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Resumen 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son las más prevalentes y mortales en Chile y 

el mundo. Dentro del sistema cardiovascular, el endotelio juega un papel clave en el 

desarrollo de múltiples ECV, generalmente a través de su papel como mediador de 

procesos inflamatorios. La expresión de proteínas proinflamatorias tales como VCAM-1, 

ICAM-1 y e-Selectina, al igual que la disminución de producción de óxido nítrico (NO) por 

la pérdida de funcionalidad de la eNOS, son factores claves en el desarrollo de ECV. 

Angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)], es un péptido que actúa mediante la activación del receptor 

AT2R y se ha postulado como un potencial agente terapéutico en ECV. La prevención del 

remodelado cardiaco y efectos antihipertensivos sugieren que este péptido podría ser un 

componente del Sistema Renina Angiotensina (SRA) contra-regulatorio, que actuaría en 

distintos tipos celulares. Sin embargo, se desconoce si ejerce efectos antiinflamatorios en 

el endotelio vascular.  Por lo tanto, en esta tesis se propuso la siguiente hipótesis: Ang–(1-

9) reduce la expresión de marcadores pro-inflamatorios en células endoteliales estimuladas 

con TNF-α a través del receptor AT2, disminuyendo la activación de la vía de NF-kB.  

Para probar esta hipótesis, células HUVECs fueron estimuladas con la citoquina pro-

inflamatoria TNF-α para inducir un estado similar al inflamatorio encontrado en patologías 

cardiovasculares. Una vez incubadas con TNF-α, se evaluaron distintas concentraciones 

(0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM) y tiempos de co-incubación (3, 8 y 24 h) con Ang-(1-9) y se 

evaluó la expresión de los marcadores proinflamatorios VCAM-1, ICAM-1 y e-Selectina y 

del marcador de activación endotelial eNOS mediante Western blot. Además, se evaluó 

mediante ensayo de LDH, que los estímulos utilizados no generaban muerte celular.  

No se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de muerte celular en ninguna 

de las concentraciones, ni en los tiempos evaluados (3 y 24 h). No se encontraron cambios 

en la expresión de los marcadores VCAM-1, ICAM-1 y eNOS, al ser comparados con el 

grupo control (HUVECs con TNF-α y sin Ang-(1-9), en ninguna de las concentraciones y 

tiempos evaluados (3, 8 y 24 h). Por otra parte, la co-incubación de TNF-α y Ang-(1-9) a 

0,1; 1 y 10 μM por 3 h, generó un aumento en el contenido proteico de e-Selectina. 

En vista de los resultados, se evaluó la presencia del receptor AT2R por Western blot y se 

observó que el receptor no se expresa HUVECs. Este resultado explica la ausencia de 

efecto de Ang-(1-9), en directa contradicción de la literatura actual.  
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Abstract 
Angiotensin 1-9 reduces the expression of TNF-α induced pro-inflammatory markers 

in endothelial cells.” 

Cardiovascular diseases (CVD) are the most prevalent and deadly in Chile and the world. 

Within the cardiovascular system, the endothelium plays a key role in the development of 

multiple CVDs, generally through its role as a mediator of inflammatory processes. The 

expression of proinflammatory proteins such as VCAM-1, ICAM-1 and e-Selectin, as well as 

the decrease in nitric oxide (NO) production due to the loss of eNOS functionality, are key 

factors in the development of CVD. 

Angiotensin-(1-9) [Ang-(1-9)], is a peptide that acts by activating the AT2R receptor and has 

been postulated as a potential therapeutic agent in CVD. The prevention of cardiac 

remodeling and antihypertensive effects suggest that this peptide could be a component of 

the counterregulatory Renin Angiotensin System (RAS), which would act on different cell 

types. However, it is unknown whether it exerts anti-inflammatory effects on the vascular 

endothelium. Therefore, in this thesis the following hypothesis was proposed: Ang–(1-9) 

reduces the expression of pro-inflammatory markers in endothelial cells stimulated with 

TNF-α through the AT2 receptor, decreasing the activation of the NF pathway -kB. 

To test this hypothesis, HUVECs were stimulated with the pro-inflammatory cytokine TNF-

α to induce a state similar to the inflammatory state found in cardiovascular pathologies. 

Once incubated with TNF-α, different concentrations (0.01; 0.1; 1; 10 and 100 μM) and co-

incubation times (3, 8 and 24 h) with Ang-(1-9) were evaluated. and the expression of the 

proinflammatory markers VCAM-1, ICAM-1 and e-Selectin and the endothelial activation 

marker eNOS was evaluated by Western blot. In addition, it was evaluated by LDH assay 

that the stimuli used did not generate cell death. 

No significant differences were found in the percentages of cell death in any of the 

concentrations, nor in the evaluated times (3 and 24 h). No changes were found in the 

expression of the markers VCAM-1, ICAM-1 and eNOS, when compared with the control 

group (HUVECs with TNF-α and without Ang-(1-9), at any of the concentrations and times 

evaluated (3, 8 and 24 h). On the other hand, the co-incubation of TNF-α and Ang-(1-9) at 

0.1, 1 and 10 μM for 3 h, generated an increase in the protein content of e-Selectin. 

In view of the results, the presence of the AT2R receptor was evaluated by Western blot 

and it was observed that the receptor is not expressed in HUVECs. This result explains the 

lack of effect of Ang-(1-9), in direct contradiction of the current literature. 
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1.- Introducción 

 

1.1. Enfermedades cardiovasculares y funciones fisiológicas del endotelio 
 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan la primera causa de muerte a 

nivel mundial. Anualmente, se reportan alrededor de 17,9 millones de muertes en todo 

el globo (31% de todas las muertes a nivel mundial). Más del 75% de las ECV se 

concentran en países de ingresos medios y bajos  [1] y cerca de la mitad de la población 

chilena está en riesgo cardiovascular moderado o alto [2].  

 

Un componente celular del sistema cardiovascular corresponde a las células 

endoteliales, también llamadas endotelio vascular. Su papel fisiológico es variado y ellas 

presentan heterogeneidad a lo largo de los distintos vasos sanguíneos [3,4]. Entre sus 

funciones destacan: 1) control de permeabilidad vascular, 2) regulación del tono 

vascular, 3) mediador de respuestas inmunológicas 4) mantenimiento y regulación de la 

hemostasia. Por lo tanto, estas células no solo funcionan en el sistema cardiovascular, 

sino que también son parte del sistema inmune. Este sistema se compone de un 

revestimiento de células endoteliales dentro de los vasos sanguíneos. Estas células 

están estrechamente asociadas a pericitos que soportan la estructura vascular. Las 

células endoteliales tienen distintas adaptaciones según el tejido donde se encuentran. 

Por ejemplo, en el cerebro forman la barrera hemato-encefálica y en el endocardio se 

doblan adaptándose a un latido constante  [5,6]. Respecto a su función en el sistema 

inmune, estas células cumplen funciones paracrinas y de intermediario inmunológico, 

secretando quimioquinas, interleucinas, interferones y factores de crecimiento. Además, 

median el reclutamiento de células del sistema inmune y extravasación de leucocitos en 

lugares de inflamación mediante la expresión de moléculas de adhesión como molécula 

de adhesión intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adhesión vascular-1 (VCAM-1), e-

Selectina y p-Selectina [7]. 

 

1.2. Endotelio y su rol en enfermedades cardiacas 
 

El endotelio ha sido reconocido como un componente importante en diversas patologías. 

Su remodelado es de vital importancia en la angiogénesis que ocurre en tumores 

cancerígenos, siendo la hipoxia principal promotor de este proceso [8,9]. Si bien durante 
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el infarto del miocardio, los cardiomiocitos son el principal tipo celular afectado del 

corazón, el endotelio, fibroblastos y células musculares lisas vasculares también 

experimentan cambios en respuesta al daño por isquemia/reperfusión [10]. 

 

En la última década se ha estudiado los efectos protectores del condicionamiento 

cardiaco previo (pre-condicionamiento), durante (per-condicionamiento) o justo después 

(post-condicionamiento) de un evento isquémico. En este contexto, al endotelio se le han 

atribuido diversas funciones: ser un receptor de restos derivados de la sangre durante el 

condicionamiento, sensor de estrés por hipoxia, agente paracrino involucrado en el 

reclutamiento de células distales no endoteliales y como un blanco para la protección 

misma [10]. Se ha descrito que el endotelio estimula la cardioprotección en respuesta a 

eritropoyetina mediante la producción del óxido nítrico (NO) [11]. Se ha descrito que 

agentes farmacológicos cardioprotectores requieren al endotelio para ejercer su efecto 

protector. El anestésico volátil isoflurano produce cardioprotección cuando se administra 

antes o después de un evento isquémico [12, 13]. El grupo de Leucker et al. estudió el 

papel del endotelio en este proceso y descubrió que la producción endotelial de NO es 

inducida por isoflurano, confiriendo protección frente al daño celular [14]. Por otra parte, 

nuestro laboratorio describió que el sedante dexmetomidina activa el eje óxido nítrico 

sintasa endotelial (eNOS)/NO y requiere que la interacción de este fármaco con el 

endotelio para la cardioprotección [15]. También se ha mostrado que las vesículas 

extracelulares pequeñas aisladas de células endoteliales son agentes protectores y 

posibles mediadores del precondicionamiento isquémico [16]. 

