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1. RESUMEN

La proliferacion y la remodelacion de las células musculares lisas vasculares (VSMC), se asocia con
muchas enfermedades vasculares. La hiperglicemia contribuye al desarrollo de las enfermedades
vasculares promoviendo el crecimiento y la proliferacion celular. Mammalian target of rapamycin
(mTOR) es un regulador clave del crecimiento celular, la autofagia y la proliferacion. Se investigaron los
efectos de la alta concentraciéon de glucosa en la activacion de mTOR inducida por AVP en VSMC.
Células musculares lisas vasculares (A-10), que expresan endégenamente el receptor de vasopresina Vs,
se cultivaron en DMEM que contenia 25 mM de glucosa durante 10 dias y luego fueron estimuladas con
AVP (50 nM). Se estudio la activacion de mTOR por Western blotting utilizando anticuerpos fosfo-
especificos. Para determinar la via implicada en la activacion de mTOR, las células fueron pre-incubadas
con inhibidores previa a la estimulacién con AVP. La Autofagia se analizé utilizando la razon de proteinas
de LC3 I/ll a través de Western blotting. VSMC cultivadas en alta concentracion de glucosa extracelular
(25 mM) y estimuladas con AVP mostraron un incremento en la fosforilacion de mTOR, cuyo maximo
ocurre a las 4 horas; en contraste a células cultivadas en glucosa normal (5,5 mM) y estimuladas con AVP
en las cuales sélo se observ6 una fosforilacion basal. Cuando las células cultivadas en alta glucosa fueron
tratadas con el inhibidor de PI3K especifico o con el inhibidor de PKC la activacion de mTOR inducida
por AVP se atenud, mientras que, AG1478, PD98059 o 1-butanol no inhibid la activacién inducida por
AVP sobre mTOR, descartando la participacion de PLD, ERK vy la transactivacion de EGFR. El analisis
de los marcadores de autofagia LC31 y LC3II por Western blotting, mostré una inhibicién de la autofagia
con una cinética similar a los aumentos de mTOR. Nuestros resultados sugieren que AVP es capaz de
estimular mTOR vy, por consiguiente inhibir la autofagia en las VSMC mediante la activacion de un PKC
y la via PI3K/AKT en alta concentracion de glucosa extracelular. Estos resultados podrian explicar por

qué la hiperglucemia es un factor de riesgo en la enfermedad cardiovascular.
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SUMMARY

Vascular smooth muscle cells (VSMCs) proliferation and remodeling are associated with many vascular
diseases. Hyperglycemia contributes to the development of vascular disease by promoting cell growth and
proliferation. Mammalian target of rapamycin complex (mTOR) is a key regulator of autophagy, cell
growth and proliferation. Here, we investigated the effects of high glucose on mTOR activation induced
by AVP in VSMCs. Vascular smooth muscle cells (A-10), which endogenously expresses the Vi,
vasopressin receptor, were cultured in DMEM containing 25 mM glucose for 10 days and then were
stimulated with AVP (50 nM). We studied the mTOR activation by Western blotting using phospho-
specific antibodies. To determine the pathway involved in mTOR activation, cells were pre-incubated with
inhibitors prior to AVP stimulation. Autophagy was analyzed using the ratio LC3 /1l proteins by Western
blotting. Incubation with AVP of VSMCs, which were cultured in high extracellular glucose (25 mM),
induced the mTOR phosphorylation, showing a maximum at 4 hours, in contrast to the AVP stimulation
of cells cultured in normal glucose (5.5 mM), wherein, only basal phosphorylation was observed. When
cells were pretreated with the a PI3K specific inhibitor or with the PKC inhibitor the AVP-induced mTOR
activation was greatly attenuated; whereas, AG1478, PD98059 or 1-butanol did not inhibit the AVP
induced mTOR activation, ruling out the involvement of PLD, ERK and the EFGR transactivation.
Analysis of the autophagy markers LC3I and LC3Il by Western blotting showed an inhibition of the
autophagy with a similar kinetic as the mTOR increases. Our results suggest that AVP is able to stimulate
MTOR and consequently to inhibit autophagy in VSMCs by activating a PKC and the PI3K/AKT pathway
in a high extracellular glucose concentration. These results might explain why hyperglycemia is a risk

factor in cardiovascular disease.
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2. INTRODUCCION

La diabetes Mellitus es una enfermedad multisistémica, en la cual el sistema vascular
claramente se ve afectado por las altas concentraciones de glucosa en sangre. Los pacientes
con esta enfermedad, presentan una acentuada prevalencia de enfermedades
cardiovasculares tales como, enfermedades coronarias, accidentes cerebrovasculares,
hipertensién, enfermedades vasculares periféricas y enfermedades microvasculares como

retinopatia y nefropatia (Sheetz and King, 2002).

A pesar que la hiperglicemia ha sido identificada como uno de los principales factores que
contribuyen al desarrollo de enfermedades vasculares asociadas con diabetes mellitus, los
mecanismos que vinculan los altos niveles de glucosa y las vasculopatias diabéticas, no

estan completamente definidos (Peiro et al., 2001).

Ademas de presentar un deterioro de la funcion vasoactiva, los vasos de pacientes
diabéticos pueden sufrir cambios en su estructura debido a los procesos de remodelacion.
Estos procesos estan determinados principalmente por alteraciones en las tasas de
crecimiento del musculo liso vascular y de la muerte del mismo, ya sea a través de necrosis
0 apoptosis del tejido, en conjunto con la expansion de la matriz extracelular. Una vez
establecidas estas alteraciones estructurales, que estan relacionadas con enfermedades
vasculares como la aterosclerosis o la hipertrofia vascular, el riesgo de morbilidad y

mortalidad en pacientes diabéticos aumenta (Madonna and De Caterina, 2011)

Haist y Best, en 1940, fueron los primeros en observar que la alta concentracion de glucosa
ejerce multiples efectos patoldgicos, especificamente en las células P-pancreéticas.
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Consecutivamente se empled el término ‘“glucotoxicidad”, para describir los efectos
adversos de la exposicion cronica de las células B-pancredticas a las altas concentraciones
de glucosa. Sin embargo, actualmente, esta bien establecido que la alta concentracion de
glucosa exhibe multiples efectos patoldgicos en muchas otras células y tejidos, incluyendo

aquellos del sistema cardiovascular (Madonna and De Caterina, 2011).

En presencia de hiperglicemia crénica hay una desregulacion de los transportadores de
glucosa, lo cual expone a las celulas a un flujo continuo de alta cantidad de glucosa desde el
espacio extracelular al citosol. El resultado de esta operacion es la generacion intracelular
en exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS). Siendo éstos los efectores finales, pero
también los factores iniciadores de al menos cuatro vias: (a) la via del poliol, con cambios
asociados en el estado Redox de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) y su
forma reducida (NADPH); (b) la modificacion covalente de los constituyentes
intracelulares por los productos finales de glicacion avanzada llamados AGEs; (c) la
sintesis de novo de diacilglicerol (DAG), lo cual permite la activacion de varias isoformas
de PKC (Das Evcimen and King, 2007); (d) flujo aumentado a través de la sintesis de la via
de hexoxaminas. La activacion de estas vias, al menos en parte, mediada por la
hiperosmolaridad causada por la glucosa, puede explicar por qué su elevacion crénica
impacta la homeostasis bioquimica de las células cardiovasculares, finalmente permitiendo
el desarrollo de las complicaciones vasculares a raiz de la diabetes, la mayoria de caracter

microvascular (Sheetz and King, 2002).

Inicialmente, la elevada glucosa puede incrementar la presencia de vias potencialmente
protectoras, pero una elevacion muy prolongada de ésta permite la generacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y puede ser perjudicial incluso si los niveles de glucosa se
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controlan (Chong and Maiese, 2012). Siendo un ejemplo claro de esto, la elevacion de la
glucosa en células endoteliales humanas en donde aumenta la expresion de enzimas
antioxidantes entre las cuales se incluyen superoxido dismutasa, catalasa y la glutation
peroxidasa. Mostrando que las células vasculares tratan inicialmente de resistirse al dafio

producido por el estrés oxidativo (Sharpe et al., 1998).

Por otra parte, la hipertension, a su vez acelera todas las complicaciones vasculares de la
diabetes (Hsueh and Anderson, 1992), y por si sola, en ausencia de obesidad, se asocia con
resistencia a la insulina. La etiologia de la hipertension es extremadamente compleja e
indudablemente varia entre individuos, siendo una de las caracteristicas en comun de la
mayoria de los casos de hipertension arterial, un aumento en la resistencia periférica, como
resultado de un aumento en el tono vascular, contractibilidad de las células musculares lisas
y remodelacién de éstas (Owens et al., 2004; Risler et al., 2005); es este cambio vascular
probablemente responsable del profundo impacto de la hipertension en las complicaciones

diabéticas.

Uno de los rasgos caracteristicos de hipertension crénica es el aumento generalizado en la
masa de la pared del vaso sanguineo. La hipertrofia vascular en la hipertension puede ser
una respuesta secundaria debido al aumento de la presion arterial. A pesar del estimulo,
para la hipertrofia vascular, el incremento en el lumen del radio de la pared de los vasos,
permite amplificar la respuesta vasoconstrictora de ciertos agonistas. Este aumento

permanente en la vasoconstriccion agrava la hipertension (Dzau and Gibbons, 1988).

Las células endoteliales y las VSMC son los principales componentes de la pared del vaso.

Tanto la hipertension como la diabetes mellitus alteran la funcion de estas células. En los
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vasos normales, las células endoteliales proporcionan una barrera mecanica que separa a las
VSMC, de las sustancias circulantes en el torrente sanguineo y produce factores locales que
actuan de forma paracrina, alterando el tono vascular y el crecimiento (Dzau and Gibbons,

1988).

El crecimiento celular implica una serie de procesos bioquimicos, intimamente ligados con
la disponibilidad de nutrientes y energia. Este mecanismo por el cual los organismos
incrementan no sélo su tamafio celular, sino que el nimero de células, lo realizan a traves
de la sintesis de nuevos componentes celulares, incluyendo entre estos proteinas, acidos
nucleicos y lipidos (Zoncu et al., 2011). Es asi como uno de los blancos involucrados con
los procesos de crecimiento y proliferacion celular es el complejo mTOR (mammalian
target of rapamycin). Una pieza clave en el anabolismo y catabolismo celular, que actua
como integrador de varias sefales intracelulares y extracelulares, entre las cuales se
incluyen factores de crecimiento, mitégenos, nutrientes, energia y estrés, (Wullschleger et
al., 2006; Bai and Jiang, 2010; Zoncu et al., 2011), lo cual convierte a esta proteina en un
blanco de estudio en varios procesos patoldgicos donde la desregulacion de las vias de
sefializacion que integra mTOR esta frecuentemente ligada con el desarrollo de cancer
(Jiang and Liu, 2008), enfermedades metabolicas, envejecimiento (Zoncu et al., 2011) e

hipertrofia cardiaca (Lee et al., 2007; Sharma et al., 2007).

