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Resumen

Durante la progresion y desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares (ECV), en particular las asociadas con los vasos sanguineos,
las células de la musculatura lisa vascular (VSMC) cambian de fenotipo,
pasando de uno diferenciado a uno desdiferenciado. Las VSMC
desdiferenciadas se caracterizan por tener aumentada la proliferacion,
migracion y la secrecion de matriz extracelular. Este fenotipo es responsable
del estrechamiento y fibrosis de la pared arterial, exacerbando la lesion
vascular. El inicio y progresion de diversas ECV es gatillada por varios
agentes, entre los que se destacan la angiotensina Il, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y TNF-a, que inducen la desdiferenciacion de
las VSMC. EIl sistema renina-angiotensina (RAS) es fundamental en la
fisiologia cardiovascular, controlando la vasoconstriccion, la inflamacion y el
remodelado vascular. Esta constituido por angiotensina | (Ang I), la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), angiotensina Il (Ang 1) y el receptor de
angiotensina Il de tipo 1 (AT1R). Una desregulacién de este sistema contribuye
de forma significativa a la fisiopatologia de las ECV, principalmente producto
de la accion de Ang Il sobre AT1R. También se ha descrito un RAS alterno
gue tiene como componentes a la ECA homdloga (ECA2), angiotensina-(1-7)
[Ang-(1-7)], angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)] y AT2R. Se ha demostrado que este
RAS alterno tiene efectos vasodilatadores, antiproliferativos, antiinflamatorios
y anti-remodelado. Sin embargo, se sabe poco sobre los efectos directos de la
Ang-(1-9) sobre las VSMC. Para dilucidar parte de esta interrogante es que la
hipotesis de este trabajo fue “Angiotensina-(1-9) previene la desdiferenciacion
de las células musculares lisas vasculares inducida por PDGF-BB a traves de
la via AT2R/Akt/FoxO1”. Se plantearon los siguientes objetivos especificos: (1)
Determinar el efecto de angiotensina-(1-9) en el cambio de fenotipo de las
células musculares lisas vasculares inducido por PDGF BB mediante el

receptor AT2. (2) Evaluar el efecto de angiotensina-(1-9) sobre FoxO1 a traves

Xiv



de la inhibicién de Akt en células musculares lisas vasculares. (3) Determinar
la participacion de FoxO1l en el efecto de angiotensina-(1-9) sobre la
desdiferenciacion de las células musculares lisas vasculares inducido por
PDGF-BB.

Para llevar a cabo este trabajo se utiliz6 la linea celular de VSMC A7r5
y cultivos primarios de VSMC de aorta de rata. Inicialmente se realizdé una
curva dosis respuesta, determinando que Ang-(1-9) 1 uM era la dosis mas baja
en presentar efectos antagonicos a PDGF-BB. Ang-(1-9) por si sola, no
modifico la proliferacion ni la migracion basal y tampoco alter6 la cantidad de
proteinas contractiles. Sin embargo, Ang-(1-9) previno la proliferacién inducida
por PDGF-BB medida por ciclo celular, expresion de Ki67 nuclear y de ciclina
total. Ademas, PDGF-BB indujo migracién en las células medida por ensayo
de herida y transwell la cual fue prevenida cuando se incubé previamente con
Ang-(1-9). Por ultimo, PDGF-BB disminuy6 las proteinas contractiles (a-SMA,
SM22 y calponina) en VSMC. Este efecto se previno al preincubar con
Ang-(1-9). Todos estos efectos de Ang-(1-9) se bloguearon cuando se utilizd
un antagonista de AT2R como PD123319. Por otra parte, Ang-(1-9) redujo la
fosforilacién de Akt y FoxO1 a los 30 min, seguido de un aumento del contenido
total de proteina FoxO1 a las 3 horas. Todos estos efectos se bloquearon por
PD123319 y por la sobreexpresion de Akt-Myr (forma de Akt constitutivamente
activa). Finalmente, se demostré la participacion de FoxO1 en los efectos de
Ang-(1-9) utilizando un siRNA contra FoxOl1 o un inhibidor de FoxO1,
AS1842856. Por otra parte, la sobreexpresion adenoviral de FoxO1 imité los
efectos de Ang-(1-9) frente a PDGF-BB. Estos datos sugieren que Ang-(1-9)
previene la desdiferenciacion de las VSMC inducida por PDGF-BB mediante
un mecanismo dependiente de AT2R/Akt/FoxO1. Estos resultados apoyan la
posibilidad de que Ang-(1-9) sea un potencial agente terapéutico para tratar

enfermedades vasculares.
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Abstract

“Effect of the angiotensin-(1-9) on vascular smooth muscle cell

dedifferentiation”

During progression and development of cardiovascular diseases
(CVD), particularly those associated with blood vessels, vascular smooth
muscle cells (VSMC) change their phenotype from differentiated to a
dedifferentiated phenotype. Dedifferentiated VSMC are characterized by
increased proliferation, migration and extracellular matrix secretion. This
phenotype is responsible for narrowing and fibrosis of the artery wall, which
exacerbates the vascular lesion. Several agents have been described to trigger
VSMC dedifferentiation, including angiotensin I, platelet-derived growth factor
(PDGF) and TNF-a. The renin-angiotensin system (RAS) is a key player in the
cardiovascular physiology by controlling vasoconstriction, inflammation and
vascular remodeling. This system includes angiotensin | (Ang I), angiotensin |
converting enzyme (ACE), angiotensin Il (Ang Il), and angiotensin |l type 1
receptor (AT1R). Deregulation of this system significantly contributes to the
CVD physiopathology, mainly due to the action of Ang Il on AT1R. In addition,
a counter-regulatory RAS has been described, which includes the homologous
ACE (ACE2), angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)], angiotensin-(1-9) [Ang-(1-9)] and
AT2R. This counter-regulatory RAS has vasodilatory, anti-proliferative,
anti-inflammatory and anti-remodeling effects. However, little is known about
the direct effects of Ang-(1-9) on VSMCs. To elucidate part of this question, the
hypothesis of this study was “Angiotensin-(1-9) prevents PDGF-BB-induced
dedifferentiation of vascular smooth muscle cells through the AT2R/Akt/FoxO1
pathway”. The following specific objectives were established: (1) To determine
the effect of angiotensin-(1-9) on PDGF-BB induced vascular smooth muscle
cell phenotypic change through the AT2 receptor. (2) To evaluate the effect of

angiotensin- (1-9) on FoxO1 through the inhibition of Akt in vascular smooth
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muscle cells. (3) To assess the participation of FoxO1l1l in the effect of
angiotensin-(1-9) on PDGF-BB-induced vascular smooth muscle cell

dedifferentiation.

This work was carried out using VSMC cell line A7r5 and primary
cultures of rat aorta VSMC. Initially, a dose response curve showed that
Ang-(1-9) 1 uM was the lower dose showing antagonistic effects against
PDGF-BB. Ang-(1-9) alone, did not modify basal proliferation or migration and
did not alter the contractile proteins levels. Nevertheless, Ang-(1-9) prevented
PAGD-BB induced proliferation measured by cell cycle, nuclear Ki67
expression and cyclin D1. In addition, PDGF-BB induced migration in cells
measured by wound healing and transwell assays which was prevented by
previous incubation with Ang-(1-9). Finally, PDGF-BB decreased contractile
proteins levels (a-SMA, SM22 and calponin) in VSMC, an effect that was
prevented by preincubation with Ang-(1-9). All Ang-(1-9) effects were blocked
when an AT2R antagonist, such as PD123319, was used. Furthermore,
Ang-(1-9) reduced Akt and FoxO1 phosphorylation at 30 min, followed by an
increase in total FoxO1 protein levels at 3 hours. All these effects were blocked
by PD123319 and by over-expression of Akt-Myr (a constitutively active form
of Akt). Finally, the participation of FoxOl on Ang-(1-9) effects were
demonstrated by using a siRNA against FoxOl or an inhibitor such as
AS1842856. On the other hand, FoxO1 adenoviral overexpression mimicked
the Ang-(1-9) effects against PDGF-BB. These data suggest that Ang-(1-9)
prevents PDGF-BB-induced VSMC dedifferentiation by an
AT2R/Akt/FoxO1-dependent mechanism. This work support the possibility that
Ang-(1-9) can be used as a potential therapeutic agent to treat vascular

diseases.
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. Antecedentes

I.1. Enfermedades cardiovasculares

El sistema cardiovascular (CV) esta formado por tres componentes: el
corazon, la sangre y los vasos sanguineos. El corazén, es la bomba que
genera la fuerza que impulsa a la sangre hacia las arterias. La sangre es el
tejido conectivo fluido de transporte. El sistema circulatorio es una red de
vasos sanguineos que transporta y distribuye sustancias esenciales a los
tejidos y elimina desechos metabdlicos. Por otro lado, nuestro sistema
circulatorio tiene la funcién de regular la presion con que la sangre llega a cada
uno de los 6rganos del cuerpo, y esto depende de la resistencia que opongan
al flujo de sangre las distintas arteriolas y capilares que preceden a los
organos. Las arterias alejan la sangre del corazén y, a excepcién de la arteria
pulmonar, transportan sangre oxigenada. Los capilares estan constituidos por
paredes delgadas y forman las condiciones propicias para un buen intercambio
de gases dentro de los tejidos [1].

Este sistema ha estado en observacion desde hace mucho tiempo,
debido a que las enfermedades que afectan al corazén o a los vasos
sanguineos, enfermedades cardiovasculares (ECV), son la principal causa de
muerte en Chile y el mundo (Figura 1) [2]. Los principales factores de riesgo
para estas enfermedades son: la dieta malsana, baja actividad fisica, consumo
de tabaco y alcohol. Ademas, también existen los “factores de riesgo
intermediarios” que son: aumentos en la presién arterial, elevados niveles de
carbohidratos y lipidos en sangre, sobrepeso y obesidad. De esta manera, el
riesgo cardiovascular se puede reducir mediante la prevencion de
enfermedades como hipertension, dislipidemia y diabetes [3]. Dentro de las
ECV, el infarto al miocardio y los accidentes cerebrovasculares, dos

enfermedades caracterizadas por sufrir procesos isquémicos, son



responsables de alrededor del 75% de las muertes a nivel mundial [2]. Estos
periodos de isquemia son fendmenos agudos que principalmente se deben a
la obstruccion del flujo sanguineo. Este impedimento al paso de la sangre es
producto de la formacion de depédsitos de grasa (placas de ateroma) en las
paredes de los vasos sanguineos, como consecuencia de enfermedades como
la ateroesclerosis [3]. Por lo tanto, los vasos sanguineos juegan un papel clave

en el desarrollo de las ECV.

10 principales causas de muerte en 2000
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Enfermedades diarreicas

10 principales causas de muerte en 2016
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Fuente: Estimaciones de Salud Global 2016: Muertes por causa, edad, sexo, por pais y por region, 2000-2016. Ginebra, OMS.

Figura 1. Principales causas de muerte segun OMS

Dentro de las principales causas de muerte que se observan a nivel mundial,
las de tipo isquémica lideran la estadistica desde hace 20 afios y han
aumentado en cantidad, pasando de 12 millones en el afio 2000 a 15 millones
en el afio 2016.




[.2. Vasos Sanguineos

El sistema arterial estda compuesto por vasos de conductancia, arterias
de resistencia, arteriolas y capilares [4]. Las arterias de resistencia son las
responsables de la distribucion y del control del flujo sanguineo y de la presion
arterial. Esta presion representa la fuerza ejercida por la sangre sobre las
paredes de los vasos sanguineos y permite el flujo desde las grandes arterias
a los tejidos. Depende de mudltiples factores cuyas alteraciones pueden
producir tanto hipotensién como hipertension [5]. La hipotension, o caida de la
presion arterial, puede llegar a comprometer la irrigacion de los tejidos y su
vitalidad, especialmente en 6rganos como corazén, cerebro, rifion y retina [5].
A su vez, la elevacidon de la presion arterial también puede ser peligrosa a
extremos de comprometer la vida, sobre todo cuando es de instalacion brusca
y rapida (no da tiempo para la generacién de procesos adaptativos) porque
puede generar dafios irreparables y mortales en los mismos Organos

mencionados [6].

Existen tres parametros importantes para regular la resistencia al flujo
de sangre, el diametro de los vasos, el largo de la arteria y la viscosidad de la
sangre [4]. La regulacion del didmetro de los vasos es el factor principal, debido
a la capacidad que tienen las arterias para producir una contraccion ténica de
la musculatura lisa. La presion arterial se mantiene en un estado de equilibrio
debido a procesos de vasoconstriccion y vasodilatacion [7]. La resistencia
periférica se modifica también por alteraciones estructurales de los vasos.
Dado que el flujo sanguineo depende del radio del vaso, una disminucién
progresiva de éste (como es caracteristico en enfermedades como
ateroesclerosis o diabetes) puede originar descontrol en la presion arterial y

ayudar a la formacion de placas de ateroma [7].



Los vasos estdn compuestos por 3 capas (Figura 2): la intima, media
y adventicia. La capa intima estd compuesta por una monocapa de células
endoteliales que se encuentran en contacto directo con la sangre [8]. Estas
células regulan el tono vascular al responder frente a cambios de presion
arterial y secretar sustancias vasorelajantes, como 6xido nitrico (NO),
prostaciclinas o el factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), o
secretando sustancias vasoconstrictoras, como endotelina [8, 9]. Estas
sustancias actian en la tunica media, que esta compuesta principalmente por
células musculares lisas vasculares (VSMC) y fibras de elastina, cuya principal
funcion es la regulacion del tono vascular y la presion arterial a través de
procesos de relajacion o contraccion [8, 9]. La alteracion de esta capa celular
esta involucrada en multiples patologias como la hipertension, aterosclerosis
e infartos [4]. Por dltimo, la adventicia esta compuesta principalmente por
matriz extracelular (MEC), fibroblastos, mastocitos y terminaciones nerviosas

[8].

intima Lamina Media Adventicia
elastica interna

Figura 2. Composicion anatémica de las arterias.