 

El endotelio también juega un papel clave en la aterosclerosis. Esta enfermedad precede 

a diversas patologías cardiovasculares, como el infarto del miocardio, trombosis venosa 

profunda, accidentes cerebrovasculares, angina inestable y muerte cardiaca súbita. Los 

principales factores de riesgo para el desarrollo de la aterosclerosis son: edad avanzada, 

hipertensión arterial, ejercicio, hiperlipidemia, diabetes, enfermedades inflamatorias y 

autoinmunes y el consumo de tabaco [17]. En la etapa temprana ocurre “activación 

endotelial”, observándose estimulación de la respuesta inmune innata en arterias con 

una morfología poligonal típicas de zonas con flujos sanguíneos no laminares [18]. En 

estas zonas existe  expresión de moléculas de adhesión en el endotelio como e-

Selectina, p-Selectina, VCAM-1, ICAM-1 y Proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-

1), además del reclutamiento de  monocitos que migran a través del endotelio y  secretan 
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citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α), Interleuquina 1 (IL-1) e 

Interleuquina 6 (IL-6) [19]. En la segunda etapa ocurre la formación de células 

espumosas, donde células del musculo liso vascular y macrófagos retienen 

lipoproteínas. La tercera etapa comprende la progresión de la placa ateromatosa 

formada por las células espumosas, que aumentando de tamaño y se desestabiliza por 

la secreción de citoquinas, metaloproteasas y catepsinas. La cuarta etapa comprende 

eventos agudos derivados de la desestabilización de la placa ateromatosa, generando 

infarto, fibrilación ventricular o muerte súbita coronaria [17]. 

 

El endotelio, por tanto, es un importante blanco farmacológico en el tratamiento de la 

aterosclerosis. Las estatinas son actualmente uno de los fármacos más utilizados para 

el tratamiento de esta enfermedad, por su efecto hipolipidémico. A nivel de endotelio 

vascular, se ha descrito que hipercolesterolemia genera disfunción endotelial, 

disminuyendo los niveles de NO endotelial. Al respecto, las estatinas aumentan los 

niveles de eNOS y disminuyen tanto las ROS, como la expresión de citoquinas 

proinflamatorias en las células endoteliales [20]. 

 

1.3. Endotelio e inflamación en enfermedades cardiovasculares 
 

Como ya se expuso, el endotelio es clave en la génesis y desarrollo de las enfermedades 

cardiovasculares. Sin embargo, estas patologías también tienen un componente 

inflamatorio relevante que contribuye a su génesis y progresión como, por ejemplo, la 

aterosclerosis [21]. En el endotelio, la inflamación se estudia principalmente como 

activación endotelial. En condiciones fisiológicas, el endotelio no interactúa con células 

del sistema inmune, dado que no presentan expresión de las proteínas de membrana 

necesarias para un anclaje efectivo [22]. Sin embargo, en respuesta a interacción con un 

microorganismo u otros estímulos inflamatorios, los macrófagos secretan TNF-α o IL-1β. 

En respuesta a estas citoquinas, se induce la expresión de proteínas intracelulares y de 

membrana, entre las que se cuentan a las moléculas endoteliales de adhesión 

leucocitaria (ELAMs por sus siglas en inglés): e-Selectina, VCAM-1 e ICAM-1. Así, las 

células endoteliales interactúan de manera eficiente con leucocitos. Las células 

endoteliales activadas también sintetizan y secretan diversas citoquinas. Los leucocitos 

por su parte, expresan moléculas como LFA-1 y VLA-4, que actúan como contra-

receptores de VCAM-1 e ICAM-1. Una vez establecida la unión entre la célula endotelial 
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y el leucocito, este último se extravasa hacia el tejido donde ocurre la inflamación. Otro 

componente de la respuesta inflamatoria endotelial es la Interleucina 6 (IL-6), citoquina 

proinflamatoria inducida por NF-kB. La IL-6 estimula la síntesis de proteínas de fase 

aguda, maduración de linfocitos B y la producción de inmunoglobulinas IgM, IgG e IgA  

[23]. Además, los procesos pro-inflamatorios ya descritos también se asocian a la 

generación de disfunción endotelial. En este estado, el endotelio sufre cambios celulares 

que no permiten una función adecuada del mismo, los cuales, si se prolongan en el 

tiempo, promueven la aparición de diversas patologías cardiovasculares, como la 

hipertensión y la aterosclerosis (Fig 1). Este estado se caracteriza por una 

sobreexpresión de moléculas de adhesión celular, reducida biodisponibilidad de NO y 

aumento de la liberación de factores vasoconstrictores derivados del endotelio [24].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Relación entre estrés oxidativo, citoquinas proinflamatorias, inflamación y producción de 
óxido nítrico. La generación de estrés oxidativo en conjunto con un estado inflamatorio y la 
producción de citoquinas proinflamatorias generan una baja en la producción de óxido nítrico. Sin 
este, el endotelio no genera efectos vasodilatadores, promoviendo la aparición de hipertensión y 
aterosclerosis. Adaptado de KONUKOGLU, Dildar; UZUN, Hafize. Endothelial dysfunction and 
hypertension. En Hypertension: from basic research to clinical practice. Springer, Cham, 2016. p. 
511-540 

 

TNF-α es una citoquina maestra activadora del endotelio (Fig 2). Modelos de ratones 

transgénicos han validado esta citoquina y su receptor como protagonistas de la 

respuesta inflamatoria [25]. Mientras tanto, estudios en seres humanos han mostrado la 

efectividad de los anticuerpos anti-TNF-alfa o anti-receptor de TNF en el tratamiento de 

enfermedades autoinmunes [26]. Las células endoteliales humanas expresan  dos 
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subtipos de receptores para TNF-α; TNFR-1 y TNFR-2 [27]. Estos receptores difieren en 

la localización celular en las células endoteliales. El TNFR-1 se ubica mayoritariamente 

en el Golgi, con poca expresión en la membrana celular, mientras que el TNFR-2 se 

encuentra principalmente en la membrana celular [28]. TNF-α induce la activación del 

factor de transcripción NF-kB, mediante la interacción del receptor TNRF-1 y otras 

proteínas adaptadoras como TRADD, TRAF-2 y RIP. En células HUVEC no estimuladas, 

IkB secuestra NFkB en el citosol. IKK es fosforilado en respuesta a la activación del 

TNFR-1 y a su vez fosforila IkB, el cual es rápidamente ubiquitinado y degradado vía 

proteosoma. Una vez libre del IkB, NF-kB  transloca al núcleo y se une a secuencias del 

ADN (elementos de respuesta a NF-kB), presentes en los promotores de  los genes para 

ICAM-1 y VCAM-1 [29]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Dinámica subcelular de la activación endotelial mediada por TNF-α. En respuesta a TNF-

α, se desencadena la transducción de señal que termina por la translocación de NF-κB al núcleo 

celular, donde los genes con sitios de respuesta a este factor transcripcional inician su transcripción 

y posterior traducción. Adaptado de STEYERS, Curtis M.; MILLER, Francis J. Endothelial dysfunction 

in chronic inflammatory diseases. International journal of molecular sciences, 2014. 

 

Angiotensina II (Ang II) es un reconocido estímulo que promueve un estado 

proinflamatorio endotelial, a través de la estimulación de la actividad de NADH-/NADPH-
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oxidasa, aumentando la cantidad de anión superóxido (O2·) y afectando el balance redox 

en las células endoteliales [30]. Adicionalmente, Ang II también es un activador de la vía 

NF-kB en células endoteliales, aumentando la expresión de VCAM-1 [31]. En pacientes 

hipertensos, el uso de antagonistas  del receptor de Ang II ha mostrado suprimir la 

generación de  citoquinas pro-inflamatorias y estrés oxidativo [32]. Por lo tanto, el 

endotelio es un componente crítico en el desarrollo de enfermedades que cuentan con 

un componente inflamatorio crónico de bajo grado. En dicho sentido, el desarrollo de 

nuevas terapias debe considerar el papel clave de estas células para reducir la 

inflamación de una manera eficaz. Esta estrategia terapéutica tiene el potencial de tener 

un impacto significativo para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, que 

hasta la fecha no ha sido explorada en profundidad. 

 

1.4. Sistema renina-angiotensina contra-regulatorio 
 

El Sistema Renina Angiotensina (SRA) ha sido estudiado por más de un siglo [33]. En el 

sistema SRA canónico, el angiotensinógeno sintetizado en el hígado es convertido a 

angiotensina I (Ang I) por la acción de renina producida en la corteza renal y secretada 

a la circulación en respuesta a cambios en la presión sanguínea o por un desbalance de 

electrolitos. Luego, la enzima convertidora de angiotensina (ECA) remueve dos 

aminoácidos de Ang I, produciendo Ang II. Ang II es el principal efector del SRA y tiene 

diversos efectos en todo el sistema vascular. Existen dos receptores que tienen como 

ligando Ang II, denominados AT1R y AT2R. Ambos receptores corresponden a 

receptores polipeptídicos con 7 dominios transmembrana. Estos receptores están 

presentes en la mayoría del cuerpo, incluyendo riñón, corazón, vasos sanguíneos, 

glándula adrenal, hígado, cerebro y pulmones. Sus efectos principales (incluyendo  

vasoconstrictores, secreción de aldosterona, retención de agua y sal) son mediados por 

el AT1R [33]. La activación crónica de este sistema se vincula al desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares, tales como hipertensión arterial y aterosclerosis [34]. 