TOR (target of rapamycin), fue originalmente identificado en la levadura Saccharomyces
cerevisiae y posteriormente encontrada en humanos, ratén y otras células eucarioticas.
Rapamicina, un macrélido aislado de Streptomyces hygroscopicus, forma un complejo con
la proteina citosélica FKBP12, especificamente uniéndose a TOR e interfiriendo con su

funcién. Para la mayoria de las células eucarioticas, la inhibicién de TOR por Rapamicina,
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implica una inhibicion del crecimiento, retirando a la célula del ciclo celular y volviéndola
insensible a los factores de crecimiento y la estimulacion de los nutrientes. Sin embargo, la
sensibilidad de cada tipo celular a la Rapamicina varia. Es asi como, linfocitos y ciertos
tipos de células cancerigenas se encuentran entre los altamente susceptibles a la inhibicion

con Rapamicina, sin afectar a las células normales del cuerpo.

En mamiferos, los homdlogos de TOR en levadura son colectivamente son denominados
como mTOR. Existe en dos complejos distintos, denominados mTORC1 (mTOR complex
1) y mTORC2 (mTOR complex 2), los cuales contienen muchos componentes que se
conservan desde la levadura hasta los humanos. A pesar de la presencia de ambos
complejos, s6lo mTORC1 es inhibido por Rapamicina. Sin embargo, tratamientos
prolongados con Rapamicina afectan la funcion de mTORC?2, probablemente previniendo

la sintesis de MTORC?2 (Bai and Jiang, 2010).

2.1 Estructura de mTOR

mTOR, también conocido como FRAP, RAFT, RAPT o SEP, (Mita et al., 2003; Hay and
Sonenberg, 2004; Wullschleger et al., 2006), es responsable de la actividad catalitica de los
complejos mMTORC1 y mTORC2. Corresponde a una Serina/Treonina quinasa atipica de
289KDa (Tsang et al., 2007; Bai and Jiang, 2010), perteneciente a la familia de PIKK
(phosphoinositide-3-kinase (P13K)-related protein kinases (Rosner et al., 2008).

Su estructura primaria consta de 2549 aminoacidos, exhibiendo dominios estructurales
altamente definidos y conservados, es asi como cercano al dominio N-terminal se
encuentran 20 bloques repetidos en tandem llamados HEAT, ya que se encuentra en

Huntington, factor de elongacion 3(EF3), la subunidad A de la fosfatasa 2A(PP2A) y TOR
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(Hay and Sonenberg, 2004; Yang and Guan, 2007; Jiang and Liu, 2008; Dunlop and Tee,
2009; Bai and Jiang, 2010). Por otra parte, en el extremo C-terminal medio se encuentra el
dominio catalitico, que exhibe una analogia estructural con el dominio catalitico de PI3K
(Wullschleger et al., 2006). Inmediatamente rio arriba del dominio catalitico, y a diferencia
de otros miembros de la familia PIKK, mTOR posee una pequefia region de 11KDa (Proud,
2004; Tsang et al., 2007), llamada FRB, necesaria para la unién de FKBP12/Rapamicina, la
cual solo se encuentra en mTOR, pero no en otros miembros de la familia PIKK (Dunlop
and Tee, 2009), lo cual podria explicar la alta e inusual especificidad de Rapamicina por
esta proteina, formado una estructura en forma de sandwich, como se muestra en la Figura
2.1. Ademas, junto a esta region se encuentra un dominio relativamente amplio Ilamado
FAT (por FRAP, ATM, TRAP) que se encuentra en otras quinasas de esta familia (PIKK).
El extremo C-terminal méas distal se encuentra otro dominio FAT, denominado FATC, que
se encuentra conformado por al menos 30 aminoacidos, el cual puede ser regulado por el
potencial redox citosolico (Bai and Jiang, 2010). Este dominio es absolutamente necesario
para la actividad de mTOR vy la supresion de cualquiera de los aminoacidos de esta region
es capaz de suprimir su actividad (Hay and Sonenberg, 2004; Benjamin et al., 2011). Se ha
propuesto que los dominios FATC y FAT interaccionan para producir una configuracion
que expone el dominio catalitico de esta proteina (Wullschleger et al., 2006). mTOR

ademas posee un dominio regulatorio negativo (NRD), entre el dominio catalitico y FATC.
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Figura 2.1 Dominios funcionales de mTOR e interaccion entre mTOR, Rapamicina y
FKBP12.

(a) Dominios funcionales de mTOR: HEAT (huntington-Factor de elongacion 3A-
Subunidad A de la proteina 2A-TOR); FAT (FRAP, ATM, TTRAP2); FRB (union de
FKBP12/Rapamicina); RD (Dominio regulatorio); FATC (dominio FAT del extremo
C- terminal) y PIKK (Dominio catalitico, Pl 3-kinase-related kinase). Los residuos
aminoacidicos que se muestran en la parte superior de la figura muestran la posicion
relativa de los dominios. (b) Interaccion entre mTOR, Rapamicina y FKBP12: Union
entre el dominio FRB (rojo), rapamicina (verde) y FKBP12 (azul). (c) Estructura
guimica de Rapamicina: Se muestran los sitios de union para FKBP12 (region azul) y

mTOR (region roja). Extraido y adaptado de (Tsang et al., 2007)
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mTOR se fosforila en multiples sitios, incluyendo a: Ser2448, Ser2481, Thr2446 y
Ser1261. La fosforilacion en la Ser2448, mediada por S6K1, ocurre predominante en
mTORCL1. El residuo de Ser2481, es un residuo de autofosforilacion (Hay and Sonenberg,
2004), y su fosforilacion ocurre principalmente en mTORC?2 y es insensible a la inhibicion
con Rapamicina. La fosforilacion en el residuo de Thr2446 se supone que es fosforilado por
AMPK vy su nivel de fosforilacion aumenta en la medida que reducen los nutrientes y
disminuye bajo el estimulo de insulina. El residuo de Serl261 fue identificado
recientemente como un sitio en el cual su fosforilacién promueve la actividad de mTORC1
y es requerido para la autofosforilacion de mTOR en el residuo de Ser2481 (Bai and Jiang,

2010; Watanabe et al., 2011).

2.2 Organizacion y funcion de los complejos mTOR

Tal como se menciond anteriormente, mTOR es responsable de la actividad catalitica de

dos complejos llamados mMTORC1 y mTORC2. Las proteinas accesorias y su sensibilidad a

su inhibidor natural, Rapamicina diferencia a ambos complejos (Wullschleger et al., 2006).
2.2.1 MTORC1:

mMTORC1 se encuentra conformado por mTOR, RAPTOR (regulatory associated protein of

mTOR), PRAS40 (proline-rich AKT substrate 40KDa), mLST8 (mammalian lethal with

secl3 protein 8, también conocida como GBL), y DEPTOR (DEP domain TOR-binding

protein).

mLSTS8, es la Unica proteina asociada que se encuentra en ambos complejos, y corresponde

a una proteina de aproximadamente 36KDa. mLST8 se ha encontrado asociado con el
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dominio catalitico de mTOR y estimula su actividad catalitica (Zoncu et al., 2011). Sin

embargo, no juega un rol critico en la funcién de mTORCL.

RAPTOR, también conocido p150 TOR-saccaffold protein (Bai and Jiang, 2010), actla
como una proteina adaptadora en mTORCL1 a traves de la union y presentacion de sustratos
para MTOR. RAPTOR se une a una secuencia, comunmente conocida como TOS (TOR
signaling motif), encontrada en todos los sustratos conocidos de mTORC1, incluyendo
S6K, 4E-BP1 Y PRAS40. Mutaciones de esta region en S6K y 4E-BP1 suprimen la union
con RAPTOR, eliminando a su vez la capacidad de éstos de ser fosforilados por mTORC1
en las células. Ademas de la region TOS, 4E-BP1 contiene otra region denominada RAIP
(RAPTOR-interacting motif), la cual es requerida para la unién de RAPTOR y su
fosforilacion eficiente por mTORC1. RAPTOR a su vez es fosforilado en multiples sitios
por muchas quinasas, incluyendo AMPK, RSK y mTORC1. AMPK fosforila a RAPTOR
en 2 sitios bien conservados Ser722 y Ser792 produciendo el reclutamiento de la proteina
14-3-3 e induciendo la inhibicion de la actividad de mTORCL. Por otra parte, RSK fosforila
a RAPTOR en tres sitios que promueven la actividad quinasa de mTORC1. Finalmente,
MTORC1 fosforila directamente a RAPTOR y mutaciones en cualquiera de estos sitios

atendan el efecto de Rheb (Ras-homolgy enriched in brain) en la activacion de mTORC1.

PRAS40 unido a mTORCL in vitro inhibe la activacién de mTOR (Russell et al., 2011).
Una diminucion de los factores de crecimiento inhibe mTOR, en parte, a través de
PRAS40. PRAS40 contiene secuencias TOS y la sobreexpresion de PRAS40 sugiere que
es capaz de competir con otros blancos de mTORC1 por su fosforilacion. Asi mismo,

aunque todo el impacto negativo de PRAS40 en mTORC1, ha sido bien establecido, se
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requieren de estudios adicionales para determinar si PRAS40 inhibe a mTORC1 como

subunidad o como sustrato, o ambas.

El complejo mTORC1 activa la sintesis de proteinas, las biogénesis ribosomal, el transporte
de nutrientes, la sintesis de lipidos y otros procesos, en respuesta a los nutrientes, factores
de crecimiento y nivel de energia. De este modo, integrando varias sefiales, mMTORC1

media la decision de la célula a crecer, definida como un aumento en el tamafio celular.

2.2.2 MTORC?2
Se conoce mucho mas sobre las funciones de mTORC1 que de mTORC2. mTORC2
comparte algunas subunidades con mTORC1, incluyendo mTOR, DEPTOR y mLST8. Sin
embargo, varios miembros que sélo pertenecen a mTORC2 como RICTOR (Rapamicin
insensitive companion of mTOR), Sinl (stress-activated protein Kinase interacting protein
1) y PROCTOR (protein-binding RICTOR). RICTOR contiene dominios que se encuentran
conservados dentro de los eucariontes, y se ha postulado su importancia en la formacién del
complejo mTORC2 y el reclutamiento de las subunidades. PROCTOR se une a mTORC2 a
través de RICTOR y se ha mostrado que no se requiere para el ensamblaje de mTORC2 o
la actividad catalitica de mTORC2 (Bai and Jiang, 2010; Zoncu et al., 2011). Sinl se ha
descrito que promueve la union entre RICTOR-mTORC2 y regula especificidad de los

sustratos (Russell et al., 2011).

Todas las proteinas accesorias y sus estructuras se encuentran representadas en la Figura

2.2.
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Figura 2.2 Representacion esquematica del complejo mTOR.