La capa intima estd compuesta por células endoteliales; la capa media por
células musculares lisas vasculares (VSMC); la capa adventicia esta
compuesta por matriz extracelular (MEC) y fibroblastos.



|.3. Células de musculo liso vascular

Las VSMC regulan el diametro de los vasos porque presentan un
fenotipo con capacidad de contraerse. Esta contraccion depende de una
interaccidn entre la a-actina de musculo liso (a-SMA), cadena pesada de
miosina, h-caldesmona y calponina [10, 11]. Por otro lado, estas células
fisiolégicamente poseen la capacidad de proliferar, migrar y secretar MEC.
Estas caracteristicas son necesarias para la reparacion de los vasos
sanguineos luego de un dafio, o para favorecer la formacion de nuevos vasos
sanguineos, proceso conocido como angiogénesis [10]. En condiciones
normales, las VSMC se encuentran en su fenotipo diferenciado en donde,
ademas de poseer una alta capacidad de contraccion, poseen una muy baja
tasa de proliferacion y baja capacidad de secrecién de MEC [12, 13]. Por otro
lado, el fenotipo desdiferenciado tiene como caracteristica una alta tasa de
proliferacion, migracién y secrecion de MEC [12, 13]. Las VSMC presentan
estos dos fenotipos pudiendo cambiar reversiblemente entre uno diferenciado

a otro desdiferenciado.

Este cambio de fenotipo es regulado por distintos factores que
incluyen a fuerzas mecanicas, agonistas contractiles como angiotensina Il
(Ang 1), MEC, especies reactivas de oxigeno (ROS), interacciones entre el
endotelio vascular y las VSMC, hipoxia, factor de crecimiento transformante
B-1 (TGF-B1), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), entre
muchos otros factores [13-15]. Por ende, la capacidad de las VSMC para
contraer, proliferar, migrar y secretar es modificable y depende de una gran
cantidad de agentes [9-11]. Como resultado, las VSMC constituyen elementos
estructurales basicos y funcionales en la regulacion de la actividad de los

vasos sanguineos y su disfuncion lleva a la aparicién de ECV.



I.4. Desdiferenciacion patoldgica

El cambio de fenotipo de las VSMC desde uno altamente diferenciado
a uno desdiferenciado (Figura 3), se ha descrito ampliamente en la progresion
de enfermedades como aterosclerosis, hipertension, estenosis o formacion de
neointima [12, 13, 15]. Existen varios factores que son responsables de este
cambio de fenotipo celular, destacandose el PDGF-BB, TNF-a y Ang Il [16].
Datos obtenidos por nuestro laboratorio, muestran que estas moléculas son
capaces de aumentar la capacidad de migracion, la tasa de proliferacién,
producir un aumento en la secrecion de MEC y también inducir una
disminucién de las proteinas encargadas de la contraccion celular en la linea
celular de VSMC de aorta de rata A7r5 [17, 18]. Sin embargo, la forma en la
gue este cambio sucede y los mecanismos moleculares involucrados, no se
encuentran del todo definidos. Lo que se sabe es que el factor de respuesta al
suero (SRF) regula gran parte de los marcadores de diferenciacién de distintos
tipos celulares [9]. Concretamente en VSMC, la especificidad de diferenciaciéon
de las células es debido a la union del coactivador myocardin a SRF [19].
Debido a que myocardin no tiene capacidad de unirse directamente al DNA,
requiere actuar en conjunto con SRF para asi inducir la transcripcion de genes
que promueven la diferenciacion de las VSMC [9]. Esta interaccion es el punto
de convergencia de la mayoria de las sefiales desdiferenciadoras. Por un lado,
los estimulos como PDGF-BB y Ang Il son capaces de fosforilar a ERK1/2 y
este a su vez fosforilar a Elk-1, el cual compite con myocardin por el sitio con
SRF impidiendo la expresion de marcadores contractiles [20]. Por otro lado,

PDGF-BB también disminuye la expresién de myocardin [21].



PDGF-BB; TNF-a; Ang Il

Diferenciado Diabetes Desdiferenciado
Restenosis
Aterosclerosis

Figura 3. Desdiferenciacién patoldgica de las células musculares lisas
vasculares.

Enfermedades (diabetes, restenosis y aterosclerosis) y hormonas (factor de
crecimiento derivado de plaguetas isoforma BB [PDGF-BB], factor de necrosis
tumoral a [TNF-a], angiotensina Il [Ang Il]) asociadas a la desdiferenciacion de
las células musculares lisas vasculares.

Es por esto por lo que la investigacidbn sobre nuevos agentes que
puedan prevenir este fendmeno y con ello, retrasar el progreso de las distintas
ECV ha sido constante. Sin embargo, debido a que las ECV siguen siendo la
principal causa de muerte, es necesario la exploracion de nuevos agentes
farmacoldgicos para su tratamiento. En este sentido, nuestro laboratorio
trabaja en el descubrimiento de los efectos protectores ligados al péptido
angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)], un nuevo integrante del sistema
renina-angiotensina (RAS) [22].



I.5. Sistema Renina-Angiotensina

El RAS es un componente fundamental de la fisiologia y homeostasis
cardiovascular debido a su influencia en la regulacién del balance electrolitico,

presion arterial, tono y remodelado vascular [22].

La via clasica del RAS (Figura 4) comienza con el angiotensinégeno
generado en el higado, el cual es proteolizado por la renina, una proteasa
liberada desde los rifiones luego de una baja en la volemia o por estimulacion
adrenérgica, generando el péptido de 10 aminoacidos, angiotensina | (Ang 1)
[23]. La enzima convertidora de angiotensina | (ECA) remueve los dos ultimos
aminoéacidos del carboxilo terminal de la Ang |, generando el péptido de 8
aminoacidos, Ang Il. Ang Il ejerce su accion biolégica por unién a los
receptores AT1 (AT1R) y AT2 (AT2R) [23, 24]. Ang |l es el péptido efector mas
importante de la via, regulando la contraccion vascular, crecimiento celular y
liberacion de aldosterona [23]. La aldosterona regula el balance electrolitico
mediante el proceso de reabsorcion de sodio en el rifién [23]. Sin embargo, las
implicaciones fisiologicas de este sistema han continuado expandiéndose con
el tiempo, ya que en adicion al RAS clasico, se han ido reconociendo nuevos
integrantes de este sistema, tales como los péptidos con funcién biolégica
angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] y Ang-(1-9), asi como nuevas enzimas Yy

receptores [25].

El descubrimiento de la enzima convertidora de angiotensina |
homologa (ECA2) (Figura 4), adicion6 mayor complejidad al eje clasico del
RAS [26]. La evidencia actual sugiere un prometedor papel a este nuevo
integrante del RAS, especificamente como un contra-regulador del eje
principal [22]. ECAZ2 difiere de ECA tanto en especificidad de sustrato como en
funcién. ECA2 produce Ang-(1-7) a partir de la hidrolisis de Ang Il y por otro
lado produce Ang-(1-9) a partir de la hidrolisis de Ang I. Ang-(1-9) puede ser



luego transformada a Ang-(1-7) por accion de ECA [26]. Entonces, una
desregulacion en este sistema, aumentando la via clasica o disminuyendo el
eje contra-regulador, puede contribuir de forma significativa a la fisiopatologia

de las enfermedades cardiovasculares [27].

Eje clasico del RAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 449 450 451
DRVY I HP@H@V I H  s(TA
Angiotensindgeno
¢ Renina
DRVMY I HP®HO
Angiotensinal
Eje contra-regulador del RAS
ECA DRVY I HP@H
Angiotensina-(1-9)
NEP
\4
DRVMY I HP@®
Angiotensinall
ECA
\/

DRV Y I HP
Angiotensina-(1-7)

Figura 4. Componentes del Sistema Renina-Angiotensina (RAS).
Péptidos: angiotensinégeno, angiotensina l; angiotensina Il;
angiotensina-(1-9); angiotensina-(1-7); Enzimas: renina, enzima convertidora
de angiotensina | (ECA), enzima convertidora de angiotensina | homdloga
(ECA2), neprilisina (endopeptidasa neutra, NEP). Adaptado de Ocaranza y
cols [22].

[.6. Receptor AT2

El AT2R se ha descrito como el que media, al menos en parte, los

efectos opuestos del AT1R una vez estimulado por Ang Il [28]. EI AT2R se



expresa en cardiomiocitos, fibroblastos, aorta y en arterias de resistencia y
coronarias [29]. Su estimulacién provoca vasodilatacién, disminucion en la
proliferacion y aumento en la apoptosis, ademas, de efectos antiinflamatorios
[22]. Ademas, en vasos sanguineos reduce el remodelado cardiovascular [29].
La activacion de AT2R regula la via NO/cGMP, a través de activacion de la
eNOS [30]. También promueve la activacion de proteinas fosfatasas y la
desfosforilacion de JNK, ERK1/2 y STAT, que se relacionan con sus efectos
antiproliferativos y antiinflamatorios [31-33]. Un efecto mas especifico del
AT2R en las VSMC, es la induccién de la relajacion a través de la inhibicién
de la via RhoA/Rho kinasa [34]. Por otro lado, mediante un ensayo de radio
ligando, Flores-Mufioz y cols. demostraron que Ang-(1-9) se une y activa a

este receptor [35].

[.7. Angiotensina-(1-9)

Existe muy poca informacién con respecto a este péptido de 9
aminoé&cidos originado a partir de la escision de la leucina del carboxilo
terminal de la angiotensina | (1-10) mediante ECAZ2. Inicialmente se pensaba
gue Ang-(1-9) era inactivo y su accién biologica correspondia sélo a ser un
intermediario en la produccion de Ang-(1-7) [26]. Sin embargo, en el afio 1990,
se mostré6 que el tratamiento crénico con inhibidores de la ECA (iECAS)
producia una disminucién en los niveles de Ang Il con un aumento paralelo de
las concentraciones plasmaticas de Ang-(1-9), sin cambio en los niveles de
Ang-(1-7) [36]. Esto permiti6 hipotetizar que el efecto de estos farmacos podria
no estar ligado exclusivamente a la disminucion de la produccion de Ang lI,
sino que también con algun efecto complementario y positivo de la Ang-(1-9).
Ademas, Ang-(1-9) esta presente en voluntarios sanos, en pacientes y en
ratones tratados con IECASs 0 antagonistas de AT1R, y sus niveles circulantes
aumentan en etapas tempranas post-infarto al miocardio [37]. Esto permitio

postular a Ang-(1-9) como un nuevo contrarregulador del eje ECA/Ang Il.
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Actualmente, se ha evidenciado que Ang-(1-9) tiene efectos
antihipertréficos en modelos de infarto en ratas [38], inducido por Ang Il [35] o
por norepinefrina [39]. También se ha mostrado que Ang-(1-9) atenua la
fibrosis inducida en modelos de ratas espontdneamente hipertensas via AT2R
[40]. Recientemente, se ha descrito que la administraciéon de Ang-(1-9)
preserva la funcion cardiaca posterior a un infarto por ligacion de la arteria
coronaria en un modelo de rata [41, 42]. Sin embargo, estos estudios muestran
los efectos del péptido sobre el tejido cardiaco, pero poco se sabe sobre los
efectos que tiene Ang-(1-9) sobre los vasos sanguineos. Ocaranza y cols.
demostraron que Ang-(1-9) previene el remodelado vascular en ratas
hipertensas en un modelo de bomba de infusiébn de Ang Il [43]. Todas estas
evidencias han despertado un gran interés en continuar investigando si este
péptido pudiera llegar a convertirse en una alternativa real como tratamiento o
profilaxis del remodelado cardiovascular. Sin embargo, no existen trabajos que
relacionen Ang-(1-9) con las VSMC, por lo que no se sabe si estos efectos
protectores del remodelado vascular son directos sobre las VSMC o es

indirecto mediado por el control de la presion arterial y la funcién cardiaca.

La via de sefalizacién de Ang-(1-9) no se encuentra bien definida. Si
bien se sabe que sus efectos son mediados por el AT2R [22, 35, 40], la
sefalizacion rio abajo de este receptor luego de su activacién no se conoce
completamente. Recientemente, Mendoza-Torres y cols. mostraron que
Ang-(1-9) induce la fosforilacién de Akt en cardiomiocitos [42]. En base a esto,
y a que no existen antecedentes directos de su accion en VSMC, es que
nuestro laboratorio intenta dilucidar cuales serian los efectos de Ang-(1-9) en
estas células. Los datos obtenidos de forma preliminar por nuestro laboratorio
han mostrado que este péptido es capaz de disminuir la fosforilacion basal de
Akt (Figura 5) en tiempos tempranos (inferiores a una hora). Ademas, rio abajo
de la sefializaciéon de Akt, los niveles proteicos del factor transcripcional

Forkhead box protein O1 (FoxO1) se encuentran elevados (Figura 5). Estos
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hallazgos abren nuevas interrogantes sobre este péptido y su efecto sobre la
diferenciacion de las VSMC y su relacién con FoxOL1.
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Figura 5. Efecto de Ang-(1-9) 100 puM sobre la fosforilacion Akt y FoxO1.

Células A7r5 se trataron con Ang-(1-9) (100 uM) por 0, 0,5, 1, 3,6 y 24 h. Se
prepararon extractos proteicos totales y las proteinas fosforiladas y totales se
determinaron por Western blot. Se utilizd gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga. (A) Akt y (B) FoxO1. Los
paneles superiores muestran geles representativos. Los paneles inferiores
izquierdos muestran las razones (A) p-Akt/Akt y (B) p-FoxO1/FoxOl. Los
paneles inferiores derechos muestran las razones (A) Akt total/ GAPDH y (B)
FoxO1 total/GAPDH. n = 4-5. Promedio + EEM. El andlisis realizado fue un
ANOVA de una via con un post test Holm-Sidak. *p<0,05 vs control.
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[.8. Factor transcripcional FoxO1

FoxO1 es un factor transcripcional de la superfamilia de los forkhead
box, del subgrupo de los factores FoxO. Existen 4 tipos, FoxO1, 3, 4y 6, los
primeros se expresan de forma ubicua en todos los tejidos y FoxO6 se ha visto
solo en sistema nervioso central [44]. Hosaka y cols., usando ratones
knock-out (KO) para FoxO1, FoxO3 y FoxO4, mostraron que el KO de FoxO1
es letal en etapas embrionarias por falta de desarrollo vascular. Los KO de
FoxO3 y de FoxO4, a diferencia del KO de FoxO1, son viables y los ratones
muestran un crecimiento normal en apariencia, en comparacién con los
ratones wild type (wt) [45]. Este estudio muestra la importancia que tiene
FoxO1 en el sistema vascular, por lo que resulta muy interesante que el
péptido Ang-(1-9) pueda afectar de alguna forma sus niveles y su fosforilacién.
FoxO1 se puede regular mediante distintas modificaciones postraduccionales,
siendo las mas estudiadas la fosforilacion, acetilacion y ubiquitinacion [46].
Estas modificaciones pueden activar o inactivar su funcion como factor de
transcripcion. Ademas, permiten el cambio de su localizacion subcelular. La
fosforilacion por Akt en tres sitios distintos (T24, S256 y S319), permite la union
de las proteinas 14-3-3 con la posterior translocacion hacia el citoplasma [44].
Por lo tanto, estas tres fosforilaciones bloquean su accion como factor de

transcripcion, e incluso promueven su degradacion [44].

