; Stephan y col., 2009). Además, se ha visto 

que al inactivar PKA se produce una relocalización de Atg1 desde el citoplasma hacia el 

PAS y se induce la autofagia, lo cual es precedido por una pérdida en la fosforilación de 

Atg13, proteína que también se relocaliza en el PAS una vez que se inactiva PKA. Por lo 

tanto, PKA inhibe la asociación Atg1-PAS (Budovskaya y col., 2005) sugerentemente por 

la fosforilación de Atg13  (Stephan y col., 2009). 

Por otra parte, se ha observado que las principales vías reguladoras que promueven 

la inducción de la autofagia convergen en la lipidación covalente de LC3. Al igual que 

ocurre con su homólogo Atg8, LC3 se escinde para liberar una glicina en el carboxilo 

terminal que es necesaria para la conjugación tras la inducción de la autofagia, lo cual es 

esencial para la formación 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 líneas celulares (HeLa y SH-SY5Y) como en neuronas. Al 

inducir la autofagia con rapamicina, observaron un aumento de vacuolas autofágicas 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 inducción de la autofagia. En ensayos in vitro y mediante espectrometría 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 proteínas autofágicas y en diferentes etapas de este 

proceso: la inhibición temprana de la autofagia dada por la modulación de Atg1 y Atg13 

y una inhibición más tardía fosforilando a LC3. 

 

1.9. Modelo de estudio y planteamiento de la hipótesis. 

En nuestro grupo, se ha estudiado el proceso de autofagia en la línea celular VSMC 

de aorta de rata A7r5, induciendo este mecanismo por PDGF-BB, TNF-a o privación de 

suero (Norambuena, 2015; García, 2016). Además, se ha demostrado la expresión de 

GLP-1R en estas células y los diferentes efectos que genera la unión de este receptor con 

su agonista GLP-1, tanto en la prevención de la autofagia inducida por diversos estímulos, 

como en el metabolismo mitocondrial (Morales y col., 2014; Norambuena, 2015). Estos 

efectos de GLP-1 estarían mediados a través de la vía de señalización 

GLP-1R/AMPc/PKA (Morales y col., 2014). 

Por lo tanto, y pesar de los enormes esfuerzos en las últimas décadas, las 

enfermedades cardiovasculares siguen teniendo una importante prevalencia en el mundo 

y la búsqueda de nuevos tratamientos sigue siendo un principal objeto de estudio. Dentro 

de esta investigación, GLP-1 surge como un prometedor tratamiento para las 

enfermedades cardiovasculares. Como se mencionó anteriormente, la unión de GLP-1 al 

receptor GLP-1R y la consecuente producción de AMPc que conlleva a la activación de 

PKA, puede ser una vía de control de la autofagia, proceso que se ha visto involucrado en 

variadas ECV. Además, últimamente se ha establecido que GLP-1 puede regular la 

autofagia (Cai y col., 2017). En ese trabajo se demostró que GLP-1 mejora la retinopatía 

diabética en ratas a través de la inhibición de la autofagia vía GLP-1R-ERK1/2-HDAC6 

(Cai y col., 2017). Finalmente, en este Seminario de Título se plantea que GLP-1 a través 

de la vía GLP-1R/PKA inhibiría la autofagia a través de la fosforilación de la proteína 

LC3. 
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2. HIPÓTESIS 

 
El péptido similar a glucagón-1 inhibe la macroautofagia a través de la fosforilación de 

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

 

3. OBJETIVO GENERAL 

 
Determinar si el péptido similar a glucagón-1 (GLP-1) inhibe la macroautofagia a través 

de la fosforilación de LC3 por la proteína kinasa A (PKA) en células musculares lisas 

vasculares (VSMC).  

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1. Determinar si el péptido similar a glucagón-1 inhibe la macroautofagia en células 

musculares lisas vasculares. 

2. Evaluar la participación de proteína kinasa A en la inhibición de la macroautofagia por 

GLP-1 en células musculares lisas vasculares.  

3. Determinar si GLP-1 induce la fosforilación de LC3 dependiente de proteína kinasa A 

en células musculares lisas vasculares.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Modelo de estudio y cultivo celular 

Para la realización de este Seminario de título, se utilizó la línea celular A7r5 

derivada de aorta torácica de rata (ATCC CRL-1444). Las células se crecieron en medio 

de cultivo Dulbecco Eagle modificado (DMEM) alto en glucosa (25 mM), suplementado 

con NaHCO3 (1,2 µg/L), suero fetal bovino (10% [v/v] FBS) y piruvato (110 g/mL). Las 

células se mantuvieron en incubadores termorregulados a 37 ºC en una atmósfera 

humedecida con 5% (v/v) de CO2 en aire. Las células se utilizaron como máximo hasta el 

pasaje 10 (cantidad de veces que fueron plaqueadas) y se descartaron si su morfología 

cambiaba. 

Las células se plaquearon al alcanzar un 80% de confluencia utilizando tripsina 

(0,3% [p/v]) en una solución de amortiguador fosfato con etilendiaminotetracetato 

(EDTA) 0,025% libre de Ca2+-Mg2+, traspasándolas a nuevas placas de cultivo con medio 

DMEM + 10% FBS. 