HEAT: una estructura de dos a-hélices antiparalelas que permiten la interaccion proteina-
proteina. Se encuentra en huntingtin, elongation factor 3, PR65/A and TOR; FAT: un
dominio estructural que es compartido por FRAP, ATM and TRRAP; todos miembros de la
familia PIKK; FRB: dominio de union de FKBP12/Rapamicina; FATC: domino FAT C-
terminal; RNC: dominio conservado N-terminal de RAPTOR; WD40: Region WD
conservada de aproximadamente 40 aminoacidos formando cuatro hojas [ anti-paralelas;
CRIM: region medial conservada; RBD: dominio de union de Ras. Extraido y adaptado de

(Yang and Guan, 2007)
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2.3 Localizacion

El consenso entre estudios independientes es que mTOR es predominantemente citoplasmatico,
pero asociado a membranas celulares como aquellas de la mitocondria, reticulo endoplasmatico y
Golgi (Desai et al., 2002; Drenan et al., 2004; Proud, 2004; Liu and Zheng, 2007). Sin embargo,
una pequefia fraccion de esta proteina se encuentra en el nucleo en estado estacionario. Ademas,
podria transportarse entre el nucleo y el citoplasma, siendo esta accién fundamental para la

sefializacion con sus blancos citoplasmaticos S6K1 y 4E-BP1 (Bachmann et al., 2006).

2.4 Via de senalizacion

La mayoria de los factores de crecimiento controlan la proliferacion y el crecimiento celular a
través de mTOR, principalmente mediante la activacion de la via PI3K/Akt (Wullschleger et al.,
2006). La activacion inicial de la via se produce por receptores en la membrana plasmatica, desde
donde se propaga la sefial de activacion a través de PI3K, la cual puede ocurrir a traves de:
receptores tirosina quinasa como EGFR (epidermal growth factor receptor) e IGF-1R (insulin-
like growth factor-1 receptor), GPCRs (G-protein-coupled receptors), (LoPiccolo et al., 2008).
Una vez activada PI3K cataliza la fosforilacion de fosfoinositoles. Uno de estos fosfoinositoles el
P1(3,4,5)P; se une a PDK-1 (3-phosphoinositide-dependent kinase 1), activando posteriormente a
Akt, una serina/treonina quinasa (Kahn et al., 2005). A su vez, Akt puede directamente activar a
MTORC1 a través de la fosforilacion de PRAS40, disminuyendo la habilidad de PRAS40 de
inhibir mMTORC1 (Russell et al., 2011), lo cual desencadena su cascada de sefializacion rio abajo
que promueve el crecimiento y la proliferacion celular (Liao et al., 2010). Por otra parte, Akt
puede causar la activacion indirecta de mTOR a través de la fosforilacion y subsecuente

inactivacion del complejo heterodimérico TSC1/2 que presenta actividad conocida como GAP
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(GTPase-activating protein). En donde TSC1 estabiliza al complejo, mientras que TSC2 presenta
en su extremo C-terminal en el dominio GAP, el cual normalmente inhibe a mTORCL1 a través de
la inhibicidn la proteina que une GTP llamada Rheb (Ras homolog enriched in brain) (LoPiccolo

et al., 2008; Russell et al., 2011).

Una de las vias de interés en la cual participa mTOR y que tiene importancia en enfermedades
tales como la diabetes, es aquella que es capaz de detectar los niveles de energia. EI mecanismo
por el cual esto ocurre se puso de manifiesto con el descubrimiento de la participacion de AMPK
(5' adenosine monophosphate-activated protein kinase) (Kahn et al., 2005), donde la reduccién
de la glucosa reduce la proporcion ATP:AMP en las células eucarioticas, activando de ese modo
a AMPK y produciéndose la inhibicion de mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1
)(Wullschleger et al., 2006; Memmott and Dennis, 2009), a través de la fosforilacion de TSC2, un

regulador negativo de mTORCL.

En base a los antecedentes mencionados anteriormente, es conocido el hecho que la
hiperglicemia en la diabetes mellitus agrava el proceso hipertensivo. Por otro lado, vasopresina
gue es una hormona mitogeénica, accién que se lleva a cabo por receptores tipo V1 (Thibonnier et
al., 2001). Este tipo de receptores esta presente en el musculo liso vascular y podria participar en
el desarrollo de hipertension al aumentar la proliferacion de células musculares lisas y en
consecuencia disminuir la elasticidad arterial. Nosotros creemos que la forma en que la
hiperglicemia agrava la condicidon hipertensiva es mediante la estimulacion de la capacidad
proliferativa de vasopresina, a través de mTOR. Es por este motivo que postulamos la siguiente

hipotesis:
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Hipotesis del trabajo:

La concentracion extracelular de glucosa modula la activacion de mTOR ejercida por
vasopresina.

Para poner a prueba esta hipotesis, fueron planteados los siguientes objetivos:

Obijetivo general:

Estudiar la respuesta de mTOR frente a vasopresina en condiciones de alta concentracion

extracelular de glucosa.

Objetivos especificos:

1. Determinar el grado de fosforilacion de mTOR en respuesta a vasopresina en células A-10

cultivadas en concentracion de glucosa normal (5,5 mM).

2. Determinar el grado de fosforilacion de mTOR en células A-10 incubadas en alta

concentracion de glucosa (25 mM) por diferentes tiempos.

3. Determinar el grado de fosforilacion de mTOR en respuesta a vasopresina en células A-10

cultivadas en alta concentracion de glucosa (25 mM).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1 Reactivos Quimicos:
Los reactivos utilizados en esta tesis fueron adquiridos en las siguientes empresas.
3.1.1.1 Bachem
Hormona, (Arg8)- Vasopressin Trifluoroacetate salt
3.1.1.2 Bio-Rad Laboratories, Inc.
DCTM BIO-RAD Protein Assay, tween-20 (polyoxyethylene sorbitan monolaurate), transfer-
Blot® Transfer Medium pure Nitrocelulose Membrane (0.2um)

3.1.1.3 Equilab

Acido acético

3.1.1.4 Gibco™

Colorante Tripan blue, medio Eagle modificado por Dulbecco HG (DMEM, glucosa 25 mM),
medio Eagle modificado por Dulbecco LG (DMEM LG, glucosa 5,6 mM), antibidtico
antimicético 100x (Penicilina G sddica 10.000 U, Sulfato de Estreptomicina 10.000 ug y
Anfotericina B (como sal antimicética Fungizone® al 0.85%) 25 pg/ml).

3.1.1.5 Invitrogen

Glicerol

3.1.1.6 J.T. Baker®

Metanol

27



3.1.1.7 Merck

Etanol Absoluto, 2-propanol, bicarbonato de sodio (NaHCO3), 1-butanol.

3.1.1.8 CalbioChem®:

[-mercaptoetanol

Inhibidores: Inhibidor de la actividad tirosina quinasa del receptor EGFR, tirfostina AG1478
(4-[3-cloroanilinio]-8 fenil4H-1-1 benzopirano-4-ona); inhibidor de PI3K, LY294002
(2-(4-morfonil)-8-fenil4H-1-1 benzopirano-4-ona); inhibidor de PKC, G66983, 2-[1-(3-
Dimetilaminopropil)-5-methoxyindol-3-yl]-3-(1H-indol-3-yl) maleimida; Inhibidor de MEK,
PD98059 (2'-Amino-3’-metoxiflavona); inhibidor de la subunidad Bi1yz, Galleina (CyoHi2 O7 ¢

2H,0)

3.1.1.9 Promega Corporation
Tris-base, acrilamida, bis-acrilamida, dodecilsulfato de sodio (SDS), 2,4 ditiotreitol (DTT),

cloruro de sodio (NaCl).

3.1.1.10 Sigma Aldrich

Acido etilendiamonotetraacético (EDTA), albtimina de suero Bovino (BSA), azida de sodio, azul
de bromofenol, bicarbonato de sodio (NaHCOgs), deoxicolato de Sodio, dimetilsulfoxido
(DMSO), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), fluoruro de sodio (NaF), fosfato de sodio
(NaH,PQO4-H,0), inhibidor de Tripsina, leupeptin (CxHssNgO4 - 1/2H,SQO,), cloruro de sodio
(NaCl), N- Etil maleimida (NEM), Nonidet P40 (IGEPAL CA-630), ortovanadato de sodio,

tripsina de pancreas porcino.
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31111 ThermoFisher Scientific

Marcador de peso molecular (40-300KDa) (Spectra Multicolor High Range Protein Ladder),
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate. Marcador de peso molecular (20-120KDa).
3.1.1.12 Watt’s

Leche descremada en polvo Calo

3.1.1.13 Winkler Ldta.

Tampones para calibracion (pH 4.0, 7.0 y 10)

3.1.2 Soluciones Stock

AVP fue preparada a una concentracion de 50uM en metanol al 80% y guardada a -20°C. Para
estimular a la linea celular A-10, se trabajé de tal modo de obtener una concentracién final de
AVP 50nM en cada una de las placas de cultivo a trabajar.

Se trabajé con las siguientes soluciones stock: LY294002 50mM, preparado en DMSO vy
guardado a -20°C; Galleina 10mg/mL, preparada en DMSO y guardada a -4°C; PD98059 50mM,
preparado en DMSO y guardado a -20°C; AG1478 15,8mM (5mg/mL), preparado en DMSO y

guardado a -20°C y G66983 8mM, preparado en DMSO y guardado a -20°C.
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3.1.3 Equipos y materiales

Agitador magnético Cole Palmer (Mod. 4658. Stirrer / Hot plate), agitador ProBlot™ Rocker 25
con plataforma simple (labnet International Inc.), balanza analitica Sartorius (LA230S), balanza
electronica Shimadzu (321-33557), bafio Termorregulado Memmert a 37°C, bafio termoregulado
modelo PY4 (Science/Electronics Inc.), camara Neubauer (BOECO Blood Counting Chambers
(Neubauer improved, bright-line double ruling)), bomba de vacio Meduak, camara de flujo
laminar Nuaire 8 (clase Il tipo A), centrifuga clinica International Equipment (Mod. CL)
(Biofuge A), Centrifuga Eppendorf refrigerada 5415 R, espectrofotometro Shimadzu (UV-150-
02), estufa de cultivo con CO2 Forma Scienific (Water Jackedted Incubator), freezer a -86 °C
ULT(ultra low temperature) (DW-86L288), fuente de poder Bio-Rad Power Pac-200,
micropipetas Gilson (Pipetman P2, P20, P200 y P1000), microscopio invertido Nikon-TMS, mini
centrifuga Heathrow Scientific Sprout®, mini rotor de tubos Eppendorf (Mini LabRollerTM
Rotator with rotisserie for 36x1.5/2.0ml tubes, 230V with EU cord), pHmetro WTW (pH521),
pipetiador automatico FastPetteTM, sonicador (Cole Parmer Ultrasonic Homogenizer Power
Supply 4710 Series), Thermomixer Eppendorf® (modelo5436),Vortex (Vortex MIXER VX-200,

Labnet International Inc.).
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3.2 METODO

3.2.1 Cultivo celular y tratamientos:
3211 Propagacion Celular:

Se trabaj6 con la linea celular proveniente de musculatura lisa vascular derivada de aorta de rata,
A-10 (ATCC CRL 1476). Las células fueron cultivadas en placas de 100mm, en 5 mL de medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Invitrogen), en condiciones de glucosa normal
(5,5mM) vy alta glucosa (25mM), suplementado con suero bovino fetal inactivo (FBS) al 10%, y
antibiotico-antimicotico al 1% (Penicilina, Estreptomicina, Anfotericina B). Las condiciones de
cultivo fueron al 5% en CO, y de una temperatura de 37°C. Cada 3 o 4 dias se subcultivaron las
células, desprendiéndolas de la placa utilizando tripsina (tripsina 0,25%, EDTA 1mM en PBS1X

pH 7,8) durante 1 minuto aproximadamente a 37°C.