Se han desarrollado distintos fármacos que tienen como blanco el SRA para tratar estas 

enfermedades. Los fármacos más comunes son los inhibidores de la (IECA) (ACEi) y los 

antagonistas del receptor de Ang II de tipo 1 (ARAII) y su uso se extiende a la 

hipertensión arterial, enfermedades renales, infarto del miocardio, hipertrofia del 

ventrículo izquierdo, nefropatía diabética, entre otras [35, 36]. Sin embargo, en las 

últimas décadas, se ha descrito un sistema SRA contra-regulatorio que tendría efectos 
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contrarios al SRA canónico. Este sistema se compone de péptidos derivados del SRA 

canónico como: angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)], angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], 

alamandina, angiotensina-(1-12) [Ang-(1-12)], angiotensina-(1-5), angiotensina-(2-8) 

(Ang III) y angiotensina-(3-8) (Ang IV). Estos péptidos expanden el concepto del SRA 

canónico, ya que no solo representan nuevos ligandos con diferentes actividades 

respecto al receptor AT1, sino que también tienen interacciones con otros receptores 

[37].  

 

Ang-(1-7) es un péptido de 7 aminoácidos (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro) formado a partir 

del corte proteolítico de Ang II por la enzima convertidora de angiotensina-2 (ECA2). 

Ang-(1-7) tiene como receptor el receptor Mas y ejerce efectos contrarios a los ejercidos 

por  Ang II, tales como reducción de presión sanguínea y de la secreción de 

noradrenalina en modelos animales [38]–[40]. En modelos de ratones knockout para 

apolipopoteina E (-/-), la administración crónica de este péptido tiene un efecto 

vasoprotector, mejora la función endotelial y protege frente a la aterosclerosis [41]. En 

un modelo de asma en ratones, Ang-(1-7) contribuye a la resolución del proceso 

inflamatorio [42]. Ang III generada a partir de Ang II por corte de aminopeptidasa A, ejerce 

efectos similares a Ang II y actúa a través del AT1R [43]. Ang IV, a su vez, deriva de Ang 

III por acción de la aminopeptidasa E y contribuye al desarrollo neuronal, aprendizaje, 

memoria y  regulación del flujo sanguíneo [44]. Ang-(1-12) es un péptido que sirve como 

precursor de Ang I y Ang II, con la particularidad que su síntesis sería independiente de 

renina [45].  
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1.5. Ang-(1-9) en enfermedades cardiovasculares 

 

Por otra parte, Ang-(1-9) es un péptido de secuencia Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-

His, originado a partir del corte proteolítico de Ang I por ECA2. Este péptido ha tomado 

relevancia en el último tiempo por sus efectos cardioprotectores. En modelos animales 

ha mostrado que su administración sistémica disminuye significativamente la muerte 

celular y la recuperación del ventrículo izquierdo después de un infarto del miocardio [46]. 

En un modelo ex vivo de isquemia-reperfusión, Ang-(1-9) redujo el tamaño del infarto y 

mejoró la función contráctil [46]. En un estudio in vitro, usando cultivos primarios de 

cardiomiocitos de ratas neonatas, Ang-(1-9) disminuyó la muerte celular inducida por 

isquemia-reperfusión simulada [46]. Este péptido actúa vía AT2R [47,48], ejerciendo 

efectos anti-hipertensivos, aumentando la producción de NO e induciendo vasodilatación 

[49]. Ocaranza et al. mostraron que estos efectos anti-hipertensivos de Ang-(1-9) en 

modelos de ratas hipertensas son mediados a través del AT2R. La infusión de Ang-(1-9) 

redujo los niveles de presión sanguínea, revirtió el remodelado vascular, disminuyó el 

estrés oxidativo cardiovascular y la actividad de ECA. Este mismo estudio sugirió que los 

efectos de Ang-(1-9) sobre la presión sanguínea podrían estar mediados por NO 

producido en el endotelio [49]. Por lo tanto, Ang-(1-9) es un atractivo agente terapéutico, 

no solo por sus efectos, sino también por ser de origen endógeno, lo que sugiere un perfil 

de seguridad favorable [50].  

 

1.6. Ang-(1-9) y su potencial anti-inflamatorio 
 

A pesar de los múltiples efectos protectores de Ang-(1-9) en diferentes modelos 

experimentales de enfermedades cardiovasculares, hasta a la fecha no hay estudios que 

evalúen su efecto directo en el endotelio. Tanto el endotelio vascular del corazón como 

del riñón expresan ECA2 [51]. También se ha descrito la presencia del AT2R en el 

endotelio vascular. En células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC, por sus 

siglas en inglés), la presencia del AT2R parece tener poco impacto en la producción de 

NO en respuesta a insulina [52]. Pastore et al. estudiaron el efecto de Ang II sobre los 

niveles de ICAM-1 en células HUVEC. En este trabajo, Ang II estimula la expresión de 

ICAM-1 y los antagonistas del AT2R no modificaron la expresión de ICAM-1 [53]. 

Toedebucsh et al usaron un agonista del AT2R en HUVECs y en células endoteliales de 

arteria coronaria (hCAEC). Este nuevo agonista tuvo efectos en la expresión del AT2R, 
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generando un feedback positivo en la expresión del mRNA y los niveles proteicos del 

AT2R después de 7 días de tratamiento. También se mostró que este agonista aumentó 

los niveles de eNOS y NO en células hCAEC [54]. En la línea celular de macrófagos 

THP-1, que expresan AT1R y AT2R, el agonista del AT2R C21 disminuyó la producción 

de TNF-α e IL-6 en respuesta a la estimulación por lipopolisacáridos y aumentó la 

producción de interleuquina 10 (IL-10), ejerciendo un efecto anti-inflamatorio [55]. 

Resultados similares se encontraron en la línea celular HK-2 del túbulo proximal epitelial 

humano pre-tratados con el agonista del AT2R C21, previo a la exposición a 

liposacáridos, aumentando los niveles de IL-10 y disminuyendo los niveles de TNF-α e 

IL-6. En este mismo estudio, en ratas pre-hipertensas, los niveles de TNF-α e IL-6 

disminuyeron cuando se trataron con C21 y el tratamiento con el antagonista de AT2R 

PD123319, disminuyó los niveles de IL-10 [56]. Adicionalmente, en ratas Wistar 

sometidas a infarto del miocardio y tratadas con C21, se observó una disminución de los 

niveles de mRNA de IL-1, IL-2 e IL-6 [57]. En ratas hipertensas (modelo DOCA) tratadas 

con Ang-(1-9), se generó una reducción de la infiltración de monocitos en el tejido 

cardiaco. Sin embargo, este efecto no se previno al co-incubar Ang-(1-9) con PD123319 

[58].  Además, Ocaranza et al. reportaron que, en dos modelos de hipertensión en ratas, 

Ang-(1-9) redujo la presión sanguínea y mejoró la función endotelial. Además, sus 

resultados sugieren que el endotelio tiene un rol central en la acción vasodilatadora de 

Ang-(1-9) [49]. Por lo que, en resumen, se desconoce el efecto de Ang-(1-9) en células 

endoteliales y si en particular, ejerce efectos anti-inflamatorios, lo que podría sugerir su 

uso como potencial agente terapéutico de relevancia para prevenir y controlar la 

progresión de ECV. 
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2. Planteamiento de la hipótesis y objetivos 

 

Considerando que el estado pro-inflamatorio del endotelio es un blanco terapéutico 

relevante para el tratamiento de diversas enfermedades cardiovasculares y que el péptido 

Ang-(1-9) ha mostrado potentes efectos protectores en la vasculatura, así como en otros 

tejidos, el presente estudio busca evaluar el potencial antiinflamatorio de Ang-(1-9) en 

células endoteliales. Para esto, se propuso la siguiente hipótesis:  

 

2.1 Hipótesis 
 

Angiotensina-(1-9) reduce la expresión de marcadores pro-inflamatorios en células 

endoteliales estimuladas con TNF-α a través del receptor AT2, disminuyendo la 

activación de la vía de NF-kB. 

 

2.2. Objetivo General 
 

Determinar si Ang-(1-9) disminuye la expresión de marcadores pro-inflamatorios 

inducidos por TNF-α, mediante un mecanismo dependiente del receptor AT2 y la 

inhibición de la vía NF-κB en células endoteliales humanas de vena umbilical 

(HUVEC). 

 

2.3. Objetivos Específicos 
 

1. Evaluar si Ang-(1-9) reduce la expresión de marcadores pro-inflamatorios inducidos 

por TNF-alfa vía AT2R en células endoteliales humanas de vena umbilical. 