1.9. FoxO1 en diferenciacién

Se han descrito multiples funciones para el subgrupo FoxO, y en
especifico a FoxOl. Como factor transcripcional es capaz de regular la
expresion de una gran cantidad de genes. Entre estas funciones se ha descrito
gue FoxO1 es capaz de regular el metabolismo, la sobrevida celular a través

de la apoptosis y el ciclo celular [46]. En base a esto ultimo, se ha evaluado la
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funcion de FoxO en el proceso de diferenciacion de mdltiples tipos celulares,
encontrdndose que FoxOl es muy importante en el desarrollo del tejido
hepatico [47], en la diferenciacion del tejido adiposo [48], y la del fibroblasto
cardiaco [49]. Sin embargo, la relevancia de FoxO1l en las VSMC no es del
todo clara. Por otro lado, FoxO puede activar la expresién de myocardin [50].
Como se menciond anteriormente, la regulacion de los niveles de myocardin
es importante para el control de la diferenciacion. Entonces queda planteada
la pregunta de si FoxO1l podria estimular la diferenciacion de las VSMC

regulando la expresion de myocardin.

1.10. FoxO1l en VSMC

Existen pocos reportes sobre la funcion que ejerce FoxO1 en las
VSMC. Shin y cols. y Abid y cols. mostraron que FoxO1 es regulado por Akt
en células vasculares humanas [51, 52]. Recién en el ultimo tiempo se ha
vinculado a FoxO1 con la proliferacion de las VSMC, y tanto en células
humanas vasculares como en células musculares pulmonares, al disminuir los
niveles de FoxO1, las VSMC aumentan la sintesis de DNA vy la proliferacion
[53, 54]. Todos estos efectos, de sefalizacion o como regulador del ciclo
celular, han sido ampliamente descritos en distintos tipos celulares en donde
también FoxO1 regula la diferenciacién [55]. Sin embargo, no hay estudios

sobre la capacidad de FoxO1 de regular la diferenciacién de las VSMC.

En base a estos antecedentes nos realizamos las siguientes preguntas:
a) ¢Es Ang-(1-9) capaz de prevenir el proceso de desdiferenciacion de las
VSMC?
b) Si Ang-(1-9) previene el cambio de fenotipo ¢ Cémo lo hace?
c) ¢ Es FoxO1 un factor importante en el proceso de desdiferenciacion de las
VSMC?
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Con este trabajo se intenta determinar si Ang-(1-9) tiene un potencial
uso como regulador de la diferenciacion de las VSMC. Ademas, se contribuira
en la comprension de la sefalizacion rio abajo posterior a la activacion del
AT2R.
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Il. HipoGtesis

“‘Angiotensina-(1-9) previene la desdiferenciacion de las células musculares

lisas vasculares inducida por PDGF-BB a través de la via AT2R/Akt/FoxO1”.

[ll. Objetivo general

“‘Determinar el efecto de angiotensina-(1-9), a través de la via

AT2R/Akt/FoxO1, en la prevencién del cambio de fenotipo de las células

musculares lisas vasculares inducido por PDGF-BB”.

IV. Objetivos especificos:

1)

2)

3)

Determinar el efecto de angiotensina-(1-9) en el cambio de fenotipo de
las células musculares lisas vasculares inducido por PDGF-BB

mediante el receptor AT2.

Evaluar el efecto de angiotensina-(1-9) sobre FoxO1 a través de la

inhibicion de Akt en células musculares lisas vasculares.

Determinar la participacion de FoxO1 en el efecto de angiotensina-(1-9)
sobre la desdiferenciacion de las células musculares lisas vasculares
inducido por PDGF-BB.
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V. Metodologia

V.1. Cultivo celular

Se utilizo la linea celular de musculo liso vascular A7r5, obtenida de la
arteria aorta de embriones de rata (CRL-144, ATCC, EEUU). Las células se
mantuvieron en un medio de cultivo Dulbecco Eagle Modificado (DMEM) rico
en glucosa (25 mM) suplementado con NaHCOs (1,2 ug/L), suero fetal bovino
inactivado por calor (FBS; 10%) y piruvato (110 g/mL). Las células se cultivaron
a 37°C en una atmosfera humedecida con 5% de COz2 en aire. Al alcanzar un
80% de confluencia, las células se replaquearon soltdndolas con una solucién
de tripsina (0,3%) en una solucion buffer fosfato con EDTA 0,025% libre de
Ca?*-Mg?* y depositandolas en placas nuevas con medio de cultivo fresco. Se
utilizaron células de musculo liso vascular aértico primario de rata (RASMC)
de ratas Sprague-Dawley (200-250 g) obtenidas segun lo descrito previamente
[56]. Se cultivaron con DMEM 6171 (Sigma Chem Co), suplementado con 10%
de FBS, glutamina 4 mM y antibiéticos (penicilina-estreptomicina) a 37°C, con
5% de COz2, hasta 80-90% de confluencia.

V.2. Tratamientos de las células

Antes de la estimulacion, tanto las células A7r5 como RASMC estaban
parcialmente privadas de suero durante la noche con DMEM 2% FBS o DMEM
6171 2% FBS, respectivamente. Minutos antes de comenzar un experimento,
el medio de cultivo se reemplaz6 con medio fresco, previamente ambientado
a 37°C en un bafo termorregulado. Posteriormente, se trataron con (a)
vehiculo, (b) Ang-(1-9) 1 uM, (c) PDGF-BB (20 ng/mL, #521225, Merck), y (d)
preincubado con Ang-(1-9) 1 uM por 3 h y luego tratado con PDGF-BB 20
ng/mL. Se realizaron experimentos entre los pasajes 4 a 10 en ambos tipos de

células.
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La utilizacibon de antagonistas (PD123319 [1 uM, #P186,
Sigma-Aldrich] y A779 [10 uM, #SML1370, Sigma-Aldrich]) o inhibidores
quimicos (AS1842856 1 uyM) se realiz6 30 min antes de iniciar la incubacion
con los tratamientos antes mencionados. La disminucion de los niveles de
FoxO1 se realizé6 mediante el silenciamiento genético a través de un siRNA
(#6256, Cell Signaling Technology). Para ello, las células se sembraron a una
densidad de 2x10° células por pocillo, luego de 24 h, se transfectaron con
SsiRNA FoxOl1l usando lipofectamina RNAimax (Invitrogen) en medio
OPTIMEM. Posteriormente, a las 6 h de transfeccion se cambio el medio por
DMEM fresco y se incubaron con los tratamientos antes descritos. Por ultimo,
para la transduccién adenoviral las células A7r5 se sembraron a una densidad
de 2x10° células por pocillo. Luego de 24 h, se transdujeron con el adenovirus
Akt-Myr o con GFP-FoxO1 a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1000
particulas virales por célula. Las células se mantuvieron bajo estas
condiciones durante 24 h, antes de ser lavadas y estimuladas. Como control
de transduccion se utilizd un adenovirus B-galactosidasa a la misma

multiplicidad de infeccion.

V.3. Migracion por Ensayo de Herida

A una placa de 60 mm en confluencia maxima se le realizé una “herida”
0 se cre0d un area libre de células en la monocapa del cultivo celular con la
ayuda de una punta amarilla de micropipeta. Las células se cultivaron en un
medio de cultivo (DMEM, NaHCOs, FBS, piruvato) suplementado con bromo
deoxiuridina (100 uM) para inhibir la proliferacién celular. Luego, se realizo la
captura de imagenes de manera periddica durante 24 h. Finalmente, se
comparé las imagenes y se determind el area de la herida no cubierta con
células. Los resultados se expresaron como porcentaje de cierre de la herida

a las 24 h en comparacion con la herida inicial.
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V.4. Migracion por Ensayo Transwell

Se utilizaron camaras Boyden de 8 um de poro en placas de 24 pocillos
(BD Biosciences). Después de la estimulacion con Ang-(1-9) y PDGF-BB, se
sembraron 20.000 células en 100 pL de DMEM con 0% de FBS en la camara
superior y 550 pL de DMEM con 10% de FBS en la camara inferior. Después
de 4 h de migracion, las células de la parte superior se eliminaron con un
hisopo de algodon. Las células migradas a la camara inferior se fijaron durante
2 h con una solucion de metanol al 20% mas cristal violeta y se lavaron con
agua. Posteriormente, el nimero de células migradas se fotografi6 mediante
observacién bajo el microscopio y se cuantificod. Los resultados se expresaron

como el numero de células migradas por campo fotografiado.

V.5. Western blot

Una vez finalizado el estimulo, las células se lisaron con medio de lisis
RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; acido deoxicélico
1%; Triton X-100 1% v/v) suplementado con inhibidores comerciales de
proteasas y fosfatasas (Roche). Finalmente, el extracto se denatur6 a 100°C
por 5 min en amortiguador SDS-PAGE 4x. La separacion de las proteinas en
base a su masa molecular se realiz6 mediante electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida (utilizando concentraciones de 8% o al 12%). En todos los
casos, se cargaron 20 ug de extracto proteico total. Una vez realizada la
electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de PVDF
preactivada con metanol. Posterior a la electrotransferencia, las membranas
se incubaron con solucion de bloqueo compuesta por buffer TBS-Tween mas
leche descremada al 5% durante 1 h a temperatura ambiente v,
posteriormente, se incubaron toda la noche en una solucion de buffer
TBS-Tween en conjunto con el anticuerpo primario correspondiente anti
a-SMA (dilucion 1:10000, #ab7817 Abcam), anti SM22 (dilucion 1:5000,
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#ab14106 Abcam), anti calponina (dilucion 1:2000, #ab46794 Abcam), anti
B-tubulina (dilucién 1:10000, Sigma Aldrich), anti p-Akt (dilucién 1:1000, #9271
Cell Signaling), anti Akt (dilucion 1:1000, #9272 Cell Signaling), anti p-FoxO1
(dilucion 1:1000, #9464 Cell Signaling), anti FoxO1 (dilucion 1:1000, #2880
Cell Signaling) y ciclina D1 (dilucion 1:500, #sc-8396 Santa Cruz
Biotechnology). Luego, las membranas se lavaron 15 min en TBS-Tween 1x
por triplicado; y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo o de ratén (dilucion 1:5000,
Calbiochem) disueltos en una solucion de buffer TBS-Tween con leche
descremada al 5%. Para la deteccion, las membranas se incubaron durante 1
min en la solucion quimioluminiscente para Western blot EZ-ECL. Para revelar
y digitalizar las imagenes se utilizé el equipo Syngene (Frederick, MD, USA).
Finalmente, las imagenes se procesaron mediante el programa UN-SCAN-IT
gel (Silk Scientific, Inc., Orem, UT, USA).

V.6. Inmunofluorescencia

Las células A7r5 se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15
min. Luego se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% durante 15 min, se
bloquearon con BSA al 1% durante 1 h y se incubaron con anti-Ki67 (# 9129S,
Cell Signaling Technology). El anticuerpo secundario Alexa 488 (#A11034, Life
Technologies) se incub6 durante 2 h. Se utilizé el medio de montaje ProLong
Gold (#P36935, Life Technologies) y los nlcleos se tifieron con DAPI
(#P36935, Life Technologies). Para el analisis de Ki67, se capturé un plano
focal con un microscopio Zeiss LSM-5, Pascal 5 Axiovert 200, utilizando el
software de captura y analisis de imagenes LSM 5 3.2 en un objetivo 40x con
aceite de inmersion. A las imagenes obtenidas se le sustrajo el fondo y se
cuantifico la intensidad de fluorescencia con el uso del software ImageJ (NIH,
Bethesda, EE. UU.).

20



V.7. Ciclo celular

Células A7r5 se sembraron en placas de 12 pocillos en DMEM que
contenia 10% de FBS. Cuando alcanzaron un 60-70% de confluencia, las
células se sincronizaron en la fase GO por privacion de suero mediante el
cambio de medio DMEM con 0% de FBS durante 24 h. Luego, las células se
trataron con Ang-(1-9) y PDGF-BB. Los sobrenadantes del cultivo se
recolectaron para determinar el nUmero de células muertas. Las células se
tripsinizaron y luego se centrifugaron a 1000 g a 4°C durante 5 min. Las células
se permeabilizaron y se fijaron en metanol durante la noche a -20°C. Luego,
las células se centrifugaron a 1000 g a 4°C durante 5 min y se lavaron con
PBS 1X para retirar metanol. Las células se incubaron en 50 pg/mL de RNAsa
(#740505, Macherey-Nagel) a temperatura ambiente durante 30 min y luego
se adicion6 yoduro de propidio (1 mg/mL) a temperatura ambiente durante 15
min bajo proteccién contra la luz. La distribucién del ciclo celular se analiz6 por
citometria de flujo FACScan TM (Becton Dickinson) en el software "Cell FITTM
DNA System" (Becton Dickinson).

V.8. Fraccionamiento celular

El aislamiento de la fraccion nuclear se realiz6 segun lo descrito por
Suzuki y cols [57]. Los procesos de centrifugacion fueron realizados en una
“Mini-centrifuga” con velocidad fija de 7000 rpm a temperatura ambiente.
Brevemente, las células A7r5 se rasparon de placas de cultivo de 60 mm y se
recogieron en 300 pL de PBS frio. Después de 10 s de centrifugacion a
temperatura ambiente, se eliminaron los sobrenadantes y se volvieron a
suspender los granulos en 300 pL de buffer NP40 al 0,1% en PBS frio. Se
afiadieron 30 pL de buffer Laemmli 4X a 100 pL del lisado, el cual se denominé
‘lisado de células completas”. Los 200 pL restantes se centrifugaron a

temperatura ambiente durante 10 s y se afladieron 30 uL de buffer Laemmli
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4X a 100 pL del sobrenadante y se hirvio durante 5 min, el cual se denominé
“fraccion citosolica”. El sobrenadante restante se retird y el pellet se
resuspendio en 300 pL de buffer NP40 al 0,1% en PBS frio y se centrifug6 a
temperatura ambiente durante 10 s. El sobrenadante fue descartado. El pellet
se resuspendié en 45 pL de buffer Laemmli 4X y se designdé como "fracciéon
nuclear". La fraccion nuclear y el lisado de células completas se sonicaron
durante 3 min y se hirvieron durante 5 min. Como marcadores de fraccion
nuclear y citosadlica se utilizo laminina A/C (Dilucién 1:1000, #sc-376248, Santa
Cruz Biotechnology) y GAPDH (Dilucion 1:10000, #8795, Sigma-Aldrich),
respectivamente. Las distintas fracciones se evaluaron mediante Western blot,

como se describié anteriormente.