3212 Congelar células:
Para conservar durante largo tiempo las células, éstas son primeramente tripsinizadas durante
1 minuto aproximadamente para despegarlas de las placas de cultivo y son resuspendidas en su
medio de cultivo correspondiente y colocadas en un tubo Falcon de 15mL para luego ser
centrifugadas a 3000 r.p.m durante 5 minutos. Descartamos el sobrenadante y resuspendemos el
pellet en SBF, al que se le adicion6 un 10% (v/v) de DMSO. Siendo congeladas lentamente a -80°

C.

3.2.1.3 Descongelar células:
Los viales de células almacenados a -80°C fueron descongelados, para posteriormente sembrar
las células en placas de 100 mm de diametro con 5 mL de medio de cultivo DMEM LG completo

0 DMEM HG respectivamente.
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3214 Contar células:
Las células son contadas para trabajar dentro de la confluencia establecida y regular el nimero de
células que sembramos en cada placa de 60 mm, para posteriormente proceder a los distintos
estimulos e inhibiciones. Para esto las placas deseadas de 100mm son tripsinizadas durante 1
minuto con aproximadamente 3mL y observadas en el microscopio optico para verificar que las
células se han desprendido de la placa. Se retira la tripsina rapidamente y obtenemos las células
lavando las placas con el medio de cultivo correspondiente y traspasandolas a un tubo Falcon de
15 mL. En un tubo Eppendorf, agregamos 200uL de la mezcla de medio de cultivo y células, y
200uL del colorante Tripan Blue. Agitamos vigorosamente la mezcla obtenida y situamos un
pequefio volumen en la cdmara Neubauer, un instrumento utilizado en medicina y biologia para
realizar el recuento de células en un medio liquido. Con base en la cantidad de células contadas,

se calcula la concentracion de células por unidad de volumen de la muestra liquida inicial.

En cada placa de trabajo de 60mm, se siembran 300.000 células en medio DMEM LG y 275.000

células en medio DMEM HG, de modo tal de alcanzar la confluencia deseada en cada caso.

3.215 Estimulacion e inhibicién de células A-10:

Para el analisis de las distintas respuestas inducidas por vasopresina, las células A-10 fueron
Ilevadas a un estado de confluencia del 90% y mantenidas en el medio DMEM correspondiente,
libre de antibioticos y suero bovino fetal (DMEM base) por un periodo de 16 a 18 horas

aproximadamente, previo al estimulo hormonal o tratamientos de inhibicidn (ver Tabla 4).

Para evaluar el efecto de la fosforilacion de mTOR inducida por AVP en células A-10 en medio

de baja concentracion de glucosa (DMEM LG), las células fueron estimuladas con AVP 50nM
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durante 0, 5, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480, 720 o 1440 minutos. En cambio para
determinar el efecto de AVP sobre las células A-10 en alta concentracion de glucosa (DMEM
HG), éstas fueron mantenidas durante 10 dias en medio DMEM HG completo, y luego
estimuladas con AVP 50nM durante 0, 5, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480, 720 o 1440

minutos.

Conjuntamente para evaluar el efecto de la glucosa sobre la fosforilacion de mTOR en células A-
10, éstas fueron incubadas con una concentracion de glucosa de 25 mM durante 0 min, 15 min,

30 min, 60 min, 90 min, 180 min, 360 min, 720 min, 1440 min, 2880 min o0 4320min.

3.2.2 Anadlisis de proteinas

3221 Extraccion de proteinas totales:

Cada placa sembrada de 60mm, que fue sometida a distintos tratamientos, fue lavada 2 veces con
PBS 1X frio (4°C) vy posteriormente cuidando que no queden residuos de PBS 1x, se agregaron
100uL de Buffer de lisis RIPA 1x (Tris-HCL 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0,1%v/v, nonidet P-40
1%, Deoxicolato de Sodio 0,5%p/v y EDTA 100uM) que contenia los siguientes inhibidores de
proteasas, PMSF 0,1 mM, inhibidor de tripsina 5pg/mL, NEM 10mM vy leupeptin 1 pg/ml y
fosfatasas, Na,VO3 1mM y NaF 1mM. Luego, las células fueron cosechadas con espatula en
hielo y traspasadas a un tubo Eppendorf de 1,5 mL. La mezcla obtenida fue sonicada con 20
pulsos de 40 de amplitud y los tubos fueron mantenidos en hielo. A continuacion se agitaron las
muestras durante 1 hora en la cdmara fria (4°C) para permitir la correcta homogeneizacion de las
células y su lisis. Finalmente las células son centrifugadas a 13.000 r.p.m. durante 30 minutos y
una vez realizado este proceso, extraemos cuidadosamente el sobrenadante obtenido vy

descartamos el pellet.
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3.2.2.2 Determinacion de la concentracion de proteinas totales

Una vez obtenidas las proteinas totales su concentracion fue determinada mediante el método de
Lowry modificado, a través del Kit BIO RAD. En donde se adicioné a cada uno de los tubos
Eppendorf 20 pL de muestra, 100 pL de la mezcla del reactivo A y el reactivo S (por cada 1 ml
de reactivo A se agregan 20 pL del reactivo S) y 800 L del reactivo B. Posteriormente la mezcla
se deja incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente para que la reaccion se lleve a cabo
y determinar finalmente en un espectrofotdmetro la absorbancia a una longitud de onda (A) 750
nm. Es importante resaltar que para determinar la concentracion de las muestras, se prepar0 una

curva de calibracion con concentraciones conocidas de BSA (2, 1, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/ml).

3.2.2.3 Preparacion de las muestras

Se prepararon las muestras de modo tal que cada pocillo contenga 30 6 15ug de proteinas totales.
Se mezcla un volumen adecuado acorde al rendimiento de cada muestra que contenga 30 0 15ug
de proteinas, buffer de Carga 2X (Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 20% (v/v), SDS 4% (v/v),
azul de bromofenol 0,04 mg/mL, ditiotreitol (DTT) 1M) y buffer Ripa 1X con los
correspondientes inhibidores de proteasas y fosfatasas, de modo tal de completar el volumen final
establecido para cada pocillo, que generalmente no excede los 40uL, dependiente del tamaiio del

pocillo y de la peineta empleada para hacer los geles.

3.2.24 Electroforesis, transferencia e inmunodeteccion (Westernblot)

La metodologia de Western Blot empleada ha sido la descrita en “Current Protocols in Protein

Science” (Coligan, 2003). Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE usando geles de diferentes
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porcentajes de poliacrilamida (del 8 al 12%). Antes de cargar los geles con las muestras
respectivas, éstas, son calentadas durante 5 minutos a 95°C

La corrida electroforética se realizd en un sistema mini-protean Electrophoresis System (Bio-
Rad) de forma bifasica en donde en la primera etapa las muestras son apiladas a un voltaje
constante de 150 Volts durante 10 o 15 minutos, dependiendo de la altura de la seccién apiladora
del gel y luego se procede de forma continua a la separacion de las proteinas a 100 Volts durante
2 horas, en un tampdn compuesto por (glicina 0,2 M, Tris 25 mM, SDS 0,1% (p/v)).

La transferencia se realiz6 a una membrana de nitrocelulosa (Pure Nitrocellulose Membrane (0.2
pum) Bio-Rad) durante 120 minutos para geles de 1,5 mm de grosor a amperaje constante de 350
mA, en tampdn compuesto por (glicina 0,1 M, Tris 12,5 mM, metanol 20% (v/v) y SDS
0,05%(v/v)). Una vez finalizada la transferencia, las membranas fueron lavadas con una solucion
para sacar SDS (Isopropanol 25% (v/v) y acido acético 10%(v/v)) durante 15 minutos, para
posteriormente ser lavadas 3 veces durante 10 minutos con TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH 7,4,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,1 %(v/v)).

Finamente, se bloquea la membrana con leche descremada en polvo al 5% (p/v) en TBS-T
(Tris:HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1 %(v/v)) durante 1 hora a temperatura
ambiente por medio de agitacion, para proceder a su incubacién con el anticuerpo primario
deseado.

La inmunodeteccidn se realizo con los anticuerpos especificados en la Tabla 1. Los anticuerpos

primarios se diluyeron en leche descremada en polvo al 5% (p/v) en TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH
7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1 %(v/v)) y se dejaron incubando toda la noche a 4°C. Al otro
dia se retiro el anticuerpo y las membranas fueron lavadas 3 veces durante 10 minutos con TBS-T

(Tris:HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1 %(v/v)) para proceder a ser incubadas
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durante 90 minutos con anticuerpo secundario diluido en leche al 5% (p/v) en TBS-T. Una vez
finalizado este procedimiento, se realizé el lavado de las membranas 3 veces durante 10 minutos
con TBS-T y finalmente previo a la incubacion con luminol (Ver Tabla 2) durante 5 minutos, se

realiza un altimo lavado con TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7,5 y NaCl 150 mM) durante 10 minutos.

3.2.25 Elucién de anticuerpos (Stripping)
En los casos donde se necesitd revelar frente a mas de un anticuerpo, las membranas se
sometieron a Stripping. Para ello, se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y en
agitacion en una mezcla que contiene (SDS 2%, Tris-HCL 62,5 mM pH 6,8 y [5- Mercaptoetanol
100 mM). Luego se procedio a lavar la membrana durante 15 minutos con una solucion
conteniendo Isopropanol 25% (v/v) y acido acético 10%(v/v). Luego se realizaron tres lavados en
TBS-T durante 10 min y se procedié de nuevo a bloquear la membrana y a incubarla con el

anticuerpo deseado.

3.2.3 Anélisis computacional de las fotografias
El analisis densitogréfico de las iméagenes se llevo a cabo utilizando el programa UN-SCAN-IT y
su porcentaje de saturacion fue verificado con el programa WCIF ImageJ. Las intensidades de las
bandas electroforéticas fueron normalizadas en base al incremento entre la intensidad de la banda
de la proteina fosforilada y la intensidad de la banda correspondiente a la proteina total. El
analisis estadistico y los graficos se confeccionaron con el programa Sigma Plot. Los
experimentos fueron realizados por triplicado, excepto aquellos en que se ha omitido un valor del

error estandar.
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Tabla 1 Anticuerpos Primarios utilizados para la inmunodeteccion de proteinas analizadas
por SDS-PAGE.

Se especifica la procedencia, la dilucién utilizada y el tipo de anticuerpo secundario.

Anticuerpos Primarios

Anticuerpos Procedencia Dilucion empleada Tipo Anticuerpo

primarios secundario

Phospho-mTOR Cell Signaling 1:1000 Policlonal ~ Anti-conejo
(Ser2448) Technology

mTOR Cell Signaling 1: 2000 Policlonal ~ Anti-conejo
Technology

Phospho-Akt Cell Signaling 1: 4000 policlonal Anti-conejo
(Serd73) Technology

p-a-MAPK Cell Signaling 1:4000 policlonal Anti-raton

Technology

a-MAPK Cell Signaling 1:4000 policlonal Anti-conejo
Technology

Actina (C-11):sc-1615 Santa Cruz 1: 2000 policlonal ~ Anti-mono

Biotechnology, Inc.