 

5.2. Tratamiento de células 

a) Inducción de la autofagia 

Las células se sembraron en placas de 60 o 35 mm. Cuando alcanzaron el 80% de 

confluencia, se cambió el medio de cultivo por medio DMEM sin suero o por el medio 

RPMI 1640 (medio sin glucosa), previamente ambientados en un baño termorregulado 

a 37 ºC, y se mantuvieron en el incubador por 4 h. 

b) Detención del flujo autofágico 

Con la finalidad de detener el flujo autofágico, se utilizó cloroquina (CQ, 30 µM), 

compuesto que inhibe la unión del autofagosoma con el lisosoma. Las células se 

expusieron a CQ por 4 h durante el estímulo. 

c) Estimulación con GLP-1 

Las células se preincubaron 30 min con GLP-1 (100 nM) antes de iniciar los estímulos 

por 4 h. Luego, GLP-1 se mantuvo durante todo el tiempo que duró el experimento. 
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d) Inhibición 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 estímulos. 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 más con GLP-1. 

 

5.3. Preparación 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 estímulo, las células se lavaron 

con una solución de amortiguador fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; 

Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,4) fría y posteriormente se lisaron con 50 µL de 

amortiguador de lisis RIPA (Tris-HCl 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; ácido 

deoxicólico 1%; tritón X-100 1% [v/v]) suplementado con inhibidores comerciales de 

proteasas y fosfatasas (Roche, Alemania). El homogenizado se transfirió a un tubo 

Eppendorf y se centrifugó a 12.000 r.p.m durante 12 min a 4ºC. Se recuperó el 

sobrenadante en un nuevo tubo y se determinó la concentración de proteínas por el método 

Bradford (BioRad protein assay, BioRad, Hercules, CA, EEUU). Finalmente, el extracto 

se desnaturó a 95ºC por 5 min en amortiguador dodecil sulfato de sodio (SDS)-

electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) 4x (Tris-HCl 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 proteínas 

Las proteínas se separaron en base a su masa molecular mediante SDS-PAGE. En 

todos los casos, se cargaron 30 µg de extracto proteico total. El gel concentrador se 

preparó al 3% [p/v] y el separador al 15% [p/v] de poliacrilamida. La electroforesis se 

realizó 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 
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electroforética. Finalizada la electroforesis, las proteínas se electrotransfirieron a una 

membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (BioRad, Hercules, CA, EEUU) de 0,45 

µm a amperaje constante de 400 mA por 90 min en amortiguador de transferencia (Tris 

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

 

5.5. Western blot 

Luego de la electrotransferencia, las membranas se incubaron con solución de 

bloqueo (amotiguador Tris-borato salino 1x [TBS 1x: 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 agitación suave, con el 

anticuerpo primario correspondiente en la siguiente dilución: anti p62 (ratón, dilución 

1:2.000); anti gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, conejo, dilución 

1:20.000); anti-LC3 (conejo, dilución 1:1.000); anti-p-LC3 (conejo, dilución 1:500), todos 

en solución de incubación (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 ratón, según corresponda, 

conjugado con peroxidasa de rabanito a una dilución de 1:5.000 en solución de 

incubación. Posteriormente, las membranas se lavaron 3 veces y para la detección se 

incubaron durante 1 min en la solución quimioluminiscente para Western blot EZ-ECL y 

se revelaron en el sistema de captura de imágenes Diversity 4 (Syngene). Las imágenes 

digitales se procesaron mediante el programa computacional UN-SCAN-IT gel. Para la 

obtención del blot de LC3 total (LC3 I y II), las membranas ya utilizadas en la obtención 

de LC3 fosforilado se incubaron por 1 h en un buffer de stripping para membranas 

(RestoreTM 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. Transducción adenoviral 

Células A7r5 se sembraron en placas de 35 mm con 3 cubreobjetos a una densidad 

de 4x104 células por placa. 48 h después, se transdujeron con el adenovirus proteína 

fluorescente verde (GFP)-LC3 a una multiplicidad de infección (MOI) de 180 partículas 

virales por célula. El virus fue fabricado en nuestro laboratorio siguiendo el protocolo de 

Sistema de vectores adenovirales AdEasy1 

(https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/240009.pdf). Cabe mencionar la 

expresión 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 explicó anteriormente. Como control de transducción 

se utilizó un adenovirus GFP a la misma MOI. Una vez terminados los estímulos, las 

células se lavaron con PBS 1X (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 

2 mM; pH 7,4) y se incubaron durante 15 min en una solución de paraformaldehído al 4% 

[p/v] en PBS para fijar las células. En paralelo los núcleos se tiñeron con el reactivo 

Hoechst (dilución 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 

láser verde al 5% y potencia del láser azul al 4%; con una ganancia de 900 para el color 

verde y ganancia de 570 para el color azul. Cabe destacar que las imágenes de las Figuras 

11 y 12 se adquirieron con un zoom de 1,0 y con el lente 63x. Se obtuvieron alrededor de 

20 imágenes por cubreobjeto, las cuales se tomaron en el plano medio de cada célula. 

Todos los análisis digitales de las imágenes se realizaron en este corte confocal. 

 

5.7. Análisis digital de imágenes 

Las imágenes obtenidas en el microscopio confocal se analizaron por el programa 

Image J (NIH, EEUU). Los autofagosomas tienen un tamaño aproximado de 0,5 – 1,5 µm 

(Mizushima y col., 2002), por lo tanto, las imágenes se procesaron aplicando un 

Background Substraction de 0,75 µm, de esta manera no se consideraron los objetos 

mayores a 1,5 µm. Utilizando una imagen de referencia, en este caso la condición RPMI 
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+ CQ, se fijó un umbral de fluorescencia, para eliminar del análisis toda fluorescencia 

menor al umbral fijado mediante la condición control. Utilizando la herramienta Analyze 

Particles del programa Image J, se pudo cuantificar el número de vacuolas autofágicas 

que había en cada imagen y, al dividirlo por el número de células, se obtuvo el número de 

vesículas por células. 