 

2. Determinar si Ang-(1-9) reduce la activación de la vía de NF-kB en células 

endoteliales humanas de vena umbilical estimuladas con TNF-alfa. 
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Figura 3. Modelo propuesto de acción de Ang-(1-9) en células endoteliales. 
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3. Metodología 

 

3.1. Cultivo celular 
 

Se utilizaron células endoteliales de vena de cordón umbilical humanas (HUVEC) 

mantenidas con Endothelial BASAL Medium-2 (Lonza), suplementado con EGM-2 

SingleQuot kit (Lonza). Se usaron pasajes celulares entre 8 y 12 y se utilizó una enzima 

comercial para el realizar el pasaje de las células (Accutase, Sigma). Las células se 

incubaron a 37°C en un ambiente de 95% de aire y 5% de CO2 hasta alcanzar una 

confluencia del 80-90% para ser estimuladas o realizar pasajes. Una vez alcanzada la 

confluencia óptima, las células fueron sembradas en placas de 60 mm, de acuerdo con los 

distintos estímulos de cada grupo experimental. Las células fueron estimuladas con TNF-α 

10 ng/mL (R&D systems, #210-TA) por 24 h o con su vehículo (PBS-BSA 0,1%). Luego, se 

incubaron placas con concentraciones crecientes (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM) de Ang-(1-9) 

por 3, 8 y 24 h, dependiendo de cada grupo experimental, además de una condición 

experimental control con el vehículo (agua Milli-Q). Cabe destacar que tras las 24 h de 

incubación con TNF-α, no se cambió el medio de cultivo de las células, por lo que el tiempo 

final de estos estímulos es de 27, 32 y 48 h. El inhibidor PD123319 se pre-incubó en una 

concentración de 1 μM durante 30 minutos y su vehículo es agua Milli-Q. Posterior a los 

estímulos, las células fueron lavadas con PBS frío, se administró buffer RIPA 

(Radioimmunoprecipitation Assay Buffer) y se almacenaron congeladas a -80°C envueltas 

en papel aluminio, para su posterior procesamiento. 

 

3.2. Cuantificación de proteínas 
 
Se obtuvieron lisados celulares con RIPA y fueron centrifugados por 13 min a 14,500 g. Se 

rescató el sobrenadante en tubos de 1,5 mL y se utilizó un kit de cuantificación de proteínas 

basado en el método del ácido bicinconínico (PIERCE BCA PROTEIN ASSAY #23225, 

Thermo Scientific). En breve, 1 μL de muestra fue incubado con 200 μL de la mezcla de 

reactivos del kit durante 1 h a 50°C. La placa fue leída a 560 nm en un lector de placas. La 

cuantificación se realizó con la absorbancia de una curva estándar de 5 puntos (2; 1; 0,5; 

0,25; 0,125 mg/mL), mediante una regresión lineal, restando el blanco de las muestras y de 

la curva (RIPA y agua destilada, respectivamente). 
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3.3. Western blot 
 
Las proteínas purificadas fueron mezcladas con buffer de carga y agua destilada para 

cargar 10 μg (geles del grupo de 24 h de Ang 1-9) o 20 μg (grupos de 3 y 8 h) de proteína, 

normalizando por volumen (carga total 30 μL). La electroforesis se realizó a 80 V en geles 

al 8% o al 10%, dependiendo del peso molecular de las proteínas buscadas (8% para 

eNOS, e-Selectina, VCAM-1 o ICAM-1, 10% para AT2R). Para la transferencia, se utilizaron 

membranas de PVDF, y se transfirieron a 400 mA por 90 min a 4°C. Posterior a la 

transferencia, se comprueba que esta fue efectiva con una tinción con rojo ponceu y una 

vez observadas las proteínas, se lavaron las membranas con Tween-TBS y se bloquearon 

por 1 h en solución al 5% de leche. Posterior al bloqueo, se incubaron las membranas con 

los respectivos anticuerpos primarios (Tabla 1) en las diluciones señaladas durante la noche 

en agitación a 4°C. Al día siguiente, las membranas se lavaron 3 veces con T-TBS y se 

incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (Rabbit Anti-Mouse IgG 

Peroxidase Conjugate, Calbiochem, Merck #402335) por 45 min. Luego de 45 min, las 

membranas se lavaron 3 veces con T-TBS y se incubaron durante 30 seg con un mix de 

revelado ECL y se revelaron en un equipo LI-COR durante 2 o 5 min, dependiendo de la 

cantidad de proteína cargada y la sensibilidad del anticuerpo. 

 

Tabla 1. Listado de anticuerpos primarios utilizados en la realización de los western-blot. 

  

Nombre del 

anticuerpo  

Marca  Numero de 

catálogo  

Peso 

molecular  

Dilución 

Anticuerpo 1° 

Dilución 

Anticuerpo 2° 

VCAM-1  Santa Cruz  sc-13160  ̴110 kDa  1:1000 1:5000 

ICAM-1  Santa Cruz  sc-8439  ̴ 85-110 kDa 1:1000 1:5000 

e-Selectina  Santa Cruz  sc-137054  115 kDa  1:1000 1:5000 

eNOS  BD  610297  ̴120 kDa  1:1000 1:5000 

β-tubulina  Sigma  T-0198  ̴55 kDa  1:5000 1:5000 

AT2R Invitrogen MA5-38084 50 kDa 1:500 1:1000 
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3.4. Ensayo de liberación de Lactato Deshidrogenasa (LDH) 
 
Con el fin de determinar si los estímulos usados ejercen potenciales efectos citotóxicos, se 

utilizó un kit de liberación de LDH, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (CytoTox 

96® Non-radioactive Cytotoxicity Assay #G1780. PROMEGA). 

 

3.5. Ensayo de IL-6 por ELISA 
 
Se utilizó un subgrupo de muestras para evaluar la secreción de IL-6. Las células se pre-

incubaron por 24 h con TNF-α y posteriormente tratadas durante 3 y 8 h con Ang-( 1-9). IL-

6 se determinó con el kit Quantikine ELISA Human IL-6 (R&D systems), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. La sensibilidad del Kit es de 0-300 pg/mL. 

 

3.6. Análisis estadístico 
 

Todos los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism  8.0.1. Para evaluar la 

normalidad de los datos, se utilizó un test Shapiro-Wilk. Para analizar outliers, se utilizó un 

test Q. Para evaluar diferencias significativas entre grupos se utilizó un ANOVA de 1 o 2 

vías, seguido de un post-test de Tukey para evaluar múltiples comparaciones. Se consideró 

como diferencias significativas aquellas que cumplieran con un p-value < 0,05. Se 

presentaron los datos como el promedio ± la desviación estándar.  
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4. Resultados 

 

4.1. Ensayos de LDH en HUVECs incubadas durante 24 h con TNF-α, seguido de 
24 h con Ang-(1-9) 
 

Considerando que es primera vez que se estudia el efecto de Ang-(1-9) en HUVECs pre-

estimuladas con TNF-α, se determinó la muerte celular, con el fin de descartar potenciales 

efectos citotóxicos inducidos por la combinación de los estímulos. Para evaluar esto, células 

HUVEC fueron pre-incubadas con TNF-α (10 ng/mL) durante 24 h. Posteriormente, las 

células fueron tratadas con Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM)  por 24 h y el inhibidor de 

AT2R PD123319 (1 μM) fue pre-incubado por 30 min. Se evaluó la muerte celular mediante 

un ensayo de LDH. Los resultados muestran que TNF-α no indujo muerte celular en 

comparación con el control. Sin embargo, se observan diferencias estadísticamente 

significativas entre Ang-(1-9) 100 μM y las condiciones de TNF-α, TNF-α + con Ang-(1-9) 

0,01, 1, 100 μM y TNF-α + PD123319 (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Porcentaje de LDH liberado por HUVECs estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) 
seguidas de 24 h de Ang-(1-9) en las concentraciones señaladas (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). Se 
incluyeron a este experimento grupos controles con el inhibidor del receptor AT2 PD123319 1 μM 
pre-incubado por 30 min. El test de Shapiro-Wilk mostró que los datos tenían una distribución normal 
y no se encontraron outliers. Los datos fueron analizando mediante un ANOVA de una vía, con post-
test de Tukey (*= p value< 0.05). Los valores presentados corresponden al promedio ± la desviación 
estándar (SD) N = 6. 
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4.2. Marcadores pro-inflamatorios incubados 24 h con TNF-α, seguido de 24 h 
con Ang-(1-9) 
 

Para evaluar el efecto de Ang-(1-9) sobre la expresión de parámetros pro-inflamatorios 

inducida por TNF-α, se realizó una estandarización de tiempo y concentración de 

incubación de Ang-(1-9). Considerando resultados previos del laboratorio y de literatura 

primaria, se realizó una incubación de 24 h con TNF-α (10 ng/mL) para inducir un estado 

pro-inflamatorio. Luego, se administraron concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 

0,1; 1; 10; 100 μM) por 24 h adicionales y se midieron los niveles proteicos de VCAM-1 por 

Western blot. Como controles, se evaluó un grupo con el vehículo de TNF-α (PBS-BSA 

0,1%) y otro grupo incubado con TNF-α por 24 h y con el vehículo de Ang-(1-9) (agua 

destilada). Los resultados muestran que no hay diferencias significativas entre ninguno de 

los grupos tratados con TNF-α y todos estos grupos expresaron más VCAM-1, en 

comparación con el grupo que no fue tratado con TNF-α (Figura 5).  