Tabla 2 Anticuerpos Secundarios utilizados para la inmunodeteccion de proteinas
analizadas por SDS-PAGE.

Se especifica la procedencia, la dilucién utilizada y el tipo de anticuerpo secundario.

Anticuerpos Secundarios

Anticuerpo Procedencia Dilucion Anticuerpo tipo
Secundario empleada reconocido
Anti-conejo HRP Jackson 1:10.000 p-MTOR (Ser2448) Policlonal
(GAR-HRP) ImmunoResearch mTOR
1:50.000 a-Akt(S473) Policlonal
a-MAPK
Donkey anti-goat Jackson 1:25.000 Actina C-11 Policlonal
(DAG- HRP) ImmunoResearch
Donkey anti-mouse Jackson 1:50.000 p-a-MAPK Policlonal
(DAM-HRP) ImmunoResearch

* Los anticuerpos fueron diluidos en leche descremada en polvo al 5% (p/v) en TTBS 1x [Tween-20 (composicion)
*Los anticuerpos fueron detectados utilizando el reactivo de quimioluminiscencia SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).
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Tabla 3 Sustratos para western Blot

Sustrato Medida o Color Dilucion del Anticuerpo  Sensibilidad Enzima
(solucidn stock 1mg/mL)
Super 425nm/ 1°: 1:1000 — 1:5000 1pg HRP
SignalWest  quimioluminiscencia 2°: 1:20000 — 1:10000
Pico

Tabla 4: Tratamiento con inhibidores.

Nombre, concentracion, tiempo de incubacién y referencias de los distintos inhibidores de las

posibles proteinas involucradas en la via de activacién de mTOR.

Inhibidor Blanco de Concentracion  Tiempo de Referencia
inhibicion tratamiento
LY294002 PI3Ks 10uM 30 minutos Dato Experimental:
Figura 4.8
Galleina Modulador de la 10uM 1Hora (Lehmann et al., 2008)
subunidad Ggiy2
AG1478 EGFR 1uM 30 minutos  (Fuentes et al., 2008)
G66983 PKCa.,pB,y,6,e,1, 0 10puM 30 minutos  (Fuentes et al., 2008)
PD98059 MEK1/2 50uM 30 minutos  (Fuentes et al., 2008)
1-butanol PLD 0,3% 15 minutos (Fang et al., 2001)
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4. RESULTADOS

4.1 Determinar el grado de fosforilacion de mTOR en respuesta a vasopresina en células A-

10 cultivadas en concentracion de glucosa normal (5,5 mM).

4.1.1 Efecto de AVP(50 nM), sobre la fosforilacion de mTOR

A fin de evaluar el espectro de fosforilacion de mTOR inducido por AVP en células A-10
cultivadas en baja concentracién de glucosa, estimulamos células durante distintos tiempos y
evaluamos su perfil de fosforilacion en respuesta a AVP (50 nM). Observandose que frente al
estimulo hormonal, la respuesta en el perfil de activacion de mTOR, no vario en los distintos
tiempos de activacion con respecto al basal, tal como se muestra en la figura 4.1. Sin embargo,
podemos ver una ligera diferencia a los 240 minutos, donde ocurrié una disminucion en la

fosforilacion de mTOR con respecto al basal de aproximadamente un 16%.
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(a)

P-mTOR(S2448) — 289KDa

Tiempo (minutos) V basal 5 15 30 60 90 120 180 240

AVP(50nM) - - + + + + + + + +
metanol + - - - - - - - - -

Cinética de Células A-10 LG con estimulo AVP(50nM)

(b) 5

Incremento(p-mTOR(S2448)/mTOR)

[oNRAnAAR:

V  basal 5

Tiempo(minutos) —e

[ V (metanol)
[ basal (sin estimular)

Figura 4.1: Vasopresina no induce la fosforilacion de mTOR en células A-10 cultivadas

en baja concentracion de glucosa.

(a) Células A-10 fueron cultivadas en medio DMEM LG y posteriormente estimuladas con
AVP (50 nM) durante 5, 15, 30, 60, 90, 120, 180 o 240 minutos (b) Analisis densitométrico de
las bandas correspondientes al incremento p-mTOR(S2448)/ mTOR utilizando el programa
UN-SCAN-IT. Los datos se encuentran expresados en base al incremento con respecto al
basal (n=3) (p<0,05).
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4.1.2 Efecto de la inhibicién de PI3K en la fosforilacion de AKT/PKB inducida por AVP

(50 nM).

Se ha visto que PI3K es necesaria para la activacion de AKT/PKB, proteina involucrada dentro
de la via clasica de activacion de mTOR, dependiente de factores de crecimiento. Ademas se han
propuesto otras vias de activacion complementaria e independiente de PI3K para la activacion de
esta proteina. Es por esto que evaluamos el efecto de un inhibidor estructural de PI3K en la
activacion de AKT/PKB, inducida por AVP. LY294002, un inhibidor especifico de PI3K a bajas
concentraciones; alrededor del orden micromolar. Como se muestra en la figura 4.2, la
fosforilacion de AKT en células A-10 LG, estimuladas con AVP (50 nM) durante distintos
tiempos, se produce un aumento poco significativo en la fosforilacion de AKT alrededor de las
4H, alcanzando casi el nivel basal de activacion. Sin embargo, la fosforilacion de AKT/PKB,
disminuye draméticamente con el tratamiento previo de inhibiciéon con LY294002 (10 uM), ya
que tanto el control, que sélo contiene el inhibidor y los distintos tiempos que fueron estimulados
con AVP(50 nM), y que fueron pre-incubadas con LY?294002, no se observo fosforilacion de
AKT(S473), desapareciendo completamente la banda de fosforilacién, sin embargo, podemos
volver a observar levemente la fosforilacion de esta proteina alrededor de 3 hrs, aunque su
fosforilacion es menor del 50% con respecto al basal, tal y como podemos apreciar en la figura

4.3.

Ambos efectos se pueden observar en paralelo, al observar la figura 4.4, en donde vasopresina

no es capaz de activar a AKT en presencia del inhibidor LY294902.
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a) AVP (50nM)

ACINCLL - - - - - - - - - - —  12KDa

Tiempo (min) V basal 5 15 30 60 120 180 240 360 480 720 1440

b) cinética de células A-10 con estimulo AVP(50 nM)

2.0

1.5
1.0 l—'—' ll l

0.5 4

Incremento(p-AKT (S473)/actina)

0.0 T T T T T T T T T T T T T
V basal 5 15 30 60 120 180 240 360 480 720 1440

Tiempo(minutos) | =3 AVP(50 nM)
[ V (metanol)
[ basal (sin estimular)

Figura 4.2: Vasopresina no induce la fosforilacion de AKT(S473) en células A-10

cultivadas en medio DMEM LG.

(a) Células A-10 fueron estimuladas con AVP durante 5, 15, 30, 60, 120,180, 240, 360, 480,

720 o 1440 minutos. (b) Andlisis densitométrico de las bandas correspondientes al incremento

de p-AKT(S473)/Actina utilizando el programa UN-SCAN-IT. Los datos se encuentran

expresados en base al incremento con respecto al basal (n=3).
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a) LY294002(10uM)+AVP(50nM)

P-AKT(S473) it ——— ~ — 60KDa

Actina C-11 WS e S wus D SIS S SIS S SN SIS S — /2K Da

Tiempo (min) V Control 5 15 30 60 120 180 240 360 480 720 1440
AVP (50nM) e T T S S S SR +

b) LY294002 (10uM) T T S T S S SR +

Cinética de Células A-10 LG con estimulo AVP(50nM), previo a la
inhibicién con L'Y294002(10uM)

3.0

2.5 A

2.0 A

1.5 A

1.0 A

Incremento(p-AKT(S473)/Actina

0.5 +

00 I 1 D - 1 [T P

V Control 5 15 30 60 120 180 240 360 480 720 1440
Tiempo(minutos)

[0 AVP(50nM)+LY294002(10mM)
[ V (metanol)

Figura 4.3: Efecto del inhibidor 1.Y294002 (10 pM) sobre la fosforilacion de AKT(S473) ,

inducida nor AVP (50 nM) en células A-10 cultivadas en medio DMEM LG.
(a) Células A-10 fueron pre-incubadas con el inhibidor LY294002 (10 uM) durante 30

minutos y posteriormente estimuladas con AVP durante 5, 15, 30, 60, 120,180, 240, 360, 480,
720 o 1440 minutos, (b) Analisis densitométrico de las bandas correspondientes al incremento
de p-AKT(S473)/Actina utilizando el programa UN-SCAN-IT. Los datos se encuentran
expresados en base al incremento con respecto al basal de la figura 4.2 (n=3) (Control:

Tratamiento con LY294002 (10 uM) durante 30 minutos).
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Figura 4.4: Vasopresina no induce la fosforilacion de AKT (S473) en presencia del
inhibidor LY294002 a tiempos cortos, en células A-10 cultivadas en medio de cultivo
DMEM LG (a) Células A-10 fueron pre-incubadas con LY294002 (10 puM) durante 30
minutos, y posteriormente estimuladas con AVP durante 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 360,
480, 720 o 1440 minutos (b) Andlisis densitométrico de las bandas correspondientes al
incremento de p-AKT(S473)/Actina utilizando el programa UN-Scan-IT. Los datos se
encuentran expresandos en base al incremento con respeto al vehiculo (n=3) (control:

Tratamiento con LY294002 (10 pM) durante 30 minutos).
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4.1.3 Efecto de la inhibicion de PI3K en la fosforilacion de mTOR inducida por AVP (50

nM).

En base a los resultados obtenidos anteriormente, se decidi6 investigar si la inhibicion de PI3K,
que disminuye la activacion de AKT/PKB, una proteina involucrada dentro de la via clasica de
activacion de mTOR rio arriba, también ejerce algun tipo de efecto sobre la fosforilacion de
mTOR. Para visualizar el efecto de este inhibidor sobre la fosforilacién de mTOR, células A-10
fueron estimuladas con AVP durante 5, 15, 30, 60, 120, 180 o 240 minutos, previo a la inhibicion

con LY294002, durante 30 minutos.

Se observa claramente en la figura 4.5, que la inhibicion de PI3K produce una disminucion en la
fosforilacion de mTOR en los distintos tiempos de activacion. Sin embargo, AVP es capaz de
inducir la fosforilacion de mTOR, atin en presencia del inhibidor LY294002. La inhibicién de la
fosforilacion de mTOR al inhibir PI3K no es tan fuerte como la que produce sobre AKT, sin
embargo, aun en presencia del inhibidor, AVP en capaz de inducir la activacion de mTOR, sin
lograr el maximo de estimulacién con respecto al control sin inhibidor. Por otra parte, esta

inhibicidn se ve ain mas atenuada por AVP entre los 180 y 240 minutos.