 
5.8. Análisis estadístico 

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 vías y la 

prueba post hoc de Holm Sidak para determinar la significancia estadística de los 

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



	
	

21	
	

6. RESULTADOS 

 
6.1. Inducción 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 cambió el medio por 

DMEM + 2% FBS (Norambuena, 2015). Luego de 24 h, se inició la inducción de la 

autofagia por privación 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 esperaría que 

los niveles de LC3 II aumentaran y se alcanzara un máximo de los niveles de esta proteína 

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 autofágicos LC3 II y p62 

a ninguno de los tiempos ensayados.  

 

 
Figura 7. Cinética de inducción de autofagia en células privadas de suero.  
Células A7r5 se cultivaron 24 h con medio DMEM + 2% FBS antes de la inducción 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 utilizó GAPDH como control de carga. En 
la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la 
cuantificación de las señales. 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 vía seguido de un post test Holm 
Sidak.
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Sin embargo, cuando las células además se expusieron a CQ (30 µM), inhibidor 

del flujo autofágico, los niveles de LC3 II a las 0 h de inducción 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 

disminución del contenido de FBS de 10% a 2% podría estar aumentando los niveles 

basales de autofagia en las células A7r5. Esta activación basal de la autofagia impediría 

observar los efectos de inducción de la autofagia por privación de glucosa en estas células.  
 

 
 
Figura 8. Cinética de inducción de autofagia y detención del flujo autofágico en células privadas de 
suero.  
Células A7r5 se cultivaron 24 h con medio DMEM + 2% FBS antes de la inducción de la autofagia con 
medio RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h. Para determinar el flujo autofágico, las células se expusieron a 30 µM 
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 utilizó GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra 
una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificación de las señales. 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 vía seguido de un post test Holm Sidak.  
 
 

Para evitar la inducción de autofagia por privación de suero, se probó mantener las 

células en medio DMEM + 10% FBS hasta que estuvieran listas para ser estimuladas. De 

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

tienden a disminuir a medida que aumentó el tiempo de privación de glucosa.  

 

 
 

Figura 9. Cinética inducción de autofagia en células no privadas de suero.  
Células A7r5 se mantuvieron en medio DMEM + 10% FBS hasta la inducción 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 utilizó GAPDH como control de carga. En la parte 
superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificación 
de las señales. 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 vía seguido de un post test Holm 
Sidak. 
 
 

Cuando las células se tratan con CQ, se espera ver una acumulación de los niveles 

proteicos de LC3 II, debido a que CQ bloquea su degradación. Tal como se muestra en la 

Figura 10A, los niveles de LC3 II presentan un leve aumento a las 2 y 4 h de inducción. 

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 inducción de autofagia y detención del flujo autofágico en células no privadas 
de suero.  
Células A7r5 se mantuvieron en medio DMEM + 10% FBS hasta la inducción de la autofagia con medio 
RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h, en presencia de 30 µM de CQ. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos 
se sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 I, LC3 II y p62. Se utilizó GAPDH como 
control de carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la 
parte inferior, la cuantificación de las señales. 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 vía seguido de 
un post test Holm Sidak. p < 0,05. 
 
 
 

Con los niveles proteicos de los marcadores autofágicos LC3 II y p62, se estimó 

que el tiempo óptimo para evaluar la autofagia en las células A7r5 estaría entre las 2 o 4 

h. Sin embargo, como estos datos no resultaron del todo concluyentes, se procedió a 

evaluar la formación de vesículas autofágicas a través de la transducción de células A7r5 

con un adenovirus GFP-LC3, lo cual permite la observación de autofagosomas por medio 

de microscopía de fluorescencia. Si la autofagia se encuentra activa, se espera ver un 

aumento de puntos verdes que representan vesículas autofágicas formadas, mientras que 

en la condición control solo se esperaría ver un fondo verde sin el patrón punteado. 

En la Figura 11, se observan imágenes representativas de la cinética realizada de 

0 a 6 h de privación de glucosa. Se aprecia que a las 4 h de privación hay un aumento de 

autofagosomas (puntos verdes) en comparación con la condición control (0 h) y el resto 

de los tiempos estudiados (2 y 6 h). 
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Figura 11. Cinética de inducción de autofagia y evaluación de formación de vesículas.  
Células A7r5 se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180. Luego de 24 h, se inició la 
inducción de la autofagia con medio RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h. Posteriormente, se tomaron imágenes 
usando microscopía confocal. Se muestran imágenes representativas para cada condición. En el inserto se 
muestra una amplificación de la zona demarcada para mostrar el detalle de los autofagosomas. Los núcleos 
se tiñeron con Hoescht. La observación de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofágicas 
positivas. Barra de escala, 10 µm. Los resultados corresponden a la realización de un experimento (n = 1),  
~20 células analizadas por condición. Estos resultados se analizaron solo de manera cualitativa. 
 