 

Figura 5.- Expresión de VCAM-1 en células HUVEC estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) y 
luego por 24 h de concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). De izquierda 
a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular, primer carril corresponde 
al grupo control que no se incuba con TNF-α (PBS-BSA 0,1%) y no expresa VCAM-1. Carriles del 2 
al 7 son los grupos incubados con las concentraciones crecientes de Ang 1-9. Se determinó la 
normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk, confirmándose la normalidad de los 
mismos. Luego, se analizó en busca de outliers con un test Q, sin encontrarse ninguno. Finalmente, 
se realizó un ANOVA de una vía, seguido de un post-test de Tukey, sin encontrarse diferencias 
significativas entre los grupos tratados con TNF-α. Como control de carga se utilizó β-tubulina. Los 
valores presentados corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N = 5. 
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4.3. Ensayo de LDH en HUVECs incubadas 24 h con TNF-α, seguido de 3 h con 
Ang-(1-9) 
 

Se evaluó un segundo tiempo de incubación con Ang-(1-9) para observar los efectos de 

este péptido en un tiempo corto. Posterior a la administración de TNF-α (10 ng/mL) durante 

24 h, las células fueron incubadas con concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 

1; 10; 100 μM) por 3 h y se midió el porcentaje de liberación de LDH. Los datos muestran 

que no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. 

 

 

Figura 6. Porcentaje de LDH liberado por HUVECs estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL), 
seguido de 3 h de Ang-(1-9) en las concentraciones señaladas (0,01; 0,1; 1; 10; 100 μM). Se 
incluyeron grupos controles con el inhibidor del receptor AT2 PD123319 a concentración 1 μM. El 
test de Shapiro-Wilk mostró que los datos tenían una distribución normal y mediante test Q se eliminó 
un outlier. Los datos fueron analizando mediante ANOVA de una vía con post-test de Tukey y se 
encontró que no hay diferencias en la liberación de LDH entre los distintos grupos. Los valores 
presentados corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N=3.  
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4.4. Marcadores pro-inflamatorios en HUVECs incubadas 24 h con vehículo de 
TNF-α, seguido de 3 h con Ang-(1-9) 
 

Con el fin de descartar la inducción de parámetros pro-inflamatorios en respuesta a Ang-(1-

9), células HUVEC fueron incubadas por 24 h con PBS-BSA (0,1%) y concentraciones 

crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM) por 3 h y se midieron los niveles proteicos 

de VCAM-1 por Western blot. Los resultados muestran que ninguna concentración de Ang-

(1-9) induce la expresión de VCAM-1, lo que es confirmado por la inducción de esta proteína 

en presencia de TNF-α (10 ng/mL) como control positivo (Fig 7). Si bien este experimento 

solo muestra 2 repeticiones, estos hallazgos fueron corroborados evaluando la expresión 

de ICAM-1 y VCAM-1 en respuesta a 100 μM de Ang-(1-9) (Fig 8). 

 

 

 

 
 
Figura 7. Niveles proteicos de VCAM-1 en HUVECs incubadas con PBS-BSA por 24 h y con Ang-(1-
9) por 3 h. De izquierda a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular, 
primer carril corresponde al grupo control (sin TNF-α y sin Ang-(1-9)). Carril 2 corresponde a un 
control positivo (incubado con TNF-α 10 ng/mL y sin Ang-(1-9)) y los carriles del 3 al 7 son los grupos 
incubados con las concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). La expresión 
de VCAM-1 se mostró clara, pues no se indujo con ninguna de las concentraciones de Ang-(1-9). 
Como control de carga se utilizó β-tubulina, N=2. 
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Figura 8.- Niveles proteicos de ICAM-1 y VCAM-1, comparándose el grupo control sin estímulos con 
un control positivo (con TNF-α/Sin Ang 1-9) y un grupo sin TNF-α  (10 ng/mL) y 100 μM de Ang-(1-
9). Esto se realizó con el fin de evaluar si la máxima concentración de Ang-(1-9) genera la inducción 
de estos marcadores pro-inflamatorios. N=3. 

 

4.5. Marcadores pro-inflamatorios en HUVECs incubadas 24 h con TNF-α, 
seguido de 3 h con Ang-(1-9). 
 

Posteriormente, se procedió a probar el efecto de la incubación de Ang-(1-9) en la expresión 

de marcadores pro-inflamatorios inducidos por TNF-α en un tiempo de incubación corto. 

Para complementar los hallazgos previos, se incluyó la medición de 2 marcadores: e-

Selectina y eNOS. Se estimularon células HUVEC con TNF-α (10 ng/mL) durante 24 h, 

luego se incubaron con concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM) 

durante 3 h y se determinaron los niveles proteicos de los marcadores ya indicados por 

Western blot. Los resultados indican que Ang-(1-9) no revirtió el aumento de VCAM-1, 

ICAM-1, ni la reducción en los niveles de eNOS inducida por TNF-α (Figura 9 y 10). Sin 

embargo, Ang-(1-9) generó un aumento significativo en la expresión de e-Selectina en 

respuesta a la co-administración de TNF-α con 0,1; 1 y 10 μM de Ang-(1-9) (Figura 11). 
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Figura 9. Expresión de VCAM-1 en células HUVEC estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) y 
luego por 3 h de concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). De izquierda 
a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular. Primer carril 
corresponde al grupo control que no se incuba con TNF-α y no expresa VCAM-1. Carriles del 2 al 7 
son los grupos incubados con TNF-α y las concentraciones crecientes de Ang-(1-9). Se determinó la 
normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk, confirmándose la normalidad de los 
mismos. Luego se analizó en busca de outliers con un test Q, sin encontrarse ninguno. Finalmente, 
se realizó un ANOVA de una vía, seguido de un post-test de Tukey sin encontrarse diferencias 
significativas entre los grupos tratados con TNF-α. Todos los grupos expresaron más VCAM-1 
comparados contra el grupo que no se incubó con TNF-α. Como control de carga se utilizó β-tubulina. 
Los valores presentados corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N=6. 
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Figura 10. Expresión de eNOS en células HUVEC estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) y 
luego por 3 h de concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). De izquierda 
a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular, primer carril corresponde 
al grupo control que no se incuba con TNF-α y expresa de forma constitutiva eNOS. Carriles del 2 al 
7 son los grupos incubados con las concentraciones crecientes de Ang-(1-9). Se determinó la 
normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk, confirmándose la normalidad de los 
mismos. Luego se analizó en busca de outliers con un test Q, sin encontrarse alguno. Finalmente, 
se realizó un ANOVA de una vía, seguido de un post-test de Tukey sin encontrarse diferencias 
significativas entre los grupos tratados con TNF-α y todos los grupos expresaron más VCAM-1, 
comparados con el grupo control (****= p value< 0.0001). Como control de carga se utilizó β-tubulina. 
Los valores presentados corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N=7. 
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Figura 11.- Expresión de e-Selectina en células HUVEC estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL)  
y luego por 3 h de concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). De izquierda 
a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular, primer carril corresponde 
al grupo control que no se incuba con TNF-α. Carriles del 2 al 7 son los grupos incubados con las 
concentraciones crecientes de Ang-(1-9). Se determinó la normalidad de los datos mediante el test 
de Shapiro-Wilk, confirmándose la normalidad de los mismos. Luego se analizó en busca de outliers 
con un test Q encontrándose un valor, el cual se dejó fuera del análisis. Finalmente, se realizó un 
ANOVA de una vía, seguido de un post-test de Tukey. En el caso de e-Selectina, se encontró una 
diferencia significativa entre el grupo control (sin TNF-α) y los grupos con concentración 0,1 μM de 
Ang-(1-9) (*=p value< 0,05) y 1 y 10 μM (**=p value< 0,01). No se encontraron diferencias entre los 
demás grupos. Como control de carga se utilizó β-tubulina. Los valores presentados corresponden 
al promedio ± la desviación estándar (SD). N=5. 
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Figura 12.- Expresión de ICAM-1 en células HUVEC estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) y 
luego por 3 horas de concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). De 
izquierda a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular. Primer carril 
corresponde al grupo control que no se incuba con TNF-α y no expresa VCAM-1. Carriles del 2 al 7 
son los grupos incubados con las concentraciones crecientes de Ang-(1-9). Se determinó la 
normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk, confirmándose la normalidad de los 
mismos. Luego se analizó en busca de outliers con un test Q, sin encontrarse ninguno. Finalmente, 
se realizó un ANOVA de una vía, seguido de un post-test de Tukey, sin encontrarse diferencias 
significativas entre los grupos tratados con TNF-α. Todos los grupos expresaron más ICAM-1 
comparados contra el grupo que no se incubó con TNF-α. Como control de carga se utilizó β-tubulina. 
Los valores presentados corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N=3. 