Si bien se observa un aumento de 1,4 veces a los 180 minutos con respecto al basal en la
fosforilacion de mTOR inducido por AVP, este aumento es producto del cambio en el lote del
suero empleado en el cultivo celular, ya que mTOR al ser altamente sensible a la cantidad de
nutrientes del medio, aumenta su fosforilacion atn en presencia del medio de cultivo DMEM LG
(observar figura 4.1, en donde no se observan cambios con respecto al basal en la cinética de

células A-10 LG con estimulo AVP).
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Figura 4.5: Vasopresina no induce la fosforilacion de mTOR en presencia del inhibidor
LY294002, en células A-10 cultivadas en medio de cultivo DMEM LG (a) Células A-10 fueron
pre-incubadas con LY294002 (10uM) durante 30 minutos y posteriormente estimuladas con AVP
durante 5, 15, 30, 60, 120, 180 o 240 minutos, (b) Analisis densitométrico de las bandas
correspondientes al incremento de p-mTOR(S2448)/mTOR utilizando el programa UN-Scan-IT. Los
datos se encuentran expresando en base al incremento con respeto al basal (n=3) (control: Tratamiento

con LY294002 (10 uM) durante 30 minutos).
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4.1.4 Efecto de la activacion de EKR1/2, inducida por AVP.

Todas las células eucariotas coordinan el crecimiento de las células con la disponibilidad de
nutrientes en su medio ambiente. mTOR ha surgido como un blanco critico del crecimiento,
recibiendo sefiales estimuladoras de Ras y PI3K rio abajo de los factores de crecimiento, asi

como también de nutrientes, en la forma de amino&cidos, glucosa y la disponibilidad de oxigeno.

Con el fin de evaluar la activacién de ERK inducida por AVP y su posible vinculacién con la
activacion de la fosforilacion de mTOR, se estudi¢ la fosforilacion de ERK1/2 en células A-10
estimuladas con AVP (50 nM) a distintos tiempos de modo tal de poder establecer una

correlacion entre los resultados anteriormente expuestos.

Se observa en la figura 4.6, un rapido aumento en la fosforilacion de ERK1/2 de
aproximadamente 4 veces con respecto al basal a los 5 minutos y luego disminuye su
fosforilacion, volviendo a aumentar alrededor de 3 veces con respecto al basal a los 120 minutos,
para posteriormente decaer progresivamente en su activacion en los tiempos largos de

estimulacién.
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Figura 4.6: AVP induce la activacion de p-a-MAPK en tiempos cortos, en células A-10
cultivadas en medio de cultivo DMEM LG (a) Células A-10 fueron estimuladas con AVP
durante 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 360, 480, 720 o 1440 minutos. (b) Analisis
densitométrico de las bandas correspondientes al incremento de p-a-MAPK con respecto al

control. (n=2)
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4.2 Determinar el grado de fosforilacion de mTOR en células A-10 cultivadas en alta

concentracion de glucosa (25 mM) por diferentes tiempos.

4.2.1 Efectode AVP, sobre la fosforilacion de mTOR.

Del mismo modo que investigamos la fosforilacion de mTOR en células A-10 cultivadas medio
DMEM LG, determinamos el espectro de fosforilacion de esta proteina cultivada en alta

concentracion de glucosa durante 10 dias para su posterior estimulacion con AVP(50 nM).

Podemos observar en la figura 4.7 un aumento progresivo en la fosforilacion de mTOR ya que a
los 15 minutos se produce un aumento de 1,5 veces con respecto al basal y luego entre los 180 y
240 minutos, su fosforilacion aumenta al doble, alcanzando su maxima fosforilacion a los 240

minutos, frente al estimulo con AVP (50 nM).
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Figura 4.7: Vasopresina induce la fosforilacion de mTOR en células A-10 cultivadas
en alta concentracion de glucosa extracelular. (a) Células A-10 fueron cultivadas en
medio DMEM HG durante 10 dias y posteriormente estimuladas con AVP (50 nM)
durante 5, 15, 30, 60, 90, 120 o 180 minutos (b) Andlisis densitométrico de las bandas

correspondientes al incremento p-mTOR(S2448)/mTOR con el programa UN-SCAN-IT.
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Los datos se encuentran expresados en base al incremento con respecto al basal (n=3)
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4.2.2 Determinacion de la concentracion de LY294002 sobre la inhibicion de mTOR.

Previo a la realizacion de experimentos con el inhibidor LY294002, tanto en medio de cultivo
DMEM LG y HG, decimos determinar la concentracion inhibitoria que podriamos emplear para
nuestro modelo celular, en contraste con las concentraciones empleadas en las distintas
publicaciones. Para lo cual en base a los experimentos realizados en alta concentracion de
glucosa, fijamos el tiempo de estimulo de AVP a las 4 horas, ya que es donde vemos el mayor
grado de fosforilacion de mTOR y variamos la concentracion del inhibidor para observar la
fosforilacion de mTOR en funcidn de la cantidad de inhibidor que empleamos. Independiente de
como ocurra el efecto del inhibidor sobre su blanco (unidén o interaccion quimica), la
concentracion de éste en el sitio de accion controla su efecto. Sin embargo, la respuesta a la
concentracion puede ser compleja y a menudo es no lineal. La dosis-respuesta se grafica
tipicamente como la dosis en funcién del efecto medido, que en este caso es la disminucién en la
fosforilacion de mTOR, debido a que el efecto del inhibidor es una funcion de la dosis y del
tiempo, dicho grafico muestra la relacion dosis-respuesta independientes del tiempo. Sin
embargo, no se grafico la curva dosis-respuesta tipica, ya que no logramos alcanzar el méximo de
inhibicion con la concentracion stock de nuestro inhibidor, razén por lo cual realizamos un
grafico de barras para mostrar el efecto sobre la fosforilacion de mTOR, tal y como se puede
apreciar en la figura 4.8, donde en nuestro modelo experimental, la concentracion donde mejor
podemos apreciar una disminucion en la activacion de mTOR es empleando una concentracion
10 uM del inhibidor LY?294002, ya que disminuye cerca del 50% del incremento con respecto al
basal, lo cual concuerda con las concentraciones que mayoritariamente se emplean en las

publicaciones actuales.
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Figura 4.8: Efecto de la concentracion del Inhibidor LY294002 sobre la fosforilacion de
mTOR en células A-10, cultivadas en medio DMEM HG durante 10 dias. (a) Células A-10
fueron pre-incubadas con el inhibidor LY294002 en concentraciones ascendentes de 0, 0.1, 1,
10, 25 y 50 uM durante 30 minutos y posteriormente estimuladas con AVP (50 nM) durante 4
horas (b) Andlisis densitométrico de las bandas correspondientes al incremento p-
mTOR(S2448)/mTOR con el programa UN-SCAN-IT. Los datos se encuentran expresados en

base al incremento con respecto a la placa estimulada s6lo con AVP (50 nM) durante 4 horas
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4.2.3 Efecto de la inhibicién de PI3K en la fosforilaciéon de AKT/PKB inducida por AVP.

Utilizando células A-10 cultivadas en alta concentracion de glucosa, determinamos el espectro de
fosforilacion de AKT/PKB frente al estimulo con AVP y la respuesta de esta proteina frente a la
inhibicion con el inhibidor LY294002 10uM. Como se puede apreciar en la figura 4.9,
observamos un méximo de fosforilacion a los 5 minutos con un aumento de 1,9 veces con
estimulo AVP, sin embargo la utilizacién del inhibidor previo al estimulo hormonal, produce una
dramética desaparicion en la fosforilacion de AKT (S473) entre los 5 minutos y los 60 minutos,
para posteriormente comenzar a aparecer tenuemente fosforilada, sin lograr superar la

fosforilacion del control, con un maximo a los 360 minutos.

Cabe destacar que en todos los tiempos de activacion de AKT en respuesta a AVP, se encuentra
maés fosforilada con respecto al control en células cultivadas en medio DMEM HG durante 10

dias (figura 4.9) que en medio DMEM LG (figura 4.4).
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Figura 4.9: Efecto del Inhibidor LY294002 (10 uM) sobre la activacion de p-
AKT(S473), inducida por AVP (50 nM) en células A-10 cultivadas en medio de cultivo
DMEM HG (25 mM) durante 10 dias. (a) Células A-10 fueron pre-incubadas con
LY294002 (10 uM) durante 30 minutos y posteriormente estimuladas con AVP durante 5,
15, 30, 60, 120, 180, 240, 360, 480, 720 o 1440 minutos. (b) Andlisis densitométrico de las
bandas correspondientes al incremento de p-AKT(S473) con respecto al vehiculo (n=3)
(control: Tratamiento con LY294002 (10 uM) durante 30 minutos).
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424 Efecto de la inhibicion de PI3K en la fosforilacibon de mTOR inducida por

AVP (50 nM).

En base a los resultados obtenidos anteriormente, se decidi6 investigar si la inhibicion de PI3K,
que disminuye la activacion de AKT/PKB, una proteina involucrada dentro de la via clasica de
activacion de mTOR rio arriba, también ejerce algun tipo de efecto sobre la fosforilacion de
mTOR, al igual que en el medio de cultivo DMEM LG. Para visualizar el efecto de éste inhibidor
sobre la fosforilacion de mTOR, células A-10 fueron estimuladas con AVP durante 5, 15, 30, 60,

120, 180 o 240 minutos, previo a la inhibiciéon con LY294002, durante 30 minutos.

En la figura 4.10 se observa claramente que la inhibicion de PI3K produce una disminucién en la
fosforilacion de mTOR en los distintos tiempos de activacion. Sin embargo, AVP es capaz de
inducir la fosforilacion de mTOR, aun en presencia del inhibidor LY294002, sin alcanzar el nivel
basal de activacion. La inhibicion de la fosforilacion de mTOR con inhibir PI3K no es tan fuerte
como la que produce sobre AKT, sin embargo, aiin en presencia del inhibidor, AVP es capaz de
inducir ligeramente la activacion de mTOR, a los 5 minutos sin lograr el méaximo de estimulacion
con respecto al control sin inhibidor. Por otra parte, esta inhibicién se ve alin mas atenuada por

AVP entre los 120 y 240 minutos.

Si bien se observa un aumento de 1,9 veces a los 180 minutos con respecto al basal en la
fosforilacion de mTOR inducido por AVP, este aumento es producto del cambio en el lote del
suero empleado en el cultivo celular, ya que mTOR al ser altamente sensible a la cantidad de
nutrientes del medio, aumenta su fosforilacién atin en presencia del medio de cultivo DMEM HG
(observar figura 4.7, donde no se observan cambios con respecto al basal en la cinética de células

A-10 HG con estimulo AVP).
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Figura 4.10: Vasopresina no induce la fosforilacion de mTOR en presencia del inhibidor
LY294002, en células A-10 cultivadas en medio de cultivo DMEM HG (a) Células A-10
fueron cultivadas durante10 dias en alta glucosa. Previo a la estimulacion con AVP durante 5,
15, 30, 60, 120, 180 o 240 minutos, las células fueron incubadas con LY294002 (10uM)
durante 30 minutos. (b) Analisis densitométrico de las bandas correspondientes al incremento
de p-mTOR(S2448)/mTOR utilizando el programa UN-Scan-IT. Los datos se encuentran
expresando en base al incremento con respeto al basal (n=2) (control: Tratamiento con

LY294002 (10 uM) durante 30 minutos). 56



4.2.5 Efecto de activacion de mTOR en la inhibicion de la Autofagia

La disminucién dramatica de energia y nutrientes disponibles, conocido como Starvation,
produce la activacion de autofagia en las células eucariotas mediante la inhibicion de mTOR, que
juega un papel clave en la interfaz de las vias que regulan el equilibrio entre el crecimiento
celular y la autofagia en respuesta al estado nutricional, factores de crecimiento y las sefiales de
estres.