V.9. Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como media + error estandar de la media
(EEM) del numero indicado de experimentos independientes. Segun el
experimento, los datos se analizaron mediante la prueba t de Student para
comparaciones directas 0 ANOVA de una o dos vias. Para las comparaciones
multiples se utilizé el post test de Holm-Sidak. Un valor de p<0,05 se definié
como significancia estadistica. El andlisis estadistico de todos los
experimentos se realiz6 con el programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., CA, USA).
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VI. Resultados

VI.1. Determinacidn de la concentracion efectiva de Ang-(1-9)

En primera instancia se realizé una curva de dosis-respuesta para
determinar la concentracion de Ang-(1-9) efectiva en la prevencion de la
desdiferenciacion de las VSMC inducida por PDGF-BB. Para esto se realizo el
ensayo de cierre de herida, como marcador de la migracion celular, y se evalu6
por Western blot los niveles de la proteina calponina, como un marcador de
proteinas contractiles. Para esto las VSMC derivadas de la linea celular A7r5
se incubaron durante 3 h con concentraciones crecientes de Ang-(1-9) a partir
de 0,1 hasta 100 uM, para luego incubarlas con PDGF-BB durante 24 h para

inducir la desdiferenciacion.

VI.1.1. Efecto de Ang-(1-9) sobre la migracién celular

En la figura 6A, se observa que Ang-(1-9) 100 uM por si sola, no
modificé la migraciéon de las células respecto al control. Por otro lado,
PDGF-BB (20 ng/mL) aument6 significativamente la migracion celular respecto
al control, provocando un 60% de cierre de herida en comparacion al 15% de
cierre de herida visto en el control. En cambio, cuando se incub6 con Ang-(1-9)
3 h previas a la adicion de PDGF-BB, se observo que la concentracion mas
baja de Ang-(1-9) (0,1 uM) no previno el efecto de PDGF-BB. Sin embargo, a
partir de la concentracion de 1 uM de Ang-(1-9) el estimulo con PDGF-BB no
provocé un aumento en la migraciéon celular, manteniendo un porcentaje de
cierre de herida similar al control en 20%. Estos datos sugieren que Ang-(1-9),
desde 1 uM hasta 100 uM, previene la migracion de las VSMC A7r5 inducida
por PDGF-BB (20 ng/mL).

23



VI.1.2. Efecto de Ang-(1-9) sobre los niveles proteicos de calponina

En el caso de los niveles proteicos de calponina, se observo que
Ang-(1-9) 100 pM por si sola no modificd los niveles de esta proteina
comparado con el control. Sin embargo, el tratamiento con PDGF-BB durante
24 h disminuyé en un 30% los niveles de esta proteina. El pretratamiento con
Ang-(1-9) durante 3 h con una concentracion de 0,1 uM no tuvo ningun efecto.
En cambio, a partir de la concentracion de 1 uM, la incubacién previa con
Ang-(1-9) previno la disminucion de la calponina inducida por PDGF-BB
(Figura 6B). Estos datos sugieren que Ang-(1-9), desde 1 uM hasta 100 uM,
previene la disminucion de calponina de las VSMC A7r5 inducida por
PDGF-BB (20 ng/mL). Con estos resultados se obtuvo la concentracion
efectiva 50 (ECso0), que da cuenta de la concentracion de Ang-(1-9) que

produce el 50% del efecto oscilaba entre 0,1y 1 uM (Figura 6C).

Tomando en conjunto los datos de migracion y niveles proteicos de
calponina, los resultados permiten sugerir que Ang-(1-9), a una concentracion
de 1 uM, previene la desdiferenciacién de las VSMC A7r5 inducida por
PDGF-BB.
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Figura 6. Dosis-respuesta de Ang-(1-9) frente a la migracion y la
disminucion de proteinas contractiles inducida por PDGF-BB en VSMC.
Células A7r5 se pretrataron con Ang-(1-9) por 3 h y luego se incubaron con
PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. (A) Imagenes representativas de las células
24 h posteriores al ensayo de la herida, tratadas con Ang-(1-9) (1 uM),
PDGF-BB o Ang-(1-9) + PDGF-BB. (B) Cuantificacion del ensayo de herida.
Los resultados se expresaron como porcentaje de cierre de la herida respecto
al tamafio de la herida inicial. Se prepararon extractos proteicos totales y los
niveles proteicos de calponina se determinaron por Western blot. Se utilizd
B-tubulina como control de carga. (C) Western blot representativo. (D)
Cuantificacion de los niveles totales de calponina. (D) Curva concentracion-
respuesta para el célculo del ECso. n=4. Promedio £ EEM. El analisis realizado
fue un ANOVA de una via con un post test Holm-Sidak. *p<0,05, ***p<0,001
vs control. #p<0,05, #p<0,01 vs Ang-(1-9) 0,1 pM.
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VI.2. Evaluacion del efecto de los antagonistas de AT2R y MasR

Con el fin de determinar si la utilizacion de los antagonistas de AT2R,
PD123319, y de MasR, A779, modifican los efectos de PDGF-BB en las VSMC
AT7r5, se evalud la migracion celular por ensayo de herida y los niveles de
proteinas contractiles, a-SMA, SM22 y calponina. Para esto las VSMC A7r5 se
incubaron durante 30 min con PD123319 1 uM o A779 10 pM, para luego

incubarlas con PDGF-BB durante 24 h para inducir la desdiferenciacion.

VI.2.1. Efecto de los antagonistas de AT2R y MasR sobre la

migracion celular

PDGF-BB indujo la migracion de las VSMC A7r5. PD123319 o A779
no modificd la migracion por si solos. La preincubacion con cada antagonista
durante 30 min previos a la adicion de PDGF-BB, no modificd la migracion
celular de las VSMC A7r5 inducida por PDGF-BB (Figura 7).

VI.2.2. Efecto de los antagonistas de AT2R y MasR sobre los

niveles de proteinas contractiles

PDGF-BB disminuyé los niveles de las 3 proteinas contractiles
medidas, a-SMA, SM22 y calponina (Figura 8). Especificamente en la figura
8A, se observa que el antagonista PD123319 no modifico los niveles de las
proteinas contractiles y que al incubarlo por 30 min previos al PDGF-BB no
interfirid en el efecto de éste. En el mismo sentido, se muestra en la figura 8B,
gue el antagonista A779 tampoco indujo cambios en los niveles de las
proteinas contractiles. Al igual que el antagonista del AT2R, no modifico el
efecto de PDGF-BB en la disminucion de los niveles proteicos de a-SMA,
SM22 y calponina.
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Estos resultados, en su conjunto, permiten inferir que los antagonistas
AT2R, PD123319, y MasR, A779, no tienen por si solos acciones basales ni
modifican la desdiferenciacion de las VSMC inducida por PDGF-BB.

Antagonista AT2R Antagonista MasR
60 & 601 X
:_I Il Vvehiculo ]_I Il vehiculo

[
3 T PD123319 s T AT79
2 401 Z 407
o o
° o°
8 ]
2 201 — 5 204 —
0 T 5 T
8 . S

04 T O-J.

Control PDGF-BB Control PDGE-BB

Figura 7. Efecto de los antagonistas de AT2R y MasR frente ala migracion
de las VSMC A7r5 inducida por PDGF-BB.

Se cultivaron células A7r5 hasta confluencia y se les realiz6 una herida usando
una punta amarilla de micropipeta. Luego, el medio de cultivo DMEM se
suplementd con bromo deoxiuridina (100 uM) y las células se pretrataron con
(A) PD123319 1 pM o (B) A779 10 uM por 30 min. Luego se incubaron con
PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Las heridas se registraron fotograficamente al
inicio y a las 24 h. Los resultados se expresaron como porcentaje de cierre de
la herida respecto al tamafio de la herida inicial. n=4. Promedio + EEM. El
analisis realizado fue un ANOVA de dos vias con un post test Holm-Sidak.
*p<0,05 vs control.
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Figura 8. Efecto de antagonistas de AT2R y MasR frente a la disminucion
de las proteinas contractiles inducida por PDGF-BB en VSMC.

Células A7r5 se pretrataron con (A) PD123319 (1 uM) o (B) A779 (10 uM) por
30 min. Luego se incubaron con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon
extractos proteicos totales y las proteinas contractiles se determinaron por
Western blot. Se muestran Western blot representativos y niveles totales de
a-SMA, SM22 y Calponina. Se utilizé B-tubulina como control de carga. n=4.
Promedio = EEM. El analisis realizado fue un ANOVA de dos vias con un post
test Holm-Sidak. * p<0,05 vs control.
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VI.3. Obj. 1. Determinar si Angiotensina-(1-9) previene el cambio de
fenotipo de las VSMC inducido por PDGF-BB mediante el receptor AT2.

Una vez determinada la concentracion efectiva de Ang-(1-9) y
comprobado que los antagonistas de AT2R y MasR no interfieren en el efecto
de PDGF-BB, se evalu6 si Ang-(1-9) previene el cambio de fenotipo de las
VSMC inducido por PDGF-BB mediante el AT2R. Para ello, se trataron las
células con PD123319 o A779 por media hora para luego incubarlas por 3 h
con Ang-(1-9). Finalmente, se adicion6 PDGF-BB por 24 h. Al finalizar el
tiempo de incubacion con los distintos estimulos se evaludé la migracion celular,

los niveles de proteinas contractiles y la proliferacion celular.

VI.3.1. Efecto del antagonismo de AT2R y MasR sobre la migracion

celular

En la figura 9, se repite la observacion de que Ang-(1-9) cuando se
utiliza de forma aislada no modifica la migracién de las células. Por otro lado,
PDGF-BB aumento significativamente la migracién celular provocando un 53%
de cierre de herida, comparandolo con el control que se observa un 16%. En
cambio, cuando se incubd con Ang-(1-9) 3 h previas a la adicion de PDGF-BB,
se observé que las células migraron en la misma magnitud que el control. Con
respecto al efecto con los antagonistas, cuando las células se pretrataron con
PD123319, el efecto de Ang-(1-9) de prevenir la induccion de la migracién por
PDGF-BB se perdi6. En cambio, el pretratamiento con A779 no produjo ningan
cambio en el efecto de Ang-(1-9) sobre la migracién inducida por PDGF-BB.
Ademas, se realiz6 el ensayo de migracion por camaras Transwell, ratificando
el resultado de que Ang-(1-9) previene la migracién inducida por PDGF-BB y
que este efecto se pierde cuando se utiliza un antagonista del AT2R (Figura
10). Estos resultados sugieren que Ang-(1-9) previene la migracion inducida
por PDGF-BB a través del AT2R, sin participacion del MasR.
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Figura 9. Ang-(1-9) previene el cierre de herida inducida por PDGF-BB en
VSMC dependiente de AT2R.

Se cultivaron células A7r5 hasta confluencia y se les realiz6 una herida usando
una punta amarilla de micropipeta. Luego, el medio de cultivo DMEM se
suplemento con bromo deoxiuridina (100 uM) y las células pretrataron con (A)
PD123319 (1 uM) o (B) A779 (10 uM) 30 min antes de la adicion de Ang-(1-9)
(1 uM), y finalmente se incubaron con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Las
heridas se registraron fotograficamente al inicio y a las 24h. Los resultados se
expresaron como porcentaje de cierre de la herida respecto al tamafio de la
herida inicial. n = 5. Promedio £ EEM. El analisis realizado fue un ANOVA de
una via con un post test Holm-Sidak. **p<0,01; ***p<0,001 vs control. #p<0,01
vs PDGF-BB.
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Figura 10. Ang-(1-9) previene la migracion inducida por PDGF-BB en
VSMC dependiente de AT2R.

Las células A7r5 se pretrataron con PD123319 (1 uM) antagonista del AT2R
30 min antes de la adicién de Ang-(1-9) (1 uM), después de una incubacion
por 3 h, las células se trataron con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h.
Posteriormente, las células se sembraron en el pocillo superior de camaras
Transwell. Después de 4 h, se eliminaron las células de la camara superior y
las células que migraron se fijaron con metanol y se tifieron con cristal violeta.
(A) Imégenes representativas de las células A7r5, 4 h posteriores al ensayo
de Transwell. (B) Cuantificacién del ensayo Transwell. Los resultados se
expresaron como numero de células que migraron. n = 5. Promedio + EEM. El
analisis realizado fue un ANOVA de una via con un post test Holm-Sidak.
***n<0,001 vs control. ##p<0,001 vs PDGF-BB.
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VI.3.2. Efecto del antagonismo de AT2R y MasR sobre los niveles
de proteinas contractiles

Uno de los marcadores mas importantes del cambio de fenotipo de las
VSMC es la expresion de proteinas de tipo contractil. Como ya se mostro
anteriormente, la incubacion con el factor de crecimiento PDGF-BB durante 24
h provocé una disminucion en los niveles de las proteinas contractiles a-SMA,
SM22 y calponina. Al mismo tiempo, durante la estandarizacion de la
concentracion efectiva de Ang-(1-9) se demostrd que el tratamiento previo por
3 h de Ang-(1-9) prevenia el efecto de PDGF-BB. Sin embargo, en esa ocasion
solo se evalu6 calponina. Esta vez se utilizaron las 3 proteinas antes
mencionadas y el efecto fue el mismo. Ang-(1-9) previno la disminucion en los
niveles de proteinas contractiles a-SMA, SM22 y calponina, inducido por
PDGF-BB (Figura 11). Al pretratar con PD123319 el efecto de Ang-(1-9), para
prevenir la disminucion en las proteinas contractiles inducida por PDGF-BB,
se perdi6. En cambio, cuando se pretratd A779, el efecto preventivo de
Ang-(1-9) se mantuvo (Figura 12). Estos resultados sugieren que Ang-(1-9)
previene la disminucién de las proteinas contractiles inducida por PDGF-BB a
través del AT2R, sin participacion del MasR.
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Figura 11. Ang-(1-9) previene la disminucién de las proteinas contractiles
inducida por PDGF-BB en VSMC A7r5 dependiente de AT2R.

Células A7r5 se pretrataron con PD123319 (1 uM) por 30 min antes de la
adicion de Ang-(1-9) (1 uM) y luego de 3 h de incubacion se trataron con
PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon extractos proteicos totales y las
proteinas contractiles se determinaron por Western blot. Se utilizé B-tubulina
como control de carga. (A) Western blot representativos y niveles totales de
(B) a-SMA, (C) SM22 y (D) calponina. n=5. Promedio =+ EEM. El andlisis
realizado fue un ANOVA de una via con un post test Holm-Sidak. *p<0,05;
**p<0,01 vs control. #p<0,05; #p<0,01 vs PDGF-BB.