 

4.6. Detección de IL-6 en sobrenadante de HUVECs incubadas por 24 h con TNF-
α, seguido de 3 h de Ang-(1-9) 
 

Como una aproximación complementaria, se midió mediante ELISA, los niveles de IL-6 

liberada al medio por las HUVECs luego de ser incubadas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) 

y luego con Ang-(1-9) por 3 h. Se evaluó la concentración más baja (0,01 μM) y más alta 

(100 μM) de Ang-(1-9). Los resultados muestran que no hay diferencias entre los 

tratamientos administrados y el control (Figura 13). 
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Figura 13.- Niveles de IL-6 en sobrenadante de células HUVEC pre-tratadas con TNF-α (10 ng/mL)  
por 24 h e incubadas durante 3 h con 0,01 μM y 100 μM Ang-(1-9). Se analizó la normalidad de los 
datos mediante un test de Shapiro-Wilk y se buscaron outliers mediante un test Q, encontrándose 
que se ajustaban a un comportamiento normal y no se detectaron outliers. Mediante un ANOVA de 
una vía, se determinó que no existen diferencias significativas en la liberación de IL-6 entre los 
distintos tratamientos. Los valores presentados corresponden al promedio ± la desviación estándar 
(SD). N=3. 

 

4.7. Marcadores pro-inflamatorios de HUVECs incubadas 24 h con TNF-α, 
seguido de 8 h con Ang-(1-9) 
 

Finalmente, se evaluó el efecto de Ang-(1-9) en la expresión de marcadores pro-

inflamatorios inducidos por TNF-α, utilizando un tiempo de incubación intermedio. Para 

estudiar esto, células HUVEC fueron pre-tratadas con TNF-α (10 ng/mL) durante 24 h y 

posteriormente, fueron tratadas con concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 

10 y 100 μM) durante 8 h. Los datos muestran que el péptido no redujo la expresión de 

VCAM-1 en ninguna de las concentraciones de Ang-(1-9) evaluadas (Figura 14). Cabe 

señalar que en este experimento se incluyó un control adicional: HUVECs incubadas por 

24 h con el vehículo de TNF-α (PBS-BSA) y posteriormente, las células fueron estimuladas 

durante 8 h con Ang-(1-9) 100 μM. La adición de este grupo nos permite analizar la 

interacción que se pudiese generar entre TNF-α (10 ng/mL) y Ang-(1-9) a esta 

concentración. Se observa que no hay diferencias significativas entre TNF-α y Ang-(1-9) 

100 μM, descartando una interacción entre los estímulos a las 8 h. De manera similar, se 

observó que ninguna de las concentraciones de Ang-(1-9) aumentó de manera significativa 

la expresión de e-Selectina (Fig. 15). Adicionalmente, cuando se realizó un análisis con un 
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ANOVA de 2 vías no se encontraron diferencias significativas cuando se variaba la 

concentración de Ang-(1-9) (Fig. 16). 

 

 

 
Figura 14. Expresión de VCAM-1 en células HUVEC estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) y 
luego durante 8 h con concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). De 
izquierda a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular, primer carril 
corresponde al grupo control que no se incuba con TNF-α. El segundo carril corresponde al nuevo 
control incubado con el vehículo de TNF-α por 24 h y luego con Ang-(1-9) 100 μM durante 8 h. 
Carriles del 3 al 8 son los grupos incubados con las concentraciones crecientes de Ang-(1-9). Se 
determinó la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk, confirmándose la normalidad 
de los mismos. Luego se analizó en busca de outliers con un test Q sin encontrarse. Finalmente se 
realizó un ANOVA de una vía seguido de un post-test de Tukey.). No se encontraron diferencias 
entre los grupos). Todos los grupos expresaron más VCAM-1 comparados contra los grupos que no 
se incubaron con TNF-α. Como control de carga se utilizó β-tubulina. Los valores presentados 
corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N=5. 
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Figura 15.- Expresión de e-Selectina en células HUVEC estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) 
y luego durante 8 h con concentraciones crecientes de Ang-(1-9) (0,01; 0,1; 1; 10 y 100 μM). De 
izquierda a derecha: Pesos moleculares indicados por el estándar de peso molecular. Primer carril 
corresponde al grupo control que no se incuba con TNF-α. El segundo carril corresponde al nuevo 
control incubado con el vehículo de TNF-α por 24 h y luego con Ang-(1-9) 100 μM durante 8 h. 
Carriles del 3 al 8 son los grupos incubados con las concentraciones crecientes de Ang-(1-9). Se 
determinó la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro-Wilk, confirmándose la normalidad 
de los mismos. Luego se analizó en busca de outliers con un test Q, sin encontrarse ninguno. 
Finalmente se realizó un ANOVA de una vía seguido de un post-test de Tukey. No se encontraron 
diferencias entre los grupos. Como control de carga se utilizó β-tubulina. Los valores presentados 
corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N=4. 
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Figura 16.- Expresión de e-Selectina en HUVECs estimuladas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL) y 8 h 
de Ang-(1-9) 100 μM. Se agruparon los datos de la figura 5 para poder realizar un ANOVA de 2 vías. 
Se encontraron diferencias significativas (**p value< 0,01) entre los grupos que fueron incubados 
con y sin TNF-α. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos 
incubados sin Ang-(1-9) y con la concentración máxima de Ang-(1-9) (100 μM). Los valores 
presentados corresponden al promedio ± la desviación estándar (SD). N=4. 

 

4.8. Expresión de AT2R en HUVEC 
 

Considerando la ausencia de cambios significativos en la expresión de marcadores 

inflamatorios, surge la posibilidad de que los resultados neutrales observados en los 

distintos experimentos de este estudio puedan explicarse por la ausencia de la expresión 

del receptor para Ang-(1-9). Por lo tanto, se evaluó el contenido proteico de este receptor 

por Western blot en 3 grupos diferentes de células HUVECs con estímulos de 24 h de TNF-

α, seguidos de 3 h de incubación con Ang-(1-9) o su control. Además, se utilizaron grupos 

de HUVECs pre-incubadas con PD123319 (Figura 17). Se puede ver una clara ausencia de 

bandas correspondientes a AT2R en todos los lisados celulares, excepto en el control 

positivo, que corresponde a células AGS de cáncer gástrico que fueron transfectadas con 

un vector viral para sobre expresar AT2R (“Ctrl +” en figura 18). 
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Figura 17. Western blot de 3 grupos celulares distintos de pasaje 9 y 10 para evaluar la expresión 
de AT2R. El primer y último carril corresponden al estándar de peso molecular. El carril “Ctrl +” 
corresponde a células de cáncer gástrico que expresan AT2R basalmente y además fueron 
transfectadas con un AAV para sobre expresar el gen. 
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5. Discusión 

 

El presente trabajo mostró que TNF-α indujo la expresión de los parámetros pro-

inflamatorios VCAM-1, ICAM-1 y e-Selectina y redujo los niveles proteicos de eNOS en 

HUVECs. Por otra parte, Ang-(1-9), si bien no presentó citotoxicidad en las concentraciones 

evaluadas, no revirtió los efectos inducidos por TNF-α.  

 

Los hallazgos de este estudio revelan que el patrón de expresión de VCAM-1 en los 3 

tiempos de incubación con TNF-α y las 5 concentraciones de Ang-(1-9) es claro y 

reproducible. La expresión de VCAM-1 es una proteína de adhesión leucocitaria 

ampliamente descrita en la literatura en distintos modelos, entre ellos, HUVECs [59]. La 

detección de esta proteína en el laboratorio fue estandarizada en la tesis de Magister de 

Nicolás Herrera Zelada. En esta, se evaluó la expresión de VCAM-1 e ICAM-1 en respuesta 

a TNF-α (10 ng/mL). Sus resultados mostraron que tanto VCAM-1 como ICAM-1 son 

marcadores altamente sensibles y confiables en HUVECs, por cuanto se inducen de forma 

robusta en presencia de TNF-α. Además, este trabajo evaluó los cambios en la expresión 

de estos marcadores en el tiempo, siendo el aumento de la expresión de VCAM-1 

estadísticamente significativo a las 6 y 24 h de incubación con TNF-α y a las 48 h, se 

observa una leve reducción (Anexo 1).  