La autofagia es el proceso responsable de la degradacion del material intracelular, donde los
componentes citoplasmaticos son secuestrados por membranas formando los autofagosomas que
se fusionan a lisosomas para su degradacion.

LC3 es un constituyente principal de los autofagosomas y durante la autofagia, la forma
citoplasmica de esta proteina (LC3 1) es procesada y reclutada a los autofagosomas, donde se
genera LC3 Il por proteolisis sitio especifico y lipidacién cerca del extremo C-terminal. La
caracteristica distintiva de activacion autofagia es la formacion celular de autofagosomas que
contienen LC3 Il, por lo tanto la actividad autofagica se mide bioquimicamente como la cantidad
de LC3 Il que se acumula, razén por la cuél y dada la activacién de mTOR inducida por AVP en
alta concentracién de glucosa, determinamos si la activacion de mTOR, causa la inhibicion de la
autofagia, a través de la determinacion de la razon LC3I/II.

Las células A-10 fueron estimuladas con AVP durante distintos tiempo, observandose que entre
el periodo de tiempo comprendido entre los 60 minutos y los 240 minutos, la cantidad de LC3II
disminuye notoriamente con respecto a LC3I, observandose una desaparicion significativa a los
60 minutos (casi 11 veces), en donde la autofagia se inhibe y mTOR se encuentra activo, tal

como se muestra en la figura 4.11.
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Figura 4.11: La activacion de mTOR, inducida por AVP (50 nM) en células A-10,

cultivadas en medio DMEM HG durante 10 dias, inhibe la activacion de Autofagia. (a)

Células A-10 fueron estimuladas con AVP durante 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 360, 480, 720 o

1440 minutos. (b) Analisis densitométrico de las bandas correspondientes la razon de

LC3I/LC3II, con el programa UN-SCAN-IT (n=1) (control: tratamiento con RAPA 250uM)
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4.2.6 Efecto de los distintos inhibidores sobre la activaciéon de mTOR.

Células A-10 fueron cultivadas en alta concentracion de glucosa durante 10 dias para su posterior
estimulacion con AVP. En base a los experimentos realizados en alta concentracion de glucosa,
fijamos el tiempo de estimulo de AVP a las 4 horas, puesto que es aquel tiempo donde se observa
el mayor grado de fosforilacion de mTOR y analizamos el efecto que distintos inhibidores
farmacologicos de posibles vias en la fosforilacion de mTOR. Como se muestra en la figura 4.12,
la utilizacion del inhibidor de PKCs, G66983, disminuye la fosforilacion de mTOR, sin
embargo, AVP produce un incremento en la fosforilacion de mTOR aun en presencia de éste

inhibidor, sin alcanzar el nivel del control.

La utilizacién del inhibidor de PI3K, LY?294002, produce la inhibicion de mTOR de manera
irreversible, puesto que AVP no es capaz de inducir la fosforilacion de mTOR en presencia de

éste inhibidor.

La inhibicion de la actividad de la PLD, con 1-butanol, es capaz de producir una reduccion
considerable de la actividad de mTOR durante 15 minutos de tratamiento, probablemente al
disminuir la produccién de PA. Sin embargo, AVP es capaz de inducir nuevamente la

fosforilacion de mTOR.

La transactivacion del receptor de EGF puede ser inhibida con el compuesto AG1478, que inhibe
la actividad tirosina quinasa del receptor, sin embargo tanto el control como la estimulacion con
AVP no producen cambios en la fosforilacion de mTOR. Descartando la posibilidad que el efecto

de AVP se deba a la transactivacion del EGFR.
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La inhibicién de MEK con PD98059, no produce cambios en la fosforilacion de mTOR, aun en
presencia del inhibidor, al igual que la inhibicion de subunidad Gg,, con galleina. A pesar de que
el grafico de la figura 4.12 muestra diferencias para las placas tratadas con galleina, esta
diferencia es sélo virtual, debido a falla en la transferencia en el borde derecho. Hecho que fue
constatado al correr muestras tratadas con galleina en otro gel, en donde no se aprecia diferencias
entre células pre-incubadas con galleina y posteriormente estimuladas con AVP (50 nM) durante
4 horas y células sélo tratadas con éste inhibidor (el gel y grafico no se ha incluido dentro de la

tesis).
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Figura 4.12: Efecto de los distintos inhibidores en la fosforilacion de mTOR, inducida por AVP
(50 nM) durante 4H en DMEM HG (a) Células A-10 fueron cultivadas durante 10 dias en alta
concentracion de glucosa. Previo a la estimulacion con AVP durante 4 horas, las células fueron
tratadas con distintos inhibidores (b) Andlisis densitométrico de las bandas correspondientes la razon

entre de p-mTOR(S2448)/mTOR con respecto al basal (n=4)
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4.2.7 Efecto de la activacion de EKR1/2, inducida por AVP

Con el fin de evaluar la activacion de ERK inducida por AVP y su posible vinculacion con
activacion de la fosforilacion de mTOR en alta concentracién de glucosa, se estudio el aumento
de la fosforilacion de ERK1/2 en células A-10 estimuladas con AVP (50 nM) a distintos tiempos

de modo tal de poder establecer una correlacion entre los resultados anteriormente expuestos.

Se observa en la figura 4.13, un aumento a los 5 minutos en la fosforilacion de ERK1/2 de
aproximadamente el doble respecto al basal y luego disminuye, volviendo a aumentar alrededor
de los 120 minutos en aproximadamente 2,3 veces, para posteriormente decaer progresivamente

en su activacion en los tiempos largos de estimulacion.
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Figura 4.13: AVP induce la activacion de p-a-MAPK, en células A-10 cultivadas en

medio de cultivo DMEM HG (a) Células A-10 fueron estimuladas con AVP (50 nM) durante

5, 15, 30, 60, 120,180,240,360,480,720 o 1440 minutos. (b) Analisis densitométrico de las

bandas correspondientes al

incremento de p-a-MAPK con respecto al basal (n=3).
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4.3 Determinar el grado de fosforilacion de mTOR en células A-10 incubadas con alta

concentracion de glucosa (25 mM)

Finalmente para evaluar si el medio de cultivo participa en el cambio del perfil de fosforilacion
de mTOR, como sensor de nutrientes y energia, por sobre el estimulo hormonal que produce
AVP, es que estimulamos durante 15, 30, 60, 360, 720, 1440, 2880 o 4320 minutos a células A-
10 cultivadas en medio DMEM LG con glucosa 25mM. Ademas, se decidio realizar tiempos
largos de incubacion para evaluar si dependiendo del tiempo sometido a este tratamiento se
produce o no un cambio significativo. No obstante, como se puede apreciar en la figura 4.14 el
perfil de fosforilacion en los distintos tiempos de activacion no varia mucho respecto al control,

observandose un ligero aumento alrededor de las 24 hrs.
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Figura 4.14: Cinética de Células A-10 incubadas en alta concentracion de glucosa
(25 mM) (a) Células A-10 fueron cultivadas en medio DMEM LG, para posteriormente ser
estimuladas con glucosa 25 mM, empleando medio de cultivo DMEM HG 25 mM durante
15, 30, 60, 180, 360, 720, 1440, 2880 o 4320 minutos. (b) Anélisis densitométrico de las
bandas de p-mTOR(S2448) graficadas en base al control que contine glucosa (5,5 mM)

(medio DMEM LG 5,5 mM) (n=3)
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5. DISCUSION

mTOR juega un rol fundamental en la sintesis de proteinas y la proliferacion celular. En este
estudio nos propusimos investigar los efectos de la exposicion cronica a niveles elevados de
glucosa en VSMC vy el efecto que AVP produce sobre mTOR bajo estas condiciones. A su vez,
exploramos si la via PI3K y la via MAPK participan en la via de activacion de mTOR inducida

por AVP en células cultivadas en alta concentracion de glucosa.

Resultados obtenidos por Western blotting mostraron que en células cultivadas en alta
concentracion de glucosa (25 mM), se produce un aumento de la activacion de mTOR en
respuesta a AVP. Sin embargo, la incubacién de las células en alta concentracion de glucosa por
si sola, no es capaz de inducir la activacion de mTOR, indicando que AVP promueve cambios en
el estado de fosforilacion de mTOR dependiente de la concentracion extracelular de glucosa,
puesto que bajo condiciones de glucosa normal, AVP no fue capaz de inducir la fosforilacion de

mTOR.

En nuestro estudio, pudimos observar que células A-10 cultivadas en alta concentracion de
glucosa durante 10 dias y posterior estimulo con AVP, se produjo un aumento en la fosforilacion
de AKT/PKB. En cambio bajo condiciones de glucosa normal, se observd sélo una ligera
activacion AKT/PKB en respuesta a AVP. Sin embargo, AVP no fue capaz de inducir la
activacion de mTOR cuando se inhibio PI3K con LY294002, tanto en alta glucosa extracelular

como en glucosa normal.

Un estudio realizado en células musculares lisas aisladas de aorta de cerdo expuestas durante 24

horas a alta concentracién de glucosa (25 mM), mostr6 que hay un incremento en la fosforilacion
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de AKT/PKB comparado con 5 mM glucosa. A su vez, al igual que nuestro modelo experimental,
cultivaron a las VSMC durante 10 dias bajo alta concentracion de glucosa y observaron un
aumento significativo en la fosforilacion de esta quinasa. Del mismo modo pudieron observar un
aumento de la fosforilacion de ERK1/2 (Campbell et al., 2003). Por lo tanto, AVP vy alta
concentracion de glucosa (25 mM), producen un efecto sumatorio sobre la activacion de

AKT/PKB, activando a mTOR.