Al detener el flujo autofágico con CQ, se observa la acumulación de vesículas 

autofágicas en las condiciones de 4 y 6 h (Figura 12) en comparación al control. Además, 

al comparar estas imágenes con las de la Figura 11, se aprecia que en ambas condiciones 

se detecta mayor acumulación de vesículas autofágicas a las 4 h. 
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Figura 12. Cinética de detención del flujo autofágico y evaluación de formación de vesículas.  
Células A7r5 se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180. Luego de 24 h, se inició la 
inducción de la autofagia con medio RPMI 1640 por 0, 2, 4 y 6 h en presencia de CQ (30 µM) por 4 h. 
Posteriormente, se tomaron imágenes usando microscopía confocal. En el inserto se muestra una 
amplificación de la zona demarcada para mostrar el detalle de los autofagosomas. Se muestran imágenes 
representativas para cada condición. Los núcleos se tiñeron con Hoescht. La observación de puntos de 
GFP-LC3 indica la presencia de células autofágicas positivas. Barra de escala, 10 µm. Los resultados 
corresponden a la realización de un experimento (n = 1), ~20 células analizadas por condición. 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 

inducción de la autofagia (Figura 10) y una gran acumulación de vesículas autofágicas al 

mismo tiempo de estímulo, se escogió 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 realizó fue un control para evaluar la activación de la autofagia 

y la acumulación de los niveles proteicos de LC3 II. Si la autofagia está activa, al inhibir 

el flujo autofágico con CQ, los niveles de LC3 II deberían aumentar. Tal como se 

esperaba, los niveles de LC3 II aumentan significativamente tanto en condiciones basales 

(DMEM + 10% FBS) como en condiciones de privación 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 razón, de ahora en adelante sólo se mostrarán los resultados 

obtenidos con el marcador de autofagia LC3 II. 

 
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 µM). Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar 
los niveles de LC3 I, LC3 II, p62. Se utilizó GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra 
una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificación de las señales. 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 vías seguido de un post test Holm Sidak. *p < 0,05; 
***p<0,001. 
 

Debido a los resultados anteriores, se experimentó 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 privación de glucosa. Todos los experimentos se realizaron bajo las siguientes 
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condiciones experimentales: control, GLP-1 (100 nM), CQ (30 µM) y CQ + GLP-1. Si 

GLP-1 inhibe la autofagia, la acumulación 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, además, 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 autofágico. 

 

 
Figura 14. GLP-1 inhibe la acumulación de LC3 II.  
Células A7r5 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 µM) o CQ + GLP-1 durante todo el experimento. Posteriormente, 
los extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 I y LC3 II. 
Se utilizó GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los 
blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificación de las señales. A) Autofagia basal. n = 8. B) Autofagia 
inducida por privación de nutrientes. n = 6. Los resultados corresponden al promedio ± SEM y se analizaron 
usando ANOVA de dos vías 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 formación de vesículas autofágicas. Éstas se 

observan como puntos debido a la acumulación de GFP-LC3 en las membranas de los 

autofagosomas. Es importante señalar que las imágenes mostradas corresponden a las 
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originales. Sin embargo, para poder contabilizar la cantidad de autofagosomas las 

imágenes tuvieron que ser procesadas, tal como se explicó en la sección Materiales y 

Métodos. Si GLP-1 inhibe la autofagia, la cantidad de autofagosomas debería 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 disminuyó 

el número de vesículas formadas por célula (Figura 15). Este dato es consistente con la 

disminución de los niveles proteicos de LC3 II que se observó en la Figura 14A. Esto 

confirma que GLP-1 tiene un efecto inhibitorio sobre la formación 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 número de vesículas autofágicas en comparación con el 

control (Figura 16). Al tratar las células con CQ, tampoco se observó un cambio 

significativo en la formación de vesículas autofágicas comparándolo con la condición 

control. Sin embargo, se aprecia una tendencia a la disminución del número de vesículas 

autofágicas en la condición 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 formación de autofagosomas en la autofagia basal.  
Células A7r5 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 estímulos por 4 h con CQ (30 µM). Posteriormente, se 
tomaron imágenes a través de microscopía confocal. Los núcleos se tiñeron con Hoescht. La observación 
de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofágicas positivas. Barra de escala, 10 µm. 
A) Imágenes representativas. B) Cuantificación del número de vesículas por célula. n = 6, ~150 células 
analizadas por condición. En el gráfico izquierdo se muestra el número de vesículas por célula y en el gráfico 
derecho los resultados están expresados como veces de cambio respecto al control. Los resultados 
corresponden al promedio ± SEM y se analizaron usando ANOVA de dos vías seguido de un post test Holm 
Sidak. *p<0,05.  
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Figura 16. GLP-1 inhibe formación de autofagosomas en la autofagia inducida.  
Células A7r5 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 estímulos por 4 h con RPMI 1640 y CQ (30 µM). 
Posteriormente, se tomaron imágenes a través de microscopía confocal. Los núcleos se tiñeron con Hoescht. 
La observación de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofágicas positivas. Barra de escala, 
10 µm. A) Imágenes representativas. B) Cuantificación del número de vesículas por célula. n = 3, ~150 
células analizadas por condición. Los resultados corresponden al promedio ± SEM y se analizaron usando 
ANOVA de dos vías 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 cuantificación 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 además puede inhibir la autofagia 

inducida por privación de glucosa en VSMC. No obstante, este efecto no es claro ya que 

no se pudo reproducir determinando el número de vesículas autofágicas por célula (Figura 

16B). 

 

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

Como se mencionó anteriormente, GLP-1 activa a PKA mediante la vía GLP-

1R/cAMP/PKA. Además, se ha demostrado que PKA inhibe la autofagia fosforilando 

proteínas 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 podría estar inhibiendo la autofagia en 

VSMC a través de la activación de PKA. Para demostrar lo anterior, se pretrataron células 

A7r5 por 30 min con H-89, el inhibidor farmacológico de PKA, antes de ser estimuladas 

con GLP-1. 