En base a estos hallazgos, se eligió como límite de tiempo de incubación las 48 h (24 h de 

TNF-α + 24 h de Ang 1-9), ya que un tiempo más prolongado significaría que cualquier 

alteración en la expresión de VCAM-1 podría generarse por el largo tiempo de incubación, 

en lugar de ser en respuesta a los estímulos utilizados. Los resultados expuestos en esta 

tesis muestran que VCAM-1 se induce de forma esperada por los estímulos con TNF-α, sin 

embargo, ninguna concentración ni tiempo de incubación con Ang-(1-9) altera su expresión 

de forma significativa, por lo que estos hallazgos sugieren que Ang-(1-9) no revierte la 

expresión de VCAM-1 en células endoteliales de vena de cordón umbilical (HUVEC) cuando 

son estimuladas con TNF-α. Además, se debe destacar que cuando se evaluó el tiempo de 

8 h de incubación de Ang-(1-9), se añadió un grupo de células que no se realizó en otros 

experimentos, que corresponde a HUVECs que no fueron estimuladas con TNF-α, pero sí 

con Ang-(1-9) en su concentración de trabajo máxima (100 μM). Añadir este grupo nos 

permitió evaluar si existe alguna interacción entre ambos estímulos utilizados. Sin embargo, 

no se encontraron diferencias que indicaran una interacción entre los estímulos en la 

expresión de VCAM-1.  
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Por otra parte, el marcador ICAM-1 tiene características similares a VCAM-1 no solo en su 

papel a nivel celular, sino en su patrón de expresión en condiciones experimentales. Lin y 

cols. demostraron que en respuesta a visfatina (una adipoquina), se observa en células de 

vasculatura endotelial humanas (EA.hy926), que tanto VCAM-1 e ICAM-1 aumentaron su 

expresión mediante la activación de la vía p38/PI3K/Akt y una posterior traslocación al 

núcleo de NF-kB [60]. Si bien el presente estudio solo evaluó su expresión a las 3 h de 

estimulación con Ang-(1-9), su uso como marcador pro-inflamatorio se encuentra 

confirmado por los resultados de la tesis de Nicolás Herrera Zelada (Anexo 2), así como 

por la literatura [61]. Al igual que los hallazgos relacionados a VCAM-1, Ang-(1-9) no redujo 

la expresión de ICAM-1 en el tiempo evaluado.  

La eNOS es una enzima descrita como un marcador de función endotelial. Su detección 

usualmente se acompaña de la forma fosforilada (p-eNOS), pues esta presenta actividad 

enzimática [62] y la producción de NO asociada. La literatura actual describe un 

comportamiento contrario de eNOS en respuesta a estímulos inflamatorios, esta proteína 

disminuye su expresión en respuesta a estos estímulos [63]. Tanto TNF-α, como LPS e 

IL-1β son estímulos capaces de reducir la expresión de eNOS [64]. La expresión de eNOS, 

en el tiempo de 3 h de incubación con Ang-(1-9), disminuye con respecto al control sin TNF-

α, como se esperaba, pero ninguna concentración de Ang-(1-9) restauró su contenido 

proteico a niveles basales. Estos resultados parecieran contradecir los hallazgos de 

Ocaranza y cols., por cuanto se ha observado que Ang-(1-9) aumenta los niveles de mRNA 

de eNOS en aorta de ratas hipertensas [49]. Asimismo, este péptido aumentó los niveles 

de nitritos en plasma de ratas hipertensas, lo que sugiere un aumento en la actividad de 

eNOS en respuesta a Ang-(1-9). Cabe señalar que ambos efectos fueron prevenidos por 

un pretratamiento con el antagonista del AT2R, PD123319 [49]. Una diferencia importante 

entre el presente trabajo y el estudio de Ocaranza y cols. es el uso de células humanas, en 

lugar de una muestra de tejido, que contiene más de un tipo celular. Adicionalmente, el 

carácter in vivo de los experimentos de este trabajo permite una evaluación más integral de 

la respuesta biológica que genera Ang-(1-9). Adicionalmente, el presente estudio no evaluó 

actividad de eNOS, lo que constituye una limitación. Otro aspecto  a considerar es que este 

marcador solo se evaluó a las 3 h de incubación con el péptido, por lo que no se puede 

descartar que una incubación más larga con Ang-(1-9) pueda restaurar el contenido 

proteico tras la reducción inducida por TNF-α. Además, tampoco se determinaron los 

niveles de p-eNOS. Esto es relevante, ya que se ha descrito que en corazones asilados de 
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ratas adultas, Ang-(1-9) induce la fosforilación de Akt  [46], la que a su vez fosforila a eNOS 

[62]. Sin embargo, un estudio reciente reportó que Ang-(1-9) redujo los niveles de p-eNOS 

en células de músculo liso vascular de aorta de ratas A7r5 [65], sugiriendo que los efectos 

de este péptido depende del tipo celular sobre el que ejerce su acción. 

 

Otro parámetro evaluado en el desarrollo de esta tesis fue e-Selectina. Al igual que VCAM-

1 e ICAM-1, corresponde a una molécula de adhesión leucocitaria y aumenta su expresión 

en respuesta a TNF-α en HUVECs. Esta proteína se expresa en respuesta a TNF-α y es 

utilizada como marcador de activación endotelial [66, 67]. A diferencia de VCAM-1 e ICAM-

1, e-Selectina presentó un nivel de expresión basal, evidenciado en el grupo control (sin 

TNF-α y sin Ang-(1-9)), pero cuando las HUVECs fueron estimuladas solo con TNF-α, no 

se generó un aumento significativo de este marcador. La co-incubación de TNF-α con Ang-

(1-9) indujo un aumento de esta proteína de forma significativa en tres de las cinco 

concentraciones utilizadas. Esto podría sugerir una potencial interacción entre el estímulo 

con TNF-α y Ang-(1-9),  promoviendo la expresión de este marcador proinflamatorio. Este 

resultado fue inesperado, toda vez que las Figuras 7 y 8 mostraron que Ang-(1-9) no 

aumentaron los parámetros proinflamatorios VCAM-1 e ICAM-1, si bien el presente estudio 

no evaluó si el péptido induce la expresión de e-Selectina en ausencia de TNF-α. Respecto 

a las posibles explicaciones de esta interacción, cabe señalar que se ha descrito que la 

expresión de e-Selectina inducida por TNF-α se genera por dos vías paralelas de respuesta 

a NF-kB, estás son TRAF-NF-kappa B y TRAF-RAC/CDC42-JNK-c-Jun/ATF2 [68]. 

Adicionalmente, estudios en humanos obesos destacan a e-Selectina como un marcador 

que se asocia a un incremento en TNF-α, por lo que su utilidad como marcador es útil no 

solo a nivel preclínico [69]. Una posible interacción de Ang-(1-9) y alguna de estas vías 

puede explicar el resultado obtenido, pero esta hipótesis debe ser evaluada 

experimentalmente. Además, al no observarse una diferencia entre el efecto de TNF-α solo 

respecto al control en este estudio, tampoco se puede considerar un efecto aditivo. Por otra 

parte, los resultados obtenidos en el presente estudios deben ser complementados con la 

evaluación de e-Selectina en respuesta a la incubación con Ang-(1-9) durante 3 h y 24 h, 

con el fin de explorar las posibles variaciones en el contenido proteico de este marcador.  

  

Se realizaron ensayos de LDH en dos de los tres tiempos de incubación de Ang-(1-9), 3 y 

24 h. Estos experimentos se realizaron para descartar que el tiempo de estímulo de 24 h 

aumentara la muerte celular, mientras que la administración de 3 h de Ang-(1-9) era la 
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condición en que ambos estímulos se encuentran en una mayor concentración, por lo que 

evaluar estos dos tiempos, permitió determinar que las células no fueron afectadas por la 

combinación de ambos estímulos. Adicionalmente, la co-administración de TNF-α, Ang-(1-

9) y PD123319 tampoco tuvo efectos sobre la muerte celular, mostrando que si bien no 

existen diferencias significativas entre la condición control y TNF-α, se observa una 

tendencia que parece sugerir un leve aumento en la liberación de LDH en respuesta a TNF-

α, lo cual concuerda con el efecto descrito de esta citoquina en la muerte celular [70], pero 

los porcentajes de LDH liberado no son elevados, en comparación con un estudio previo 

[71].  

 

Los resultados obtenidos con VCAM-1, ICAM-1 y e-Selectina muestran que Ang-(1-9) no 

redujo la expresión de estos parámetros pro-inflamatorios. Para confirmar estos hallazgos, 

se evaluó el efecto del péptido sobre la expresión de IL-6. Sin embargo, los resultados 

mostraron que Ang-(1-9) no afectó los niveles de esta citoquina pro-inflamatoria. Esto llama 

la atención por dos razones; la primera es que TNF-α es un conocido inductor de liberación 

de IL-6 en HUVECs [23, 72] y por otra parte, Ang-(1-9) no redujo de forma significativa la 

liberación de esta citoquina, contribuyendo al rechazo de la hipótesis inicial del trabajo. Sin 

embargo, estos resultados se pueden explicar por errores de la técnica, bajo n muestral o 

estrés de las células cultivadas. 

 

Los resultados presentados en esta tesis contradicen los resultados esperados planteados 

en la hipótesis.  Los principales trabajos que apoyaban esta hipótesis sustentaban en el uso 

de un agonista del receptor AT2, C21, y su efecto en la expresión de marcadores 

proinflamatorios [73]. En este trabajo se utilizaron HUVECs, sin embargo, los parámetros 

experimentales difieren de los utilizados en esta tesis. Se utilizaron células en un pasaje 

menor (2-6 vs 7-11). El tiempo de incubación con TNF-α también fue distinto (4 h vs 24 h). 