33



A B

-
o

s
=}

25
s o
Calponinal e e o m—— s | 34 kDa -
Qo
~ ©
< 2]
SVI22 | SN S — -- 22 kDa = 005
s 2
B-Tubulina | S sy S iy B | 5502
Ang-(1-9) - + - + +
Ang-(1-9) - + - + + + PDGF-BB - - +
PDGF-BB - - + + - + AT79 - - - - +
A779 - - - - + +

C

[N
3}
-
o

-
o
-
o

o
o

o

o
Calponina/Bg-Tubulina
(veces sobre control)

SM22 /B-Tubulina
(veces sobre control)

0.0~ 0.0-
Ang-(1-9) - + - + + + Ang-(1-9) - + - + +
PDGF-BB - - + + - + PDGF-BB - - + + - +

ATT9 - - - - + + AT79 - - - - + +

Figura 12. Ang-(1-9) previene la disminucion de las proteinas contractiles
inducida por PDGF-BB en VSMC A7r5 por un mecanismo independiente
de MasR.

Células A7r5 se pretrataron con A779 (10 uM) por 30 min antes de la adicion
de Ang-(1-9) (1 uM) y luego de 3 h de incubacion se trataron con PDGF-BB
(20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon extractos proteicos totales y las proteinas
contractiles se determinaron por Western blot. Se utilizé B-tubulina como
control de carga. (A) Western blot representativos y niveles totales de (B)
a-SMA, (C) SM22 y (D) calponina. n=5. Promedio + EEM. El andlisis realizado
fue un ANOVA de una via con un post test Holm-Sidak. *p<0,05 vs control.
#p<0,05 vs PDGF-BB.
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VI.3.3. Efecto del antagonismo de AT2R y MasR sobre la

proliferacién celular

Una de las técnicas utilizadas para cuantificar la proliferacion celular
es la medicion de la proteina Ki67 por inmunofluorescencia. El tratamiento con
PDGF-BB por 24 h aument6 la fluorescencia asociada a Ki67 por célula con
respecto al control sugiriendo un aumento en la proliferacion celular. Ang-(1-9)
previno el efecto de PDGF-BB sobre Ki67 (Figura 13). Por lo tanto, estos datos
sugieren que Ang-(1-9) estaria previniendo la proliferacion celular inducida por
PDGF-BB.

En un ensayo que mide los distintos estadios del ciclo celular de la
poblacion de células A7r5 que estan en cultivo, Ang-(1-9) no modifico el ciclo
celular basal de las VSMC (Figura 14). Las células estimuladas con PDGF-BB
por 24 h muestran un desplazamiento de las poblaciones hacia la derecha del
histograma, indicando mayor proporcion de células en un estado de sintesis y
de mitosis (G2 + M). La preincubacion con Ang-(1-9) 3 h previas a la adicion
de PDGF-BB bloque6 el cambio en el perfil del histograma inducido por
PDGF-BB (Figura 14). Estos resultados sugieren que Ang-(1-9) previno el
cambio de la poblacion de células en cultivo hacia un estado proliferativo
inducido por PDGF-BB.
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Figura 13. Ang-(1-9) previene el aumento de Ki67 inducida por PDGF-BB
en VSMC.

Células A7r5, crecidas en portaobjetos, se pretrataron con Ang-(1-9) (1 uM)
por 3 h'y luego con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Posteriormente las células
se permeabilizaron, fijaron, bloquearon y se incubaron con un anticuerpo anti
Ki67. La marca se detectdé usando un segundo anticuerpo Alexa 488 (verde).
Los nucleos se marcaron con DAPI (azul). (A) Imagenes representativas de
inmunofluorescencias de Ki67 obtenidas por microscopia confocal. (B)
Cuantificacion de intensidad de fluorescencia nuclear de Ki67. n=5. Promedio
+ EEM. EIl andlisis realizado fue un ANOVA de dos vias con un post test
Holm-Sidak. *p<0,05 vs control. #p<0,05 vs PDGF-BB.
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Figura 14. Ang-(1-9) previene el aumento en las poblaciones Sy G2/M del
ciclo celular inducido por PDGF-BB en VSMC.

Células A7r5 se pretrataron con Ang-(1-9) (1 uM) por 3 hy luego con PDGF-BB
(20 ng/mL) por 24 h. Las células se soltaron con tratamiento con tripsina, se
permeabilizaron con metanol frio, se incubaron con yoduro de propidio, y se
analizaron por citometria de flujo. (A) Histogramas representativos. (B)
Cuantificacion de poblaciones de ciclo celular GO/G1 y S+G2/M. n=4.
Promedio + EEM. El andlisis realizado fue un ANOVA de dos vias con un post
test Holm-Sidak. *p<0,05 vs control. #p<0,05 vs PDGF-BB.
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Posteriormente, se realizé el experimento utilizando los antagonistas
de AT2R y MasR. Se encontr¢ resultados similares a los anteriores, en donde,
el efecto de Ang-(1-9) se perdi6 cuando se preincub6é con el antagonista
PD123319. El efecto de prevencion inducida por Ang-(1-9) se mantuvo cuando
se utilizé el antagonista A779 (Figura 15). Por otra parte, al evaluar los niveles
de ciclina D1, se observo que el tratamiento con PDGF-BB produjo un aumento
en los niveles de ciclina D1, sugiriendo induccion de la proliferacion celular. En
cambio, cuando se traté previamente con Ang-(1-9), los niveles de ciclina D1
no aumentaron. Estos resultados sugieren que Ang-(1-9) previene el aumento
de la proliferacion celular inducida por PDGF-BB. Finalmente, la utilizacion de
PD123319 bloqued el efecto de Ang-(1-9) en los niveles de ciclina D1 (Figura
16).

Todos estos resultados indican que Ang-(1-9) previene la proliferacion
inducida por PDGF-BB. Este efecto seria dependiente del AT2R.
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Figura 15. Ang-(1-9) previene el aumento en las poblaciones Sy G2/M del
ciclo celular inducido por PDGF-BB en VSMC, mediante AT2R.

Células A7r5 se pretrataron con PD123319 (1 uM) o con A779 (10 uM) por 30
min, luego con Ang-(1-9) (1 uM) por 3 h y finalmente con PDGF-BB (20 ng/mL)
por 24 h. Las células se soltaron de la placa usando tripsina, suspension
celular se incubé con yoduro de propidio y luego se analizaron por citometria
de flujo. (A) Histogramas representativos. Cuantificacion de poblaciones en
estadios del ciclo celular GO/G1 y S+G2/M de las células A7r5 pretratadas con
(B) PD123319 y (C) A779. n=4. Promedio + EEM. El analisis realizado fue un
ANOVA de dos vias con un post test Holm-Sidak. *p<0,05; **p<0,01 vs control.
#p<0,05 vs respectivo PDGF-BB + vehiculo.
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Figura 16. Ang-(1-9) previene el aumento ciclina D1 inducida por
PDGF-BB en VSMC dependiente de AT2R.

Células A7r5 se pretrataron con PD123319 (1 uM) por 30 min antes de la
adicién de Ang-(1-9) (1 uM) y luego se incubaron con PDGF-BB (20 ng/mL)
por 24 h. Se prepararon extractos proteicos totales y la ciclina D1 se determiné
por Western blot. Se utilizé B-tubulina como control de carga. (A) Western blot
representativos. (B) Cuantificacion de los niveles totales de ciclina D1. n=5.
Promedio + EEM. El andlisis realizado fue un ANOVA de una via con un post
test Holm-Sidak. **p<0,01 vs control. #p<0,01 vs PDGF-BB.
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VI1.3.4. Efecto del antagonismo de AT2R y MasR sobre la

desdiferenciacion en cultivo primario de VSMC

Para confirmar los resultados obtenidos en la linea celular A7r5, se
utilizé un modelo de cultivo primario de células de musculo liso de aorta de
rata adulta (RAMSC) (Figura 17). En este modelo se replicd el efecto de
PDGF-BB como inductor del cambio de fenotipo de las VSMC. Se observo que
PDGF-BB disminuyé los niveles de proteinas contractiles y, al mismo tiempo,
aumentd los niveles de ciclina D1 como marcador de proliferacion. La
incubacion con Ang-(1-9) previno los efectos de PDGF-BB. Al antagonizar el

AT2R, el efecto protector de Ang-(1-9) se perdio.
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Figura 17. Ang-(1-9) previene la desdiferenciaciéon de las VSMC inducida
por PDGF-BB en cultivo primario dependiente de AT2R.

RASMC se pretrataron con PD123319 (1 uM) por 30 min antes de la adicion
de Ang-(1-9) (1 uM) y luego de 3 h de incubacion se trataron con PDGF-BB
(20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon extractos proteicos totales y las proteinas
contractiles y de proliferacion se determinaron por Western blot. Se utilizd
B-tubulina como control de carga. (A) Western blot representativos y niveles
totales de (B) ciclina D1, (C) a-SMA, (D) SM22 y (E) calponina. n=5. Promedio
+ EEM. El andlisis realizado fue un ANOVA de una via con un post test
Holm-Sidak. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs control. #p<0,05; #p<0,01 vs
PDGF-BB.
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VI.4. Obj. 2. Evaluar si Angiotensina-(1-9) activa FoxO1 a través de la
inhibicién de Akt

Nuestros resultados preliminares se obtuvieron de la incubacion con
Ang-(1-9) 100 uM sobre las VSMC (Figura 5). Debido al cambio en la
concentracion utilizada de Ang-(1-9) en los experimentos realizados en el
objetivo especifico 1, se realizé una nueva cinética de tiempo utilizando la
concentracion de 1 uM de Ang-(1-9). Este experimento fue necesario para
comprobar si el aumento en los niveles de proteina FoxOL1 a las 3 h, visto con
la concentracion de 100 uM, se mantenia. Para esto se evalu6 mediante
Western blot los niveles proteicos de Akt fosforilada y de Akt total, ademas de

los niveles proteicos de FoxOL1.

VI1.4.1. Efecto de Ang-(1-9) sobre los niveles de fosforilacién de Akt
y FoxO1

Al igual que lo que ocurria con Ang-(1-9) 100 uM, la incubacion con
Ang-(1-9) 1 uM por 30 min indujo una disminucion de 30% en la fosforilacion
de Akt, la que se perdié a los 60 min. Otro punto relevante es que no se
observaron cambios en los niveles totales de Akt durante todo el periodo de
incubacion con Ang-(1-9) (0- 24 h) (Figura 18).

La incubacion con Ang-(1-9) 1 uM por 30 min indujo una disminucion
de 35% en la fosforilacion de FoxO1. Este resultado se correlacion6 con el
observado con Akt en la figura 18. Por otro parte, el tratamiento por 3 h con
Ang-(1-9) 1 uM aumenté significativamente los niveles de FoxO1 en un 50%.
No se observaron variaciones en los otros tiempos en los que se midio el efecto
de Ang-(1-9) (Figura 19).
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Figura 18. Efecto de Ang-(1-9) 1 uM sobre la fosforilacion de Akt.

Células A7r5 se trataron con Ang-(1-9) (1 puM) por 0,5, 1, 3, 6 y 24 h. Se
prepararon extractos proteicos totales. Las proteinas fosforiladas (p-Akt Ser4’3
y p-FoxO1l Thr?%) y totales se determinaron por Western blot. Se utiliz6
B-tubulina como control de carga. (A) Western blots representativos.
Cuantificacion de (B) la razon p-Akt/Akt y (C) niveles totales de Akt
relativizados por B-tubulina. n=5. Promedio + EEM. El analisis realizado fue un
ANOVA de una via con un post test Holm-Sidak. *p<0,05 vs control.
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Figura 19. Efecto de Ang-(1-9) 1 uM sobre la fosforilacion de FoxO1.
Células A7r5 se trataron con Ang-(1-9) (1 puM) por 0,5, 1, 3, 6 y 24 h. Se
prepararon extractos proteicos totales. Las proteinas fosforiladas y totales se
determinaron por Western blot. Se utilizé B-tubulina como control de carga. (A)
Western blots representativos. Cuantificacién de (B) la razén p-FoxO1/FoxO1
y (C) niveles totales de FoxO1 relativizados por B-tubulina. n=5. Promedio *
EEM. El andlisis realizado fue un ANOVA de una via con un post test
Holm-Sidak. * p<0,05 vs control.
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VI.4.2. Efecto de Ang-(1-9) sobre la localizacion celular de FoxO1

Los estados de fosforilacion de FoxO1l son determinantes para su
accion como factor de transcripcion, en donde es necesario que se encuentre
desfosforilado para poder estar localizado en el nicleo y ejercer su accion [46].
Por lo que, con los resultados obtenidos en la figura 19, se realizé un
fraccionamiento ndcleo/citoplasma en los dos tiempos en que se encontraron
efectos de Ang-(1-9), 30 miny 3 h.

Ang-(1-9) por 30 min indujo una modificacion en la localizacién de
FoxO1, promoviendo la traslocacion al nicleo. Se observo una disminucion en
la cantidad de FoxO1 que se encontraba en el citoplasma y al contrario, se
observo un aumento en la cantidad de FoxO1 que se encontraba en el nlcleo
(Figuras 20A-B). De forma interesante, al tiempo de 3 h, en donde la cantidad
de FoxO1l aumenta, no se pudo determinar traslocacion nuclear de FoxO1,
debido a que se observé un aumento de sus niveles tanto en el citoplasma

como en el nucleo (Figuras 20C-D).
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Figura 20. Ang-(1-9) promueve la localizacion nuclear de FoxOL1.

Células A7r5 se trataron con Ang-(1-9) 1 uM por (Ay B) 30 mino (Cy D) 3 h.
Se realiz6 el aislamiento de las fracciones citoplasmatica y nuclear como se
describié en metodologia. Las proteinas FoxOl, GAPDH (control fraccion
citoplasma) y laminina C (control fraccion nuclear) se determinaron por
Western blot. Ademas, como control se muestra el lisado completo (wc). (A'y
C) Western blots representativos. (B y D) Cuantificacion de los niveles
proteicos de FoxO1 relativizados por su respectiva proteina control. n=5.
Promedio = EEM. El andlisis realizado fue un t-student. **p<0,01 vs control.
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VI.4.3. Evaluacién de PD123319 y Akt-Myr en el efecto de Ang-(1-9)
sobre los niveles de fosforilacion de Akt y FoxO1

Como se observa en las figuras 18 y 19, la incubacion con Ang-(1-9)
1 uM por 30 min disminuy6 la fosforilacion de Akt y FoxOl. Ademas, el
tratamiento por 3 h con Ang-(1-9) 1 uM aumento los niveles totales de FoxO1.
Para determinar si estos efectos son dependientes de AT2R y de Akt, se utilizd
el antagonista del AT2R, PD123319, y se sobreexpresd Akt constitutivamente
activo (Akt-Myr).