Si la inhibición de la autofagia por GLP-1 ocurre vía PKA, la disminución en los 

niveles de LC3 II debiese revertirse cuando se inhibe esta quinasa con H-89. En estas 

condiciones, los niveles del marcador autofágico debiesen ser similares a los niveles en la 

condición control. 

En la Figura 17A se muestra el control realizado para validar que el proceso 

autofágico 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 biológico mostrado en el blot es claro. Dado que el control 

funcionó, es posible evaluar qué efectos genera la inhibición 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 autofágico vía 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 µM) por 4 h. Posteriormente, los 
extractos proteicos obtenidos se sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 I y LC3 II. Se 
utilizó GAPDH como control de carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los 
blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificación de las señales. A) Control activación del flujo 
autofágico. B) Inhibición de PKA por H-89. Los resultados corresponden al promedio ± SEM de 4 
experimentos independientes y se analizaron usando ANOVA de dos vías seguido de un post test Holm 
Sidak. 
 

En la Figura 18 se observan la cantidad de vesículas autofágicas bajo las mismas 

condiciones de estímulo. 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 disminución no ocurrió. Esto sugiere que la 

inhibición de la formación 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 disminución en los niveles proteicos de LC3 II 

generados por el tratamiento con GLP-1 en VSMC se recupera cuando estas células están 

expuestas a H-89 (Figura 17), así como también el número de vesículas autofágicas tiende 

a disminuir al tratar con GLP-1 (estadísticamente 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 formación de autofagosomas vía PKA en la autofagia basal.  
Células A7r5 se transdujeron con el adenovirus GFP-LC3 a una MOI de 180 partículas 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 µM) por 4 h. Posteriormente, se tomaron imágenes a través de microscopía confocal. Los núcleos fueron 
teñidos con Hoescht. La observación de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofágicas 
positivas. Barra de escala, 10 µm. A) Imágenes representativas. B) Cuantificación del número de vesículas 
por célula. n = 3, ~150 células analizadas por condición. Los resultados corresponden al promedio ± SEM 
y se analizaron usando ANOVA de dos vías seguido de un post test Holm Sidak.   
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De manera análoga al experimento sobre la autofagia basal, se evaluó el flujo 

autofágico en la autofagia inducida por privación 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 procedió a evaluar el rol de PKA en el proceso autofágico, 

inhibiendo esta proteína 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 realizó el efecto observado 

anteriormente cuando PKA estaba inhibida (Figura 19B). Sin embargo, estos resultados 

son poco concluyentes y requieren de mayor investigación para determinar si GLP-1 actúa 

vía GLP-1R/PKA en condiciones de privación de glucosa. 

 

 
Figura 19. GLP-1 inhibe el flujo autofágico vía PKA en la autofagia por privación de glucosa.  
Células A7r5 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 µM) por 4 h. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se 
sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 I y LC3 II. Se utilizó GAPDH como control de 
carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, 
la cuantificación de las señales. A) Control activación del flujo autofágico. B) Inhibición de PKA por H-89. 
Los resultados corresponden al promedio ± SEM de 3 experimentos independientes y se analizaron usando 
ANOVA de dos vías seguido de un post test Holm Sidak.   
 

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

significativas en el número de vesículas autofágicas por célula entre la condición control 
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CQ y CQ + GLP-1. Sin embargo, se apreció un leve aumento de estas vesículas en las 

condiciones con H-89. Esto puede ocurrir debido a que, como se señaló anteriormente, se 

ha reportado que PKA inhibe la autofagia a través del bloqueo del complejo ULK1/Atg13, 

por lo que es de esperar que si se inhibe dicha quinasa la autofagia se vea favorecida. 

Por lo tanto, según lo observado en la Figura 19, GLP-1 puede tener efectos en el 

flujo autofágico provocado por la privación de glucosa en células VSMC. No obstante, 

estos efectos no son claros al momento de evaluar la formación de autofagosomas (Figura 

20). 

 



37	
	

	
	

 
Figura 20. GLP-1 no disminuye la formación de autofagosomas en condiciones de privación de 
glucosa.  
Células A7r5 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 µM) por 4 h. 
Posteriormente, se tomaron imágenes a través de microscopía confocal. Los núcleos se tiñeron con Hoescht. 
La observación de puntos de GFP-LC3 indica la presencia de células autofágicas positivas. Barra de escala, 
10 µm. A) Imágenes representativas. B) Cuantificación del número de vesículas por célula. n = 3, ~150 
células analizadas por condición. Los resultados corresponden al promedio ± SEM y se analizaron usando 
ANOVA de dos vías seguido de un post test Holm Sidak.   
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6.4. La inhibición de la autofagia por GLP-1 vía GLP-1R/cAMP/PKA no ocurre 

por fosforilación de LC3 

El último objetivo de este proyecto es evaluar si GLP-1 induce la fosforilación, y 

consecuente inhibición, de la proteína LC3 por la PKA. Para esto, se evaluaron los niveles 

proteicos de LC3 fosforilado (p-LC3) bajo las mismas condiciones experimentales del 

objetivo anterior. 