El rango de concentraciones del estímulo fue similar; desde 0,1 a 100 μM en el trabajo de 

Sampson y cols. vs 0,01 a 100 μM en este trabajo. La evaluación de los marcadores pro-

inflamatorios difirió no solo en cuáles se evaluaron, sino también en las técnicas utilizadas. 

En el trabajo de Sampson y cols se midió mediante citometría de flujo y RT-PCR la 

expresión de ICAM, CCL2 e IL-6. [73] En un ensayo similar, Ismail y cols probaron los 

efectos en la disminución de los marcadores inflamatorios VCAM-1 e ICAM-1, cuando se 

administró un extracto acuoso de la hierba Piper sarmentosum. Su modelo experimental 

constaba de HUVECs incubadas por 24 h con TNF-α (10 ng/mL), además de un co-estímulo 
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correspondiente al extracto en diferentes concentraciones (100, 150, 250 y 300 ug/mL) [74]. 

Los autores observaron que este extracto redujo la expresión de ambos marcadores de 

forma significativa y dosis-dependiente. Sin embargo, se debe señalar que en este trabajo 

no se entregan detalles respecto al origen de las HUVECs y se midió VCAM-1 e ICAM-1 

mediante ELISA [74]. 

 

Por otra parte, en este trabajo se utilizó un sistema de pre-incubación con TNF-α y posterior 

co-incubación con Ang-(1-9). Esto se pensó con la intención de emular un contexto 

patológico, en el cual un paciente sea diagnosticado con una enfermedad que curse con 

procesos de inflamación a nivel vascular, tales como aterosclerosis y obesidad  [21, 75] y 

por lo tanto, se le puedan administrar fármacos con la finalidad de revertir o detener la 

enfermedad. Nuestro modelo pretende hacer el símil con esta situación, induciendo un 

fenotipo pro-inflamatorio mediante la incubación con TNF-α y la posterior co-incubación con 

Ang-(1-9). Esto generó que los tiempos de incubación finales de TNF-α fueran más largos 

que los descritos en la literatura presentada: Los tiempos de 3, 8 y 24 h de Ang-(1-9) eran 

a su vez tiempos de 27, 32 y 48 h de TNF-α, ya que no ocurría un recambio de medio en 

este proceso. Los prolongados tiempos de incubación con TNF-α podrían dar cuenta de la 

ausencia de efectos ya, que al ser una citoquina pro-inflamatoria potente [25], pocos 

estímulos podrían tener un efecto significativo en la expresión de marcadores proteicos. 

Esto cobra aún más relevancia cuando se considera el bajo tiempo de vida media que 

presenta el péptido Ang-(1-9) [76]. 

 

Se ha descrito que Ang-(1-9) ejerce potentes efectos terapéuticos en enfermedades 

cardiovasculares. En efecto, este péptido redujo la presión sanguínea en modelos 

preclínicos de hipertensión [49]. En el contexto de isquemia/reperfusión redujo la muerte 

celular in vitro, redujo el tamaño de infarto ex vivo y mejoró la función ventricular in vivo [46]. 

Adicionalmente, redujo la desdiferencición de células musculares lisas vasculares, 

contribuyendo a la disminución del remodelado vascular [65]. Por lo tanto, considerando su 

alto potencial terapéutico y los resultados neutrales del presente estudio, se procedió a 

determinar la presencia del AT2R. Sorprendentemente, el análisis de Western blot que 

evaluó la expresión de AT2R, en presencia de control positivo correspondiente a una línea 

celular de cáncer gástrico (AGS) que sobre expresa AT2R por acción de un vector viral, 

reveló que AT2R fue detectado en HUVECs de distintos grupos y condiciones 

experimentales. Se debe discutir entonces la posibilidad de que AT2R no se encuentre en 



48 
 

las HUVECs que se trabajaron en esta tesis. La expresión de AT2R en células HUVEC ha 

sido descrita de forma extensa en la literatura, ya sea mediante su medición directa o 

mediante el uso de agonistas específicos de AT2R con efectos significativos [54, 77, 78]. 

 

La ausencia del receptor AT2 en HUVECs fue inesperada, pero no significa que no se 

exprese en todas las HUVECs. Como una proyección de este trabajo se debería 

estandarizar la presencia de este receptor según los pasajes utilizados (una de las 

principales diferencias entre este trabajo y otros de la literatura son los pasajes utilizados 

en el cultivo [73]) ya que posiblemente, la expresión de AT2R podría variar a medida que 

las células se replican. Otra potencial explicación es que el tiempo de incubación cambie la 

expresión de AT2R. Para evaluar esto, se debería realizar una curva dosis-respuesta, 

modificando la concentración y los tiempos de incubación con TNF-α y evaluar la expresión 

de AT2R. Incluso si las HUVEC no fueran un modelo adecuado para trabajar con Ang-(1-

9), se podría utilizar un vector de expresión viral para expresar este receptor, ya que la 

utilidad de estas células como modelo endotelial no puede ser descartada solo por no 

expresar este receptor. Al ser evidentemente sensible al estimulo con TNF-α, complementar 

la falta de este receptor puede ser un camino viable para dilucidar el rol que Ang-(1-9) podría 

tener a nivel endotelial. Adicionalmente, se sabe que la expresión de AT2R en HUVECs 

puede variar, por ejemplo, por el tipo de suero que se utilice. En un trabajo por Takeda-

Matsubara y cols. se observa un cambio en la expresión de los receptores AT1 y AT2 en 

respuesta a la incubación con suero correspondiente a mujeres que presentaban 

hipertensión inducida por embarazo. Se ha observado también que la expresión de AT2R 

en la vasculatura varía según el estado de desarrollo en ratas [79, 80]. Considerando esto 

y que las HUVECs corresponden a un estadio temprano de desarrollo, puede que la 

expresión de AT2R varíe según el pasaje en que se encuentren las células. 

Alternativamente, se pueden utilizar otros modelos de células endoteliales que sí expresen 

AT2R o se puede cambiar la aproximación terapéutica de reversión por una de prevención, 

si bien la pre-incubación con Ang-(1-9) antes de un estímulo con TNF-α tendría un menor 

valor clínico.  

 

Por otra parte, la intención inicial del objetivo específico 1 era obtener una concentración 

de Ang-(1-9) y un tiempo de trabajo en el que se observara un cambio significativo en la 

expresión de marcadores pro-inflamatorios y usar esa concentración y tiempo, para evaluar 

si Ang-(1-9) ejercía un efecto en la vía NF-κB. Sin embargo, al no encontrarse cambios 



49 
 

significativos, por lo ya discutido previamente, no poseemos una concentración y tiempo de 

trabajo para evaluarlo y al no encontrarse el AT2R, carece de sentido evaluar posibles 

cambios en la traslocación de NF-κB al núcleo. 

 

A pesar de los resultados obtenidos, el potencial farmacológico de Ang-(1-9) en células 

endoteliales no puede ser descartado. Está descrita la presencia de AT2R en diversos 

trabajos con células endoteliales a nivel in vitro e in vivo y en seres humanos [54, 77, 78]. 

En dicho contexto, futuros estudios deberán evaluar el potencial terapéutico de Ang-(1-9) 

en modelos preclínicos de enfermedades que cursen con procesos inflamatorios a nivel 

vascular, para determinar con precisión el verdadero potencial, así como también las 

limitaciones de este péptido como un novedoso agente farmacológico.  
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6. Conclusiones 

 

1.- TNF-α indujo la expresión de VCAM-1, ICAM-1  y e-Selectina en HUVECs, además de 

disminuir la expresión de eNOS. 

 

2.- Ang-(1-9) no indujo la expresión de VCAM-1 e ICAM-1 en condiciones basales (3 h de 

incubación) y no aumentó la muerte celular de HUVECs en presencia o ausencia de TNF-

α (tiempos de incubación de Ang-(1-9): 3 y 24 h). 

 

3.- Ang-(1-9) no redujo la expresión de VCAM-1, ICAM-1 y e-Selectina en HUVECs pre-

tratadas con TNF-α en ninguno de los tiempos de incubación ensayados. Además, tampoco 

aumentó la expresión de eNOS. 

 

4.- La administración de TNF-α por 24 h a HUVECs, seguida de 3 h de Ang-(1-9) en 0,1; 1 

y 10 μM, generó un aumento en la expresión de e-Selectina. 

 

5.- Las células HUVECs utilizadas en el presente estudio no expresan el AT2R. 

 

Conclusión final. 

 

Angiotensina 1-9 no es capaz de disminuir los marcadores proinflamatorios evaluados en 

ninguna de las concentraciones ni tiempos ensayados en HUVECs, probablemente porque 

las células utilizadas en este estudio no expresan AT2R. 
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9.- Anexo. 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 1. Expresión de VCAM-1 en HUVECs estimuladas con TNF-alfa 10 ng/mL por 6, 24 y 48 h. 
Extraído de Tesis de Magister en Bioquímica de Nicolás Herrera Zelada (con permiso). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 2. Expresión de ICAM-1 en HUVECs estimuladas con TNF-alfa 10 ng/mL por 6, 24 y 48 h. 
Extraído de Tesis de Magister en Bioquímica de Nicolás Herrera Zelada (con permiso). 
 