PD123319 bloqued los efectos de Ang-(1-9), ya que no se evidencio
la disminucion de la fosforilacion a los 30 min tanto de Akt como de FoxO1
inducida por Ang-(1-9). Ademas, cuando se incub6é con Ang-(1-9) por 3 h,
PD123319 también impidié el aumento en la cantidad de FoxO1 (Figura 21).
Por otro lado, la sobreexpresion de Akt constitutivamente activo, previno la
disminucién en la fosforilacion de FoxO1 dependiente de Ang-(1-9) a los 30
min, e inhibi6é también el aumento a las 3 h de FoxO1 (Figura 22).

Estos resultados en conjunto sugieren que Ang-(1-9) promueve la

fosforilacion de FoxO1, y que este efecto seria dependiente de AT2R y Akt.
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Figura 21. PD12319 bloquea el efecto de Ang-(1-9) sobre el aumento de
los niveles de FoxO1.

Células A7r5 se trataron con Ang-(1-9) 1 uM por (A, B, Cy D) 30 mino (Ey
F) 3 h con o sin preincubacion con PD123319 1 uM por 30 min. Se prepararon
extractos proteicos totales. Las proteinas fosforiladas (p-Akt Ser*”®y p-FoxO1
Thr?%) y totales se determinaron por Western blot. Se utilizé B-tubulina como
control de carga. (A, C y E) Western blots representativos. Cuantificacion de
(B) la razon p-Akt/Akt, (D) la razén p-FoxO1/FoxO1 y (F) niveles totales de
FoxOL1 relativizados por B-tubulina. n=5. Promedio + EEM. El analisis realizado
fue un ANOVA de dos vias con un post test Holm-Sidak. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 vs control. #p<0,01; ##p<0,001 vs Ang-(1-9).
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Figura 22. La sobreexpresion de Akt-Myr bloquea el efecto de Ang-(1-9)
sobre el aumento de los niveles de FoxO1.

Células A7r5 se transdujeron con un adenovirus para sobreexpresar Akt
constitutivamente activo (Akt-Myr) con un MOI de 1000 por 24 h.
Posteriormente, se trataron con Ang-(1-9) 1 uM por (Ay B) 30 mino (Cy D) 3
h. Se prepararon extractos proteicos totales. Las proteinas fosforiladas
(p-FoxO1 Thr?¥) y totales se determinaron por Western blot. Se utilizé
B-tubulina como control de carga. (A y C) Western blots representativos.
Cuantificacion de (B) la razon p-FoxO1/FoxO1 y (D) niveles totales de FoxO1
relativizados por B-tubulina. n=5. Promedio + EEM. El andlisis realizado fue un
ANOVA de dos vias, con un post test Holm-Sidak. **p<0,01; ***p<0,001 vs
control. ##p<0,001 vs Ang-(1-9).
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VI.5. Obj. 3. Determinar si la activacion de FoxO1 por Angiotensina-(1-9)
inhibe la desdiferenciacion de las VSMC inducido por PDGF-BB.

Finalmente, luego de demostrar que Ang-(1-9) previene el cambio de
fenotipo de las VSMC inducido por PDGF-BB, y que este efecto depende del
AT2R asociado con la activacion de FoxO1, se evaluo si es que el efecto de
Ang-(1-9) era dependiente de FoxO1. Esto se realiz6 utilizando un inhibidor
quimico de FoxO1, AS1842856, por media hora antes del tratamiento con
Ang-(1-9) y PDGF-BB. Ademas, se utilizd un siRNA FoxO1 para disminuir los
niveles de la proteina 24 h antes del tratamiento con Ang-(1-9) y PDGF-BB.
Por ultimo, para imitar los efectos de Ang-(1-9) se utiliz6 un adenovirus para
aumentar los niveles de FoxO1 24 h previas al tratamiento con PDGF-BB. Al
finalizar todos los estimulos como marcadores de la desdiferenciacion se
evaluaron los niveles de proteinas contractiles y de proliferacion, y de los

ensayos de herida y Transwell para migracion.

VI.5.1. Estandarizacion del silenciamiento de FoxO1

Lo primero que se realizo fue una cinética de tiempo para determinar
la efectividad del silenciamiento y por cuanto tiempo duraba el efecto.
Mediante Western blot se determino los niveles totales de FoxO1 a las 24, 48
y 72 h de incubacion con el siRNA para FoxOL1l. Los resultados obtenidos
muestran que desde las 24 h el silenciamiento fue efectivo, disminuyendo la
proteina en un 90%. Este efecto que se mantuvo hasta las 72 h (Figura 23).
Ademas, se midieron los niveles de proteinas contractiles como control, y se
observd que el silenciamiento de FoxO1l no provocd una alteracion en los

niveles de SM22 ni de calponina (Figura 23).
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Figura 23. Estandarizacion silenciamiento de FoxO1 en el tiempo.
Células A7r5 se transfectaron con un siRNA para FoxO1 por 24,48y 72 h. Los
niveles de FoxO1, calponina y SM22 se determinaron mediante Western blot.
Se utilizé B-tubulina como control de carga. (A) Western blot representativo de
FoxOL1. (B) Cuantificacién de los niveles totales de FoxO1. (C) Western blots
representativos de calponina y SM22. Cuantificacién de los niveles de (D)
calponina y (E) SM22. n=5. Promedio + EEM. EIl analisis realizado fue un
t-student entre siControl y siFoxO1. ***p<0,001 vs siControl 24, 48 y 72 h,
respectivamente.
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VI1.5.2. Efecto de la inhibici6n de FoxO1l sobre los niveles de
proteinas contractiles

Como ya se mostré anteriormente en el objetivo especifico 1, la
incubacion con PDGF-BB durante 24 h provoca una disminucion en los niveles
de las proteinas contractiles. Al mismo tiempo se demostré que el tratamiento
previo por 3 h de Ang-(1-9) previene el efecto de PDGF-BB. En la figura 24, se
muestra que este efecto se mantuvo a pesar de estar incubado previamente
con un siRNA control. Pero al incubar con siFoxO1 24 h antes, el efecto de
Ang-(1-9) para prevenir la disminucidn en las proteinas contractiles inducida
por PDGF-BB se perdid. Por otro lado, los efectos protectores de Ang-(1-9)
frente a la disminucién de las proteinas contractiles se bloquearon al utilizar el
inhibidor quimico de FoxO1 30 min antes de los estimulos (Figura 25). Estos
resultados sugieren que Ang-(1-9) previene la disminucion de las proteinas

contractiles inducida por PDGF-BB por un mecanismo dependiente de FoxO1.

VI.5.3. Efecto de la inhibicién de FoxO1 sobre la proliferacion

celular

En el objetivo especifico 1, se demostrd6 que la incubacién con
PDGF-BB durante 24 h aumenta la proliferaciéon celular. Al mismo tiempo se
demostréd que el tratamiento previo por 3 h de Ang-(1-9) previene el efecto de
PDGF-BB. En la figura 24, se muestra que los niveles de ciclina D1 como
marcador de la proliferacion no se modificé con el tratamiento con un siRNA
control. En cambio, el tratamiento con siFoxO1 24 h antes, previno el efecto
de Ang-(1-9) sobre el aumento en los niveles de ciclina D1 inducida por
PDGF-BB (Figura 24). Estos resultados sugieren que Ang-(1-9) previene la
proliferacion inducida por PDGF-BB, y que este efecto seria por un mecanismo

dependiente de FoxOL1.
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Figura 24. El silenciamiento de FoxO1 bloquea el efecto de Ang-(1-9)
sobre la desdiferenciacion de las VSMC inducida por PDGF-BB.

Células A7r5 se transfectaron con un siRNA para FoxO1l por 24 h.
Posteriormente, se trataron con Ang-(1-9) 1 uM por 3 h y luego se incubaron
con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon extractos proteicos totales.
Las proteinas contractiles y de proliferacién se determinaron por Western blot.
Se utilizé B-tubulina como control de carga. (A y D) Western blots
representativos. Cuantificacion de (B) SM22, (C) calponina y (E) ciclina D1.
n=5. Promedio £ EEM. El analisis realizado fue un ANOVA de dos vias con un
post test Holm-Sidak. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs control. #p<0,01;
##p<0,001 vs PDGF-BB + Ang-(1-9).
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Figura 25. AS1842856 bloquea el efecto de Ang-(1-9) sobre ladisminucion
de proteinas contréactiles de las VSMC inducida por PDGF-BB.

Células A7r5 se pretrataron con AS1842856 (1 uM) por 30 min, y
posteriormente se trataron con Ang-(1-9) 1 uM por 3 h y luego se incubaron
con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon extractos proteicos totales.
Las proteinas contractiles se determinaron por Western blot. Se utilizd
B-tubulina como control de carga. (A) Western blots representativos.
Cuantificacién de (B) a-SMA, (C) SM22 y (D) calponina. n=5. Promedio + EEM.
El andlisis realizado fue un ANOVA de dos vias, con un post test Holm-Sidak.
*p<0,05 vs control. #p<0,05 vs PDGF-BB + Ang-(1-9).
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VI.5.4. Efecto de la inhibicion de FoxO1 sobre la migracion celular

En las figuras 26 y 27, se muestran los resultados del ensayo de
Transwell para evaluar la migracion celular inhibiendo a FoxO1. El siFoxO1 no
modifico la migracion basal de las VSMC A7r5. PGDF-BB indujo un aumento
de la migracion desde 25 + 2 a 65 £ 4 células en las A7r5 tratadas con siRNA
control. En estas células, Ang-(1-9) también previno la migracion inducida por
PDGF-BB (Figura 26). En cambio, cuando se utilizé un siFoxO1 24 h antes, el
efecto preventivo de Ang-(1-9) frente a la inducciébn de la migracion por
PDGF-BB se perdio (Figura 26).

Basalmente, el inhibidor de FoxO1, AS1842856, no tiene ningun efecto
en la migracion de las VSMC A7r5. PGDF-BB indujo un aumento de la
migracion de 28 + 2 a 64 + 4 células. Cuando las células se pretrataron con el
inhibidor AS1842856, el efecto de Ang-(1-9) de prevenir la induccién de la
migracion por PDGF-BB se perdi6 (Figura 27).

Estos resultados sugieren que Ang-(1-9) previene la migracion

inducida por PDGF-BB a través de la activacién de FoxO1.

56



>

Control Ang-(1-9) . PDGF-BB

SiControl

SiFoxO1

B HHH

80 - T 1
ek Kk k Faa¥
(%]
s
5 60
- O
‘L
o =
° 5
T o 40
o o
= g -+
o - . o -
E 20+
S=]
P
0 T T T T

Ang-(1-9) - + - + - +

siFox0O1 - - + + - - +

siControl + + - - + +

PDGF-BB

Figura 26. El silenciamiento de FoxO1 bloquea el efecto de Ang-(1-9)
sobre la migracion de las VSMC inducida por PDGF-BB.

Células A7r5 se transfectaron con un siRNA para FoxOl por 24 h, y
posteriormente se trataron con Ang-(1-9) 1 uM por 3 h y luego se incubaron
con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Se utilizé6 un siRNA control (siControl)
como control de transfeccion. Posteriormente, las células se sembraron en el
pocillo superior de camaras Transwell. Después de 4 h, se eliminaron las
células de la cAmara superior y las células que migraron se fijaron con metanol
y se tifieron con cristal violeta. (A) Imagenes representativas de las células
AT7r5, 4 h posteriores al ensayo de Transwell. (B) Cuantificacién del ensayo
Transwell. Los resultados se expresaron como numero de células que
migraron. n = 5. Promedio + EEM. El andlisis realizado fue un ANOVA de dos
vias con un post test Holm-Sidak. ***p<0,001 vs control. ##p<0,001 vs
PDGF-BB + Ang-(1-9).
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Figura 27. AS1842856 bloquea el efecto de Ang-(1-9) sobre la migracién
inducida por PDGF-BB en VSMC.

Las células A7r5 se pretrataron con AS1842856 (1 uM) 30 min antes de la
adicion de Ang-(1-9) (1 uM), y luego de 3 h de incubacién se trataron con
PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Posteriormente, las células se sembraron en
el pocillo superior de camaras Transwell. Después de 4 h, se eliminaron las
células de la cAmara superior y las células que migraron se fijaron con metanol
y se tifieron con cristal violeta. (A) Imagenes representativas de las células
AT7r5, 4 h posteriores al ensayo de Transwell. (B) Cuantificacién del ensayo
Transwell. Los resultados se expresaron como numero de células que
migraron. n = 5. Promedio = EEM. El analisis realizado fue un ANOVA de dos
vias con un post test Holm-Sidak. ***p<0,001 vs control. ##p<0,001 vs
PDGF-BB + Ang-(1-9).
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VI.5.5. Efecto de siFoxO1 sobre la desdiferenciacién en un cultivo
primario de VSMC

Nuevamente a modo de confirmar los resultados obtenidos en la linea
celular A7r5, se utilizé el modelo de cultivo primario de RAMSC (Figura 28).
En este modelo se replicaron los resultados obtenidos al disminuir los niveles
de FoxOl1l mediante un siRNA. En primera instancia se observa que la
disminucién de los niveles de FoxO1 no genera modificacion en el contenido
de proteinas contractiles (SM22 y Calponina) ni de proliferacion celular (ciclina
D1). El efecto de PDGF-BB como inductor del cambio de fenotipo de las VSMC
se mantuvo tanto en las células tratadas con un siRNA control como control
de transfeccidn, asi como también en las células tratadas con el siRNA para
FoxO1. PDGF-BB disminuyo los niveles de proteinas contractiles (34% SM22
y 37% calponina) y aumentd los niveles de ciclina D1 como marcador de
proliferacion. Finalmente, al silenciar FoxO1l, Ang-(1-9) no fue capaz de
prevenir todos los efectos de PDGF-BB (Figura 28). Estos resultados
fortalecen los hallazgos obtenidos anteriormente en la linea celular, que dan

cuenta de la accién de Ang-(1-9) por un mecanismo dependiente de FoxO1.
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Figura 28. El silenciamiento de FoxO1 bloquea efecto de Ang-(1-9) sobre
la desdiferenciacion de las VSMC inducida por PDGF-BB en RASMC.
RASMC se transfectaron con un siRNA para FoxO1 o con siRNA control por
24 h, y posteriormente se trataron con Ang-(1-9) 1 uM por 3 h y luego se
incubaron con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon extractos
proteicos totales y las proteinas contractiles y de proliferacion se determinaron
por Western blot. Se utilizé B-tubulina como control de carga. (A) Western blot
representativos y niveles totales de (B) SM22, (C) calponina y (D) ciclina D1.
n=5. Promedio = EEM. El analisis realizado fue un ANOVA de dos vias con un
post test Holm-Sidak. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 vs control. ##p<0,001 vs
PDGF-BB + Ang-(1-9).
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VI.5.6. Efecto de la sobreexpresiéon de FoxOl sobre la
desdiferenciacion de VSMC

En dltimo lugar, para corroborar la participacion de FoxO1l en la
regulacion del cambio de fenotipo de las VSMC inducido por PDGF-BB, se
utilizé la transduccion adenoviral para sobreexpresar FoxO1 en células A7r5.
Observandose que, cuando aumentaban los niveles de FoxOl por la
sobreexpresidn, esto no alteraba la migracion basal de las células ni tampoco
la cantidad de proteinas contractiles, debido a que se encontraron los mismos
niveles que en la condicion control. Por otra parte, PDGF-BB disminuyé la
cantidad de proteinas contractiles (39% a-SMA, 44% SM22 y 39% calponina).
Este efecto se bloqued en células que se sobreexpres6 FoxO1 (Figura 29). En
el mismo sentido, en el ensayo de herida, PDGF-BB aumenta la migracion
celular en un 55% en comparacién al 22% de la condicién control, pero no es
capaz de inducir la migracién de las células que sobreexpresan FoxO1 (Figura
30).