 

Según la literatura, PKA fosforila a LC3 en serina 12 (Cherra y col., 2010). Esta 

fosforilación es inhibitoria, impidiendo que esta proteína sufra las modificaciones post-

traduccionales que permiten el paso de LC3 a LC3 I y su lipidación a LC3 II (Cherra y 

col., 2010). Esta última proteína es la que se recluta para la enlongación de la doble 

membrana del autofagosoma, por lo que este proceso tampoco podría ocurrir (Cherra y 

col., 2010). Por lo tanto, si GLP-1 induce esta fosforilación, los niveles de p-LC3 deberían 

estar aumentados en la condición con GLP-1 con respecto al control. Este aumento no 

debería verse cuando PKA esté siendo inhibida por H-89. Sin embargo, y como se observa 

en la Figura 21, el efecto esperado no se observó en las condiciones basales (Figura 21A), 

ni bajo la privación de glucosa (Figura 21B). Contrario a lo que se esperaba, los niveles 

de p-LC3 son menores en condiciones con GLP-1. Además, 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 fosforilación de LC3 en el tiempo evaluado. 
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Figura 21. GLP-1 no induce la fosforilación de LC3 por PKA en VSMC.  
Células A7r5 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 µM) 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 utilizó GAPDH como control de carga. En la parte 
superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, la cuantificación 
de las señales. En A) evaluación de la fosforilación de LC3 en condiciones basales (n = 4) y en B) bajo 
privación de glucosa (n = 3). Los resultados corresponden al promedio ± SEM y se analizaron usando 
ANOVA de dos vías seguido de un post test Holm Sidak.   
 

 

No obstante, cabe destacar que el tiempo al cual se evaluó la fosforilación de LC3 

fue a las 4 h de estímulo. Para tener la certeza de que GLP-1 induce o no la fosforilación 

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

 

Como se probó en los experimentos anteriores, se sugiere que GLP-1 genera 

efectos inhibitorios en el flujo autofágico y en la formación de autofagosomas en 

condiciones basales y en privación de glucosa en VSMC. Esta inhibición de la autofagia 

puede ser dependiente de PKA en condiciones basales. Sin embargo, esta inhibición no 

ocurriría por fosforilación de LC3, evaluado a las 4 h de estímulo. 
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7. DISCUSIÓN 

A pesar de que la tasa de mortalidad de las enfermedades cardiovasculares ha 

disminuido gracias a la identificación de los factores de riesgo y mejoras en el diagnóstico 

e intervenciones quirúrgicas (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 búsqueda de nuevas terapias es fundamental para 

disminuir la cantidad de muertes que se producen año a año y entregar una mejor calidad 

de vida a pacientes que sufren estas patologías. 

Como se mencionó 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 formación de la placa 

aterosclerótica (Sudo y col., 2017). Además, PKA es un regulador negativo de la autofagia 

que fosforila e inhibe a las proteínas ATG y, últimamente, se ha demostrado que puede 

fosforilar a LC3 (Cherra y col., 2010). Por lo tanto, se planteó que GLP-1 inhibe la 

autofagia, mediante un mecanismo dependiente de la fosforilación de LC3 por PKA, en 

VSMC. 

Trabajos anteriores de nuestro grupo había determinado que bajar el porcentaje de 

suero de 10 % a 2 % no inducía la autofagia en las células A7r5, ya que no se observaba 

un aumento en los niveles proteicos de LC3 II (García, 2016). Sin embargo, al detener el 

flujo autofágico mediante el uso de CQ durante la privación de glucosa, se observó que 

los niveles de LC3 II eran mayores al tiempo control (0 h + CQ) que en los demás tiempos 

(Figura 8). Probablemente esto se generó 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 sí cuando el estímulo es prolongado (24 y 48 h). Por 

lo tanto,  esta dificultad no se presentaría al inducir la autofagia con otros estímulos,  como  
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TNF-a o PDGF-BB, y por periodos más largos (Norambuena, 2015; García, 2016), lo que 

podría deberse a una adaptación de las células a un contexto de 2 % FBS. Además, como 

se observa en la Figura 22 del anexo, al tratar las células con otro medio inductor de la 

autofagia (EBSS, medio sin aminoácidos) por 4 h y con rapamicina (inhibidor de mTOR), 

no se observaron cambios en los niveles de LC3 II, lo que estaría apoyando la noción de 

que bajo estas condiciones de disminución del contenido de suero las células no responden 

a otros estímulos de inducción de autofagia. Por lo tanto, en este trabajo, se experimentó 

en condiciones de medio suplementado con 10% FBS. Bajo este nuevo contexto, al 

detener el flujo autofágico con CQ, se observó una tendencia al aumento de los niveles de 

los marcadores autofágicos a las 4 h. Debido a lo poco concluyente estos resultados, se 

realizó una cuantificación de las vesículas autofágicas. Con el objeto de marcar 

selectivamente las vesículas autofágicas se realizó una sobreexpresión de GFP-LC3 

mediante transducción adenoviral. Esta proteína es expresada en el citosol, observándose 

una marca verde difusa en toda la célula. Sin embargo, cuando se induce la autofagia, el 

GFP-LC3 se relocaliza en las vesículas autofágicas. Esta relocalización permite la 

concentración de la marca en forma de puntos de color verde intenso (Salabei & Hill, 

2013). Usando esta metodología se observó un aumento en el número de vesículas 

autofágicas entre las 4 y las 6 h. Como era de esperar, la acumulación de estas vesículas 

se incrementó al tratar las células con CQ, sugiriendo una acumulación aún 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 relocalización de la proteína GFP-LC3 concentraría la marca verde 

distribuida en todo el volumen del citoplasma en vesículas de pequeño tamaño, 

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 

proteína GFP-LC3 es degradada normalmente por la autofagia, perdiéndose fluorescencia 

verde. Cuando este proceso se detiene usando CQ, la proteína GFP-LC3 se acumula, 

incrementando la fluorescencia total en la célula. Por esta razón, en este tipo de 
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experimentos, se evalúa el número 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 estimulación con CQ, 

como era de esperar, observamos que los niveles de LC3 II son mayores cuando se detiene 

el flujo autofágico. Sin embargo, la acumulación de este marcador fue mayor en la 

condición basal (DMEM + 10 % FBS) que en la condición de privación de glucosa (RPMI 

1640) (Figura 13A). Este resultado sugiere fuertemente que la autofagia basal estaría 

elevada en las células A7r5. Interesantemente, al medir los niveles de LC3 II en líneas 

celulares de músculo 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 privación de nutrientes, este proceso 

puede estar activo en células de músculo 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 autofágico con CQ (Figura 13B). Esto 

puede ocurrir por el control de síntesis que posee la proteína, la cual se detiene cuando se 

alcanzan ciertos niveles basales (García, 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 identificación de los mecanismos moleculares 

por los cuales ocurre el cambio fenotípico en las VSMC (Owens y col., 2004; Mack, 

2011). Como se mencionó anteriormente, la autofagia influye en la plasticidad de las 

VSMC (Salabei & Hill, 2013). Sin embargo, dependiendo de cómo se active este proceso 

catabólico, se desencadenarán 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 contráctil y quiescente 

(Martin y col., 2007). Esto último pareciera contradecir el principio de este trabajo, donde 

proponemos que la autofagia induciría la desdiferenciación de las VSMC. No obstante, en 

otro trabajo donde utilizaron PDGF como inductor del cambio fenotípico de estas células, 
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observaron que el proceso autofágico es esencial para que se produzca la 

desdiferenciación de las células de músculo liso, pasando desde un fenotipo contráctil y 

quiescente a uno sintético y migratorio (Salabei y col., 2013). En este trabajo, los 

resultados sugieren fuertemente que la maquinaria contráctil es degradada a partir del 

proceso autofágico (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 

activación ocurre por dos vías distintas. 

En el primer caso, al inhibir a mTOR y a su efector S6K1, rapamicina alivia la 

represión que sufre el receptor de insulina sustrato-1 (IRS-1), facilitando la activación de 

PI3K y Akt en respuesta a insulina o al factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1) 

(Hayashi y col., 1999). La activación del receptor de IGF-1 por PI3K y Akt, es un 

mecanismo importante de la diferenciación 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 vía de señalización 

PI3K/Akt que está activando la rapamicina, conlleva a la diferenciación en las células de 

músculo liso. Asimismo, IGF-1 no produce desdiferenciación en VSMC pues, a diferencia 

de otros factores de crecimiento como PDGF que activan ERK, este factor activa la vía 

PI3K/Akt (Martin y col., 2007). 

En cambio, en el segundo caso, PDGF al unirse a receptores de superficie, activa 

varias vías de señalización intracelular que conducen a la regulación de la expresión 

génica y de la función celular. El resultado de esto es una disminución de la abundancia 

de las proteínas contráctiles y un crecimiento en la expresión de proteínas sintéticas 

(Panda y col., 1997; Owens y col., 2004). Además, este factor de crecimiento activaría el 

cambio fenotípico a través de la vía ERK (Martin y col., 2007). 

Finalmente, no basta con activar un proceso para producir el cambio deseado. En 

este caso, la activación de la autofagia puede llevar a la desdiferenciación de las VSMC, 

como en el caso de la estimulación por PDGF, o ser una consecuencia del proceso de 

diferenciación, como en el caso del tratamiento con rapamicina. Por lo tanto, la regulación 

del proceso autofágico es fundamental para la plasticidad de las VSMC, pero dependiendo 

de la vía por el cual se active este proceso, generará 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 

privación 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 acumulación disminuye 

significativamente alrededor de un 30 % (Figura 14A). Además, cuando se evaluó la 

formación de autofagosomas (Figura 15), el tratamiento con GLP-1 disminuyó la cantidad 

de vesículas formadas (condición CQ + GLP-1) en comparación con el control (condición 

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 información 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 

ateroscleróticas de conejos con hiperlipidemia hereditaria (Sudo y col., 2017). Los 

resultados del grupo de Hirayama muestran que GLP-1, además de inhibir la absorción de 

triglicéridos (Qin y col., 2005) y reducir los niveles de triglicéridos séricos (Song y col., 

2015), inhibe la formación de la placa aterosclerótica, inhibe su progresión y promueve 

su estabilización (Sudo y col., 2017). Por lo tanto, los efectos inhibitorios de GLP-1 sobre 

la placa de ateroma han sido probados y continúan en estudio, no obstante, no han 

estudiado el mecanismo por el cual estos efectos se llevarían a cabo, pero nuestros 

resultados sugieren que sería a través del proceso autofágico. 

Por otra parte, cuando se indujo la autofagia por privación 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 formación de vesículas autofágicas en las mismas condiciones, se observó una 

tendencia a disminuir la cantidad de autofagosomas cuando las células se expusieron a 

GLP-1 en comparación a la condición con CQ, pero esta baja no es significativa (Figura 

16). Por lo tanto, puede que GLP-1 inhiba la autofagia por privación de glucosa, pero los 

resultados no son tan sólidos como en el caso de la autofagia basal.  
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Para dilucidar si los efectos inhibitorios de GLP-1 sobre la autofagia ocurrían vía 

PKA, se utilizó el inhibidor H-89. La disminución 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 bloqueó PKA (Figura 17B). También se revirtió la disminución en la 

cantidad de los autofagosomas inducida por GLP-1 cuando se realizó 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 mencionó 

anteriormente, al unirse con su receptor y estimular la producción de AMPc, GLP-1 activa 

PKA (Holz, 2004). Además, nuestro grupo ya probó que GLP-1R está 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 información.  