En consecuencia, estos resultados sugieren que cuando las células

tienen una cantidad basal de FoxO1l aumentada, PDGF-BB no inducen el

cambio de fenotipo de las VSMC.
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Figura 29. Sobreexpresion de FoxOl previene la disminuciéon de
proteinas contractiles de las VSMC inducida por PDGF-BB.

Células A7r5 se transdujeron con un adenovirus para sobreexpresar
FoxO1-GFP (Ad FoxO1) con un MOI de 1000 por 24 h, luego se incubaron con
PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Se prepararon extractos proteicos totales y las
proteinas contractiles se determinaron por Western blot. Se utilizé B-tubulina
como control de carga. (A) Western blot representativos y niveles totales de
(B) a-SMA, (C) SM22 y (D) calponina. n=5. Promedio + EEM. El analisis
realizado fue un ANOVA de una via con un post test Holm-Sidak. * p<0,05 vs
control. #p<0,05 vs PDGF-BB + Ad FoxO1.
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Figura 30. Sobreexpresion de FoxO1 previene la migracion de las VSMC
inducida por PDGF-BB.

Se cultivaron células A7r5 hasta confluencia y se les realiz6 una herida usando
una punta amarilla de micropipeta. Luego, el medio de cultivo DMEM se
suplemento con bromo deoxiuridina (100 yM). Posteriormente se transdujeron
con un adenovirus para sobreexpresar FoxO1l-GFP (Ad FoxOl) o para
sobreexpresar 3-galactosidasa como control, ambos con un MOI de 1000 por
24 h, luego se incubaron con PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h. Las heridas se
registraron fotograficamente al inicio y a las 24h. Los resultados se expresaron
como porcentaje de cierre de la herida respecto al tamafio de la herida inicial.
n =5. Promedio + EEM. El andlisis realizado fue un ANOVA de una via con un
post test Holm-Sidak. *p<0,05 vs control. #p<0,05 vs PGDF-BB + Ad FoxO1.
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VII. Discusién

En esta tesis se estudia la regulacion del fenotipo de las VSMC por parte
de Ang-(1-9). En particular, como se muestra en el modelo final en la figura 31,
se demostr6 que Ang-(1-9) previene la desdiferenciacion de las VSMC
inducido por PDGF-BB. Este cambio de fenotipo es importante en la génesis
y desarrollo de varias ECV [12, 13, 15]. Ademas, se comprobd que este efecto
lo realiza a través del AT2R. En forma paralela, se demostré que los efectos
protectores asociados a la activacion de AT2R por Ang-(1-9) son mediados por
la via Akt/FoxO1.
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Figura 31. Modelo final
Angiotensina-(1-9), a través del AT2R, disminuye la fosforilacion de Akt y

promueve el aumento de FoxOl. Esto permite mantener el fenotipo
diferenciado de las VSMC frente a estimulos desdiferenciadores como
PDGF-BB.



VII.1 Concentracion de Ang-(1-9)

En primera instancia fue necesario encontrar la concentracion efectiva
de Ang-(1-9) para prevenir el cambio de fenotipo de las VSMC inducido por
PDGF-BB. Sorpresivamente, la concentracion minima efectiva tanto para
prevenir la migracion y la disminucion de proteina contractil calponina inducida
por PDGF-BB fue de 1 uM (Figura 6). Esta concentracion fue 100 veces menor
a la utilizada en los datos preliminares de la tesis y al mismo tiempo, es 100
veces menor a la concentracion utilizada por varios investigadores como
anti-hipertrofico en cultivos de cardiomiocitos neonatos [38, 39]. Que una
concentracion menor de Ang-(1-9) tuviera efectos no es nuevo, ya se habia
visto que la concentracion de 3 uM era suficiente para provocar un aumento
en la secrecion de ANP en auriculas aisladas [58]. Por otra parte, la
concentracion efectiva encontrada es la misma utilizada en la literatura para
los efectos de Ang-(1-9) como in6tropo positivo en corazon aislado [41] y como
inhibidor de la muerte por isquemia [42]. En este udltimo estudio de
Mendoza-Torres y cols. Se muestra que concentraciones menores a 1 UM de
Ang-(1-9) mantiene efectos cardioprotectores pero son cada vez menos
efectivos, lo que se asemeja a nuestros resultados que mostraron que a la

concentracion de Ang-(1-9) 100 nM se pierden todos los efectos.

In vitro, los distintos efectos protectores de Ang-(1-9), usando
diferentes concentraciones, puede deberse a que los estimulos patologicos se
realizan en temporalidades distintas. La prevencion de la muerte por isquemia
[42] y nuestros resultados se realizaron a las 24 h. En cambio, la hipertrofia in
vitro fue ensayada a las 48 h de estimulacion [39]. Esta diferencia, sumado
ademas a la baja estabilidad del péptido puede contribuir a que sean
necesarias concentraciones protectoras mas altas. A nivel in vivo, también se
han reportado diferencias en las concentraciones efectivas de Ang-(1-9). Con
una infusion de 100 ng/kg/min se disminuye la fibrosis cardiaca y aumenta la

biodisponibilidad de NO pero no disminuye la presién [40]. Sin embargo,
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cuando se utiliza una infusién de 600 ng/kg/min se observa una disminucién
de la presibn en modelos de hipertension [43]. Por otra parte, las
concentraciones encontradas a nivel plasmatico tanto en humanos como en
ratas son de 1 a 5 fmol/mL [38, 59]. Cuando se utilizan inhibidores de la ECA
0 antagonistas del AT1R en ratas, los niveles llegan a 25-40 fmol/mL [38]. Los
valores plasméticos logrados con la infusion de 600 ng/kg/min son de 14
fmol/mL, lo que contribuye a la discusion sobre si los efectos cardioprotectores
de estos farmacos se deben solo a la inhibicion de la via clasica del RAS o se

deben a los efectos del eje contra-regulador del RAS.

VII.2. Ang-(1-9) e inhibicion de la desdiferenciacion de las VSMC

La desdiferenciacion de VSMC se evalué mediante migracién celular,
proliferacion y niveles de proteina contractil. Estos tres parametros se utilizan
ampliamente para evaluar el cambio de fenotipo de las VSMC [12, 13]. Es
importante destacar que Ang-(1-9) no modificé ninguno de los parametros
evaluados a los tiempos y a las concentraciones utilizadas en los
experimentos. En este punto es importante mencionar que las condiciones de
cultivo de los modelos utilizados son con medios con un alto contenido de
glucosa, esto ya que se ha visto que condiciones de alta glucosa inducen
cambio en el fenotipo de las VSMC [60, 61]. Por lo tanto, a pesar de que no se
confirmo que en este modelo el alto contenido de glucosa afectara el fenotipo
de las VSMC, nuestros resultados sugieren que Ang-(1-9) no revierte la
proliferacion ni migracién celular inducida por las condiciones de alta glucosa

del medio de cultivo, como si lo realizan moléculas como metformina [60].

Por otro lado, cuando las VSMC eran tratadas con PDGF-BB, un
inductor bien conocido de desdiferenciacion de VSMC [18, 62, 63], el
contenido de proteinas contractiles disminuia, las células migraban y

proliferaban en mayor proporcion. Sin embargo, cuando las VSMC fueron
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pretratadas durante 3 h con Ang-(1-9), para posteriormente incubar con
PDGF-BB, no se produjo ningun efecto de desdiferenciacion. Por lo que, se
evidencia que Ang-(1-9) previene los cambios inducidos por PDGF-BB en

estos tres parémetros.

La inhibicion de la desdiferenciacion de VSMC también se describio
para GLP-1 [18], exenatide [64, 65], exendin-4 [64], rapamicina [63], estatinas
[66, 67] y muchos otros compuestos. Especificamente, con respecto a la
migracion celular, se obtuvieron resultados similares a los publicados
previamente por nuestro laboratorio al utlizar GLP-1, y a los resultados
publicados por otros laboratorios al utilizar exenatide, un analogo a GLP-1.
Este tipo de herramientas farmacoldgicas han mostrado ser beneficiosas en el
cambio de fenotipo de las VSMC [18, 64, 65]. En el mismo sentido, Ang-(1-9)
fue capaz de prevenir la disminucién de proteinas contractiles inducida por
PDGF-BB, del mismo modo que lo hacen farmacos que son ampliamente
utilizados en el tratamiento de enfermedades vasculares como rapamicina
[63], o las estatinas [66, 67]. De manera interesante, estos resultados
muestran que Ang-(1-9) regula el fenotipo de las VSMC manteniéndolo en un
estado diferenciado, al igual como lo hacen otras moléculas que son utilizadas
en la clinica con efectos protectores en las distintas ECV. Estos resultados
sugieren que la utilizacion de Ang-(1-9) podria ser beneficioso para las
enfermedades vasculares, efecto que tiene que ser probado con mas estudios

in vivo y ensayos clinicos.

Ademas, la inhibicién de la proliferacion de VSMC es un sello distintivo
importante para prevenir la hiperplasia de la intima [68]. De hecho, los
medicamentos que inhiben la proliferacion de VSMC, como la rapamicina y el
paclitaxel [69] se usan para prevenir la formacién de neointima [70, 71] o la
restenosis vascular posterior a la cirugia, como el cateterismo o la angioplastia

[72]. Estos resultados se relacionan con los resultados obtenidos por nuestro
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laboratorio en donde se asocia una reduccidbn de la presion arterial
dependiente de Ang-(1-9) con la disminucion del remodelado vascular. Al
mismo tiempo, este remodelado vascular se asocia al aumento en la
proliferacion de las VSMC, la cual se pierde cuando se administra Ang-(1-9)
[73]. Todos estos hallazgos aportan informacion que ayuda a determinar si los
efectos positivos que se observan a nivel vascular, en modelos in vivo, con la
administracion de Ang-(1-9) frente a hipertension provocada por bomba de
infusion de Ang Il [43], frente a ratas espontaneamente hipertensas [40] o
frente a modelo hipertenso de DOCA-sal [74], se deben o0 no a la accion directa
de este péptido sobre las VSMC. En estos modelos, la infusién de Ang-(1-9),
ademas de producir una disminucién en la presion arterial, también disminuye
el grosor de la intima-media aodrtica. Sin embargo, no se evalla si la reduccion
del remodelado de la aorta se debe al cambio de fenotipo de las VSMC. En
base a todos estos antecedentes, en donde se muestra que el tratamiento con
Ang-(1-9) disminuye el dafio vascular provocado por los modelos de
hipertension, y a nuestros resultados in vitro de cambio de fenotipo de las
VSMC, se sugiere que Ang-(1-9) protege del remodelado vascular mediante la
accion directa sobre las VSMC. Queda pendiente, y es una limitacién de
nuestro trabajo, la pregunta de si Ang-(1-9) es capaz de prevenir el cambio de
fenotipo a nivel in vitro frente a otros estimulos distintos a PDGF-BB, como
TNF-a, Ang Il o LDL oxidado.

VII.3. Ang-(1-9) y AT2R

Es importante mencionar, que los efectos preventivos de Ang-(1-9)
sobre la desdiferenciacion inducida por PDGF-BB son mediados por AT2R y
no por MasR. AT2R fue descrito como el receptor endégeno para Ang-(1-9)
[35, 40, 43]. Los efectos antihipertensivos y los de impedir el remodelado
vascular en modelos de hipertension por infusion de Ang Il o de DOCA-sal

también se inhibieron antagonizando AT2R [43, 74]. Esto sugiere que
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Ang-(1-9), y no su conversion a Ang-(1-7) por la ECA [22], es el responsable
de la inhibicién del cambio de fenotipo de las VSMC. Por otro lado, se ha visto
que Ang-(1-7) se puede unir al AT2R [75], y que al utilizar el antagonista
PD123319 sus efectos se bloquean [76], sugiriendo que Ang-(1-7) también
puede actuar por AT2R. Por lo que faltarian realizar mas experimentos para
confirmar que todos los efectos vistos sobre las VSMC se deben

exclusivamente a la accion de Ang-(1-9).

Un aspecto importante a considerar es que nuestros resultados
sugieren que Ang-(1-9) no activa al AT1R a pesar de que se ha descrito que
Ang-(1-9) interactia con el AT1R [35]. Esto porque cuando se bloguea el AT2R
con PD123319 y se incuba al mismo tiempo Ang-(1-9) no se observan efectos
tanto a nivel de migracion, proliferacion o cambios en el contenido de proteinas
contractiles como tampoco de sefalizacién, efectos ampliamente descritos

gue provoca la activacion del AT1R en las VSMC [77].

Por otra parte, se ha visto que la presencia del AT2R es importante
para evitar la progresion del remodelado vascular y para la diferenciacion de
las VSMC. En ratones AT2R KO, la formacién de neointima es mayor en
comparacion a la que se genera en un raton wild type [78], otorgandole un
papel vasoprotector al AT2R. Desde otro punto de vista, cuando se
sobreexpresa el AT2R se ha visto que disminuye la cantidad de colageno en
placas de ateroma en modelo de ratones KO para el receptor de LDL [79].
Aunque esto puede considerarse perjudicial debido a que atenta contra la
estabilidad de la placay aumentaria las probabilidades de ruptura y generacién
de coagulos, en este mismo trabajo y en otros se muestra que la
sobreexpresion o la activacion de AT2R disminuye la inflamacion y, en general,
la formacién de placas [79, 80]. Estos datos sugieren que la presencia y
activacion de AT2R disminuye el remodelado vascular. En relacién a la

diferenciacion de las VSMC, ocurre algo parecido con la correlacion entre
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expresion del AT2R y el efecto protector a nivel in vitro. La cantidad de
proteinas contractiles, como calponina o caldesmona, disminuye en un modelo
de raton KO para AT2R [81]. Ademas, en un modelo in vitro en donde se
sobreexpresa AT2R se observa una menor proliferacién de las VSMC posterior
a la estimulacion con Ang Il [82]. Esto muestra un efecto anti-proliferativo
posterior a su activacién, del mismo modo que se observé en nuestros
resultados. En el mismo sentido, no se observaron efectos de los antagonistas
utilizados para bloquear AT2R o MasR con respecto al cambio de fenotipo de
las VSMC. Tampoco se observdO que estos antagonistas provocaran
diferencias en los efectos de PDGF-BB, tanto en la migracion como en la
disminucién de las proteinas contractiles, comprobando que PDGF-BB no

necesita de estos receptores para ejercer sus acciones desdiferenciadoras.

VI.4. Ang-(1-9) y Akt

Uno de los aspectos poco explorados con respecto al péptido
Ang-(1-9) es la via de sefalizacion transduccional posterior a la activacion del
AT2R. Nuestros resultados, muestran que al estimular las VSMC con
Ang-(1-9) se promueve una disminucion en la fosforilacion de Akt, la cual es
dependiente del AT2R. Este efecto puede ser beneficioso en la prevencion de
la desdiferenciacion de las VSMC, ya que se ha visto que otras moléculas que
previenen la proliferacion inducida por PDGF-BB, como AdipoRon, un agonista
del receptor de adiponectina [62], disminuyen también la fosforilacion de Akt.
Este resultado permite especular que Ang-(1-9) podria prevenir el aumento de
la proliferacién celular caracteristico de las VSMC cuando se encuentran en
un estado desdiferenciado. Estos resultados van de la mano con lo que
muestra la literatura, ya que al estimular el AT2R se ha visto que provoca la
activacion de tirosinas fosfatasas, como SHP-1 [32] y PTP1B [25]. Sin
embargo, mas relevante aln es que se ha visto que la activacion de AT2R

promueve la actividad de la serina/treonina fosfatasa PP2A [83], lo que
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explicaria la diminucion de la fosforilacion de Akt en la serina 473, posterior a
la estimulacion con Ang-(1-9). Se ha descrito que esta fosfatasa tiene la
capacidad de interactuar con Akt y promover su desfosforilacion [84]. Cabe
mencionar que existen dos fosfatasas mas importantes en la regulacion de
Akt. Una es la familia de fosfatasas PHLPP y la otra es PTEN [85]. La familia
de fosfatasas PHLPP se une a Akt y promueve su desfosforilacion [85, 86]. En
cambio, PTEN disminuye la formacion de PIP3, el cual es necesario para que
Akt se una a la membrana plasmatica e inicie su activacion gracias a la
fosforilacion de PDK1 y mTORC2 [86]. Por lo tanto, PHLPP disminuye la
activacion de Akt de forma directa y PTEN impide su activacion [86]. Sin
embargo, hasta este momento no hay estudios que demuestren que AT2R
interactda con estas dos fosfatasas. Esto deja abierta la pregunta sobre como
el AT2R regula la fosforilacion de Akt, si es a través de PP2A o a través de las

clasicas fosfatasas que regulan Akt.

Por otra parte, hasta ahora en la literatura se muestra que AT2R
promoveria la fosforilacion de Akt. Se ha visto que, tanto en higado como en
VSMC, al estimular la fosforilacion de Akt, con insulina o con hormona tiroidea,
el bloquear el AT2R promueve un nivel de fosforilacion de Akt menor [87, 88].
Sugiriendo que AT2R estaria involucrado en la fosforilacion de Akt. Ademas,
recientemente, Mendoza-Torres y cols. demostré que Ang-(1-9) promueve la
fosforilacion de Akt en cardiomiocitos de rata neonatas [42]. Este resultado
diferencial se podria explicar por la capacidad que tiene el AT2R para formar
heterodimeros. De hecho, se ha descrito la heterodimerizacion de AT2R con
AT1R [89], MasR [90] y con el receptor de bradiquinina B2 [91]. En el caso de
la heterodimerizacion con AT1R, se ha visto que incluso en distintos tipos
celulares tiene funciones distintas, ya que, en células HEK293, AT2R se une
al AT1R e impide su internalizacion a pesar de unir Ang Il [92]. En cambio, en
células del epitelio renal, su heterodimerizaciéon promueve su internalizacién y

con esto se provocan movimientos de calcio intracelular posterior a la union
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de Ang Il [89]. Con respecto a la heterodimerizacion con MasR, se ha descrito
gue presentan una interdependencia en sus efectos. Cuando se activa el AT2R
se pueden inhibir sus efectos bloqueando el MasR y viceversa [93, 94]. Con
esto podriamos especular que en nuestro modelo no hay una
heterodimerizacion de este tipo ya que cuando se utilizé el antagonista del
MasR se mantuvo el efecto de Ang-(1-9). Por altimo, la heterodimerizacién con
el receptor de bradiquinina B2 se ha visto que modifica la produccion de NO
posterior a la activacion de AT2R, dependiendo si se utiliza con un antagonista

0 con un agonista del receptor de bradiquinina B2 [91].

También hay que destacar que el estudio de la sefializacion rio debajo
de AT2R ha sido dificil de describir, ya que recientemente se describio la
estructura cristalina del AT2R humano. Este estudio sugiere que, a pesar de
tener una estructura parecida a los receptores acoplados a proteina G, este
receptor esta impedido estructuralmente de unir una proteina G, e incluso,
tampoco podria unir B-arrestina [95]. Por lo tanto, se requieren mas estudios
que expliquen la diferencia en la fosforilacion de Akt entre los distintos tipos
celulares, como VSMC o cardiomiocitos, posterior a la activacion de AT2R por
parte de Ang-(1-9). Como aproximacion, se postula que el AT2R tenga una
heterodimerizacion diferencial en cada tipo celular, que explique la activaciéon

0 no de fosfatasas.

VII.5. Ang-(1-9) y FoxO1

Nuestros resultados muestran que Ang-(1-9) activa FoxO1 a través de
dos mecanismos: una desfosforilacion rapida de FoxO1 (30 min) seguida de
un aumento en el contenido total de FoxO1 (> 3 h). FoxO1, al ser un blanco
rio abajo importante en la sefalizacion de Akt, también regula la proliferacion,
a través de la expresion de inhibidores del ciclo celular [46]. De forma

consecuente con lo encontrado en la fosforilacibn de Akt, se muestra que
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FoxO1 a tiempos cortos disminuye su fosforilacion. El estado de fosforilacion
en que se encuentre FoxO1 determina su localizacion celular [46]. Estimulos
gue aumentan su fosforilacién, como insulina, promueven la traslocacion de
FoxO1l desde el nucleo hacia el citoplasma [96]. En nuestro estudio, se
demuestra que la fosforilacion de FoxOl disminuye, y no solo eso, sino
también que FoxO1 modifica su localizacion, encontrandose en mayor
proporcion en el ndcleo. Si bien nuestros datos no muestran expresamente
que la proteina FoxO1 que se encuentra en el nucleo esta desfosforilada, se
ha visto que el estado desfosforilado es necesario para permitir la traslocacion
[77]. Esto se debe a que la fosforilacién por parte de Akt provoca el bloqueo
de la secuencia de localizacién nuclear presente en FoxO1l. Por lo tanto,
cuando no se efectia esta fosforilacion ese sitio queda expuesto para su

importacion al nucleo [97].

En el mismo sentido, mas relevante es que también se observo un
aumento en la cantidad de proteina FoxO1, pero a las 3 h de incubacién con
Ang-(1-9). Este efecto no muestra cambios en los niveles de fosforilacion de
FoxO1, pero de todas formas cambia su localizacion celular, promoviendo un
aumento de la cantidad de proteina que se encuentra a nivel nuclear. Este
efecto no es nuevo, pero ha sido poco descrito. Se ha visto el aumento en los
niveles de FoxO1 en tiempos cortos de 3 h [98] y en tiempos mas largo de 24
h [49, 99]. El cambio en los niveles de una proteina se puede deber a un
aumento en la sintesis 0 a una disminucion en la degradacién de la proteina.
En el caso de FoxO1 se ha visto que su vida media es de 12 h, en un modelo
de células de higado humano [98], por otra parte, se ha descrito que FoxO1
se debe fosforilar, traslocar al citoplasma, y una vez alli, es degradado via
proteosoma [100]. Nuestros resultados no pueden explicar si hay un aumento
en la sintesis de la proteina, pero al disminuir la fosforilacién de FoxO1 a los
30 min nos permite especular que este se estabiliza en el nlcleo y evita su

degradacion posterior en el citoplasma, provocando un aumento en la cantidad

73



de FoxOl1 total a las 3 h. Vivar y cols. describieron un comportamiento similar,
en donde habia una desfosforilacion de FoxO1l previa al aumento en sus
niveles totales [49]. Cabe destacar que hasta ahora no hay estudios que
muestren alguna relacion entre Ang-(1-9) o del AT2R con el proteosoma, lo
que contribuiria al entendimiento del aumento en los niveles de FoxOl

posterior a la incubacion con Ang-(1-9).

La importancia de esta observacion es que, se ha visto que la cantidad
de proteina es trascendental en el destino celular, ya que el aumento de los
niveles de proteina FoxOl se asocia con la inhibicion de la proliferacion
celular, mientras que la disminucion de los niveles de FoxO1l promueve la
proliferacion [101]. Savai y cols, mostraron que la disminucién de FoxO1 en
células pulmonares humanas SMC promueve su proliferacion [53]. Por otra
parte, FoxO1 no solo esté ligado a la proliferacién celular, sino también se ha
visto vinculado al proceso de diferenciacion de distintos tipos celulares, tales
como células madre [102], fibroblastos [49], en el desarrollo del higado [47] y
es importante en el desarrollo vascular embrionario [45]. Con respecto a la
regulacion de la diferenciacion de las VSMC por parte de FoxO1, lo que se ha
descrito es que la activacion de FoxO1 promueve la expresion de myocardin
[50]. Como se menciond anteriormente, myocardin es importante para
interactuar con el SRF y mantener el fenotipo diferenciado de las VSMC [20].
Pero hasta ahora, este es el primer trabajo que relaciona a FoxO1 con el
estado de diferenciacion de las VSMC, mas all4d de la regulacion de la

proliferacion.

Nuestros resultados muestran que la presencia y la actividad de
FoxO1 son necesarias para la accion de Ang-(1-9) en la prevencion de la
desdiferenciacion inducida por PDGF-BB. Esto porque al utilizar AS1842856,
inhibidor de FoxO1, que se une a su forma activa impidiendo su interaccién

con el ADN [103], asi como también al disminuir sus niveles con un siRNA, se
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observé que Ang-(1-9) pierde sus efectos protectores sobre las VSMC. Para
completar estos hallazgos, utilizamos la sobreexpresion de FoxO1 para imitar
los efectos de Ang-(1-9) en los parametros de migracion y proteinas
contractiles, debido a que la regulacion de la proliferacion ya estaba descrita
[101]. Nuestros resultados muestran que los niveles elevados de FoxOl
también bloquean la desdiferenciacion de las VSMC inducida por PDGF-BB.
Un aspecto importante a considerar es que la sobreexpresion de FoxO1 no
produce un aumento en las proteinas contractiles o una disminucién en la
migracion, al igual que otros han visto que no disminuye la proliferacién basal
[53], esto sugiere que el modelo utilizado se encuentra en fenotipo diferenciado
y que la accidon de FoxO1 sea efectiva solo frente a un estimulo patolégico o

desdiferenciador.

Finalmente, con respecto a los efectos de Ang-(1-9), se ha demostrado
que disminuye el grosor de la capa media de la aorta, que reduce la
inflamacion vascular y la fibrosis [40, 43, 74]. Ademas, se ha visto que tiene
efectos cardioprotectores al reducir la muerte por cardiomiocitos después del
infarto de miocardio [42] y al reducir la hipertrofia de cardiomiocitos [35].
Nosotros, en este trabajo, demostramos que Ang-(1-9) previene la
desdiferenciacion de las VSMC. En conjunto, todos estos efectos sugieren que
Ang-(1-9) podria ser un buen candidato para ser explotado como un agente de

proteccién cardiovascular general.

Nuestro estudio de los efectos de Ang-(1-9) sobre la desdiferenciacion
de las VSMC deja algunas preguntas abiertas que podrian ser abordadas en
futuras investigaciones. A nivel de sefializacion, queda abierta la interrogante
sobre la forma en que AT2R interactia con Akt y de como regula los niveles
de su fosforilacion una vez que es activado. Se menciond la posibilidad de que
AT2R estuviera activando alguna fosfatasa que provoque la desfosforilacion

de Akt. Por otra parte, falta dilucidar la regulacion que ocurre entre el AT2R y
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los niveles proteicos de FoxO1, si este aumento en la cantidad de FoxO1 se
debe solo a su localizacién nuclear y a una disminucion en la degradacién por
via proteosomal 0 a un aumento de su sintesis. Nuestros resultados aportan a
esta discusion ya que muestran que la disminucion en la fosforilacion de Akt
es necesaria para que aumenten los niveles de FoxO1. A nivel de respuesta
celular, queda pendiente demostrar los efectos posteriores a la activacién de
FoxO1 para regular el fenotipo de las VSMC, qué genes especificos estarian
actuando para promover el fenotipo diferenciado de las células. Y por altimo,
nuestros resultados permiten sustentar un proximo estudio a nivel in vivo sobre
los efectos de Ang-(1-9) frente a enfermedades vasculares distintas a

hipertension, tales como aterosclerosis o restenosis.
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VIIl. Conclusiones

1. Ang-(1-9) previene la disminucion de las proteinas contractiles y el
aumento de la migracion y proliferacion inducido por PDGF-BB en las
VSMCs.

2. Ang-(1-9) induce un aumento en los niveles de FoxOl y una
disminucién en la fosforilacién de FoxO1, provocando su traslocacion al

nucleo.
3. La actividad y la presencia de FoxO1 son necesarios para los efectos
de Ang-(1-9) sobre la desdiferenciacion de las VSMC inducida por

PDGF-BB.

4. Los efectos de Ang-(1-9) sobre FoxOl son mediados por la via
transduccional AT2R/Akt.

5. La sobreexpresion de FoxOl previene la desdiferenciacion de las
VSMC inducida por PDGF-BB.
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