En el caso de la autofagia inducida, los niveles de LC3 II muestran una leve 

disminución 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 formación de autofagosomas, 

no hubo diferencias significativas bajo ninguna condición (Figura 20). Por lo tanto, si 

GLP-1 inhibe la autofagia inducida por privación de glucosa, no lo realiza a través de la 

PKA. Se ha establecido que la proteína quinasa activada por AMP, AMPK, se activa 

cuando la relación AMP/ATP aumenta debido al estrés provocado, por ejemplo, cuando 

hay bajos niveles de glucosa (Nagata & Hirata, 2010). Esto activa el mecanismo de 

regulación mTOR/S6K que, junto con otros estímulos, activan la autofagia (Nagata & 

Hirata, 2010). Según los resultados obtenidos en este trabajo, si GLP-1 está ejerciendo un 

control en la autofagia inducida por privación de glucosa, no ocurre mediante PKA y 

podría estar ocurriendo a través de AMPK, por lo tanto, se requiere de mayor 

investigación. 

Como fue mencionado con anterioridad, una vez que GLP-1 se une a su receptor, 

la señal se amplifica y diversifica, induciendo la producción de AMPc lo que lleva a la 

activación de PKA (Holz, 2004). A su vez, esta proteína quinasa puede fosforilar e 

inactivar a LC3, inhibiendo la autofagia (Cherra y col., 2010). Por lo tanto, teóricamente 

GLP-1 debería aumentar la fosforilación de LC3 si es que el mecanismo de inhibición de 

la autofagia ocurriese por esta vía GLP-1R/AMPc/PKA. No obstante, los resultados de la 
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medición 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 privación de glucosa (Figura 

21A y B). Además, al inhibir la PKA con H-89, se esperaría que los niveles de p-LC3 

disminuyeran. Sin embargo, por el contrario, en la condición control con H-89 los niveles 

de fosforilación no disminuyeron y, curiosamente, solo disminuyeron en la condición de 

H-89 + GLP-1. Este último resultado fue bastante inesperado, por lo que requiere mayor 

investigación. 

A pesar de los antecedentes recientes que postulan una regulación de la autofagia 

por PKA vía fosforilación de LC3 (Cherra y col., 2010), esta no necesariamente ocurre en 

todos los tipos celulares. En efecto, esto se probó en líneas celulares de cáncer y en 

neuronas, contextos biológicos distintos a las VSMC, por lo que no necesariamente 

ocurrirán las mismas vías de señalización. 

A pesar de que los efectos de GLP-1 vía PKA sobre la autofagia basal en VSMC 

fueron concluyentes, estos no se producen por la fosforilación de LC3. El blanco sobre el 

que actúa PKA para inhibir finalmente la autofagia en VSMC es aún desconocido y 

requiere de mayor estudio. Por otro lado, la manera en que GLP-1 regularía la autofagia 

en condiciones deficientes de glucosa tampoco está 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 investigación clínica (Sudo y col., 2017). 
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8. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES 

GLP-1 disminuye el flujo autofágico, tanto en condiciones basales como en 

contextos de privación de glucosa. 

GLP-1 disminuye la formación de autofagosomas en condiciones basales. En 

condiciones de privación 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 

activación de la PKA en VSMC. Sin embargo, la implicancia de la vía GLP-1R/PKA 

sobre la autofagia inducida por privación de glucosa, requiere de mayor investigación. 

GLP-1 no induce la fosforilación de LC3 a las 4 h de estímulo. Sin embargo, este 

resultado requiere del análisis a tiempos más cortos. 

Por lo tanto, en condiciones basales GLP-1 inhibe la autofagia por medio de un 

mecanismo dependiente de PKA. En contextos de privación de glucosa los resultados 

requieren de mayor estudio para determinar si la inhibición es vía PKA o AMPK. 

Finalmente, la fosforilación de LC3 no se induce a las 4 h de estímulo. 
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10. ANEXOS 

 

Figura 22. Inducción de autofagia en células privadas de suero.  
Células A7r5 se cultivaron 24 h con medio DMEM + 2% FBS antes de la inducción de la autofagia con 
medio EBSS (sin aminoácidos) y Rapamicina por 4 h. Posteriormente, los extractos proteicos obtenidos se 
sometieron a western blot para detectar los niveles de LC3 I y LC3 II. Se utilizó GAPDH como control de 
carga. En la parte superior se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. En la parte inferior, 
la cuantificación de las señales. Los resultados corresponden al promedio ± SEM de 4 experimentos 
independientes y se analizaron usando ANOVA de una vía seguido de un post test Holm Sidak. 
 
 

 
 
Figura 23. Efecto de TNF-α sobre los marcadores de autofagia en las células A7r5.	
A. Cinética. Las células se estimularon con 100 ng/mL de TNF-α durante diferentes tiempos (0, 3, 16, 24 y 
48 h). Los resultados son el promedio ± EEM de 4 experimentos independientes. Análisis estadístico: Anova 
de una vía con post test Dunnett.



	
	

57	
	

 