Se ha visto que la alta concentracion de glucosa afecta VSMC, alterando la proliferacion en la
capa media arterial, caracteristica clave en las lesiones ateroscleréticas, observandose una
hiperproliferacion de este tipo celular. Existen evidencias que sugieren que las especies reactivas
de oxigeno participarian en la proliferacién de VSMC (Sharpe et al., 1998), puesto que muchas
investigaciones apuntan al estrés oxidativo, como un factor clave en el desarrollo de las
anormalidades vasculares en pacientes diabéticos (Peiro et al., 2001). Las especies reactivas de
oxigeno participan como segundos mensajeros en la transduccion de sefiales mitogénicas, en
donde el H,O, incrementa la fosforilacion de receptores de tirosina quinasa en ausencia de la
unién de factores de crecimiento, de ese modo induce la activacién rio abajo de otras proteinas,
entre ellas PI3K y AKT, promoviendo la sobrevida celular y la proliferacion (Radisavljevic and
Gonzalez-Flecha, 2004). La glucosa en una concentracion fisioldgica elevada, activa fuertemente
a mTOR, tanto en roedores como en los islotes pancreaticos humanos aislados. Sin embargo,
mTOR puede ser activado por nutrientes independientes de la insulina y otros factores de
crecimiento (Kwon et al., 2004), lo cual indica que existen otros factores que son capaces de
inducir su activacion, entre los cuales se encuentran las ROS. Shaw y Cohen (1998) vieron en
celulas HEK292 que las isoformas de AKT/PKB se activan cuando éstas son expuestas a estrés
oxidativo (H,O). Asimismo mostraron que esta activacion es completamente inhibida por
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inhibidores de PI3K (LY294002 y Wortmanina) (Shaw et al., 1998). Lo cual concuerda con
nuestros datos, puesto que si bien en las células A-10 cultivadas en alta concentracion de glucosa
se produce un leve aumento en la fosforilacion de AKT/PKB y mTOR, tal vez a raiz del estrés
oxidativo inducido por la alta concentracion de glucosa, la estimulacion con AVP, produce un
incremento significativo en la fosforilacion de estas proteinas, la cual es inhibida por LY 294002,
sugiriendo la participacion de AKT/PKB en la fosforilacion de mTOR. Sin embargo, en nuestro
modelo experimental, el estimulo de glucosa en ausencia de AVP no produce cambios en el
estado de activacion de mTOR sobre su nivel de activacion basal durante un periodo de 72 horas
de exposicion, lo cual indica que la exposicién crénica a elevados niveles de glucosa son
requeridos para producir cambios en el estado de fosforilacion de esta proteina en respuesta a
AVP. En un primera etapa, las células como mecanismo de defensa frente al estrés producido por
los elevados niveles de glucosa utiliza sus antioxidantes enddgenos para protegerse contra el
ataque de las especies reactivas del oxigeno, entre los cuales se incluyen a las enzimas
antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GPX) (Sharpe et
al., 1998; Chong and Maiese, 2012). Ademas, existe un componente antioxidante no-enzimatico
de la fase acuosa, que tal vez es el protector mas importante y versatil; el glutation, en donde su
reduccion ha sido descrita en el plasma, eritrocitos, leucocitos y plaqueta provenientes de
pacientes con diabetes mellitus (Sharpe et al., 1998). Sharpe y sus colaborados (1998) mostraron
que en VSMC provenientes de aorta de cerdo cultivadas durante 10 dias en alta concentracion de
glucosa (25 mM), la concentracion intracelular de glutation disminuye en aproximadamente un
50% en comparacion con celulas cultivadas en un medio conteniendo 5 mM glucosa, mientras
que la concentracion de SOD se incrementa, lo cual explica en parte el aumento intracelular de

H.0,. Asimismo, observaron que a partir del sexto dia de incubacion de estas células tanto en
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baja como en alta concentracion de glucosa, mientras que el niumero de células comienza a
aumentar significativamente cuando se encuentran cultivadas en alta concentracion de glucosa,
revelando gque una exposicion prolongada con un minimo de 4 dias de exposicion es requerida

para un incremento en el nimero de células (Sharpe et al., 1998).

La progresion de la enfermedad vascular estd gobernada por el equilibrio entre la proliferacion de
las VSMC y la muerte celular. Sumado el hecho de que la hiperglicemia puede potenciar el
proceso de formacion de la lesiones macrovasculares a través de la inhibicion de la apoptosis de
VSMC. Ademas, numerosos estudios han demostrado que los vasos pueden adaptarse a los
cambios crénicos en el flujo de sangre al someterse a ajustes compensatorios en el tamafio del

lumen vascular (Kumar and Lindner, 1997).

El tratamiento con el inhibidor especifico para PI3K, LY294002 (10 uM), mostrd que AVP
activa a mTOR en forma dependiente de PI3K en células cultivadas en altas concentraciones de
glucosa. Esto se ve apoyado por el hecho que AVP aumento la fosforilacion de AKT/PKB (via
PI3K) en células cultivadas en alta concentracion de glucosa. Por otra parte, la inhibicion de
PKC, en células expuestas a alta glucosa (25 mM), atenu6 la fosforilacion de mTOR en respuesta
a AVP, indicando la participacion de PKC en el mecanismo de fosforilacion de mTOR inducido

por AVP.

El mecanismo prototipo en la regulacion de la activacion de mTOR por las sefiales mitogenicas
es la via de sefializacion PISBK/AKT. PI3K puede ser activada a través de la union de factores de
crecimiento, la activacion de GPCR, asi como por oncogenes como Ras. Una vez activada, PI3K
fosforila fosfoinositoles, generando lipidos bioldgicamente activos, Ptds(3,4)P2 y Ptds(3,4,5)P3;

siendo este ultimo el cual se une al dominio PH de AKT, promoviendo su translocacion a la
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membrana celular. Una vez en la posicion correcta en la membrana, AKT puede ser fosforilada
por PDK1 en el residuo Thr308 y la fosforilacion del residuo Ser473 es llevada acabo por
mTORC2 tanto in vitro como in vivo, indicando que mTOR puede actuar tanto como sustrato o
efector de AKT (Memmott and Dennis, 2009) . La fosforilacion de ambos residuos es requerida
para la activacion completa de AKT (Hay and Sonenberg, 2004). mTOR posee 2 sitios
adyacentes de fosforilacion (Thr2446 y S2448) que son fosforilados por AKT, observandose
tanto in vitro como in vivo. Se ha sugerido que la fosforilacion directa de AKT en el residuo
S2448 de mTOR se correlaciona con la activacion de mTORC1 (Manning and Cantley, 2007).
Esto explica por qué el tratamiento previo de células A-10 con el inhibidor de PI3K (LY294002)
que controla a AKT, disminuyé la fosforilacion de mTOR en el residuo S2448. Por otra parte,
AKT tanto in vivo como in vitro, es capaz de fosforilar directamente a TSC2 en los residuos de
Ser939 y Thr1462. Analisis de células deficientes de TSC2, asi como la sobre-expresion de TSC1
y TSC2, claramente demostraron que el heterodimero TSC1/TSC2 es un regulador negativo rio
arriba de mTOR. Mutantes de TSC2 en los cuales los sitios de fosforilacion de AKT fueron
sustituidos por alanina actdan como un inhibidor dominante de la actividad de mTOR,
bloqueando su activacion en respuesta a factores de crecimiento. Las observaciones descritas
proveen evidencia que AKT activa a mTOR, al menos en parte a través de la fosforilacién e
inactivacion de TSC2 (Hay and Sonenberg, 2004). Por lo tanto, la inhibicion de PI3K juega un
rol importante en la disminucion de la activacion de mTOR debido a que la inactivacion de AKT,
libera la inhibicion que ésta proteina produce sobre TSC1/2, activandola e induciendo una
disminucion en la activacion de mTOR, tal como pudimos demostrar tanto en alta como en baja

concentracion glucosa.
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La union de AVP a los receptores Vi, promueve la activacion de fosfolipasa C (PLC) mediante la
activacion de la proteina Gg11, con el consiguiente aumento de los segundos mensajeros: inositol
trifosfato (PIP3) y DAG (Birnbaumer, 2000; Rozengurt, 2007). Mientras que, PIP3 se une a
receptores intracelulares presentes en el reticulo endoplasmatico, promoviendo la movilizacion de
calcio desde el RE hacia el citosol. DAG activa a las distintas isoformas de la proteina quinasa C
(PKC), clasicas (a, B, v) y nuevas (6, & (). Al mismo tiempo se ha reportado que altas
concentraciones extracelulares de glucosa conducen a alteraciones de los mecanismos que
regulan las vias de sefializacion implicadas en la regulacion del tono vascular y en la
proliferacion celular, pudiendo contribuir a las complicaciones vasculares asociada a Diabetes
Mellitus. Se ha descrito que, tanto células endoteliales, como células musculares lisas mantenidas
en altas concentraciones de glucosa, presentan un aumento en los niveles de DAG, lo que se

traduce en un aumento en la actividad de la PKC (Inoguchi et al., 1992; Williams et al., 1997).

Este trabajo sugiere que existen mecanismos dependientes e independientes de PI3K que
modulan la fosforilacion de mTOR, en el cual participa vasopresina, puesto que la inhibicion de
PKC disminuyé draméaticamente la fosforilacion de mTOR; sin embargo, la inhibicién de la PI3K
produce una inhibicion irreversible de su fosforilacion ain bajo el estimulo de vasopresina.
Posiblemente la proteina rio abajo involucrada tanto directa como indirectamente en la activacion
y/o inhibicion de mTOR es el complejo TSC1/2. Andrew R. Tee y colaboradores (2003)
mostraron en células HEK293E que la via de sefializacion PI3K/AKT inhibe al complejo
TSC1/2, puesto que la activacion de AKT produce la fosforilacion de TSC2 en los residuos de
Ser939 y Thrl462. Curiosamente, la fosforilacion de estos sitios también se produce tras la
activacion de la via de sefializacion PKC/MAPK, previa inhibicion de la via PI3K, inactivando la
funcion supresora que ejerce el TSC1/2 sobre la activacion de mTOR. Proponemos un modelo en
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el que tanto las vias de sefializacion PI3K/AKT y PKC/MAPK convergen de manera
independiente en el complejo TSC1/2. Esta proposicion es apoyada por el hecho que la mutacion
en los sitios de TSC2 (tuberina) (S939A/T1462A), que normalmente son fosforilados por Akt,
inhiben la activacion de S6K1 a través de mTOR la cual es mediada por PKC/MAPK (Tee et al.,
2003). Este antecedente respalda nuestros resultados, ya que AVP induce la activacion de PKC,
induciendo probablemente la inhibicién de TSC2 al igual que AKT y promoviendo la activacion
de mTOR a través de vias independientes. Sin embargo, la inhibicion de PI3K reduce
significativamente la activacion de mTOR con o sin AVP, indicando que ésta quinasa es la

principal via de activacion de mTOR.

Otro componente que podria participar dentro de la via de activacion de mTOR es el &cido
fosfatidico (PA). EI PA ha sido implicado como un mediador de la accion mitogénica de varios
factores de crecimiento y hormonas en distintos tipos de mamiferos (Parmentier et al., 2006). La
estimulacion mitogénica conduce a un aumento en la cantidad de PA como resultado de la
activacion de la fosfolipasa D (PLD). Sin embargo, la activacion de ERK1/2 y AKT no es
afectada por la inhibicion de la PLD con 1-butanol, un alcohol primario que es cominmente
utilizado como sustrato para medir la actividad de esta enzima, bajo las mismas condiciones

(Fang et al., 2001).

Se ha demostrado que el tratamiento con PA exdgeno, produce un aumento en la actividad de
MTORCL1 y la inhibicion en su produccion con 1-butanol, reprime la actividad de esta quinasa
(Bai and Jiang, 2010). Se han propuesto 2 mecanismos que pueden mediar el efecto de PA sobre
mMTORC1. Recientemente se report6 que el PA es capaz de reducir la asociacién de FKBP38 con

mTOR (Sun and Chen, 2008). Por otra parte, se ha visto que la supresion en la produccién de PA,
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blogquea la asociacion de mTOR con Raptor, sugiriendo que la asociacion de PA es requerida para
mantener la integridad de mTORC1 (Toschi et al., 2009), razén que podria explicar por qué el
tratamiento control durante 15 minutos con 1-butanol disminuye la actividad de mTOR. Por otra
parte, el estimulo con AVP durante 4 horas es capaz de activar a mTOR nuevamente en celulas
tratadas con 1-butanol, lo que descarta la participacion de PLD en la activacion de mTOR
inducida por AVP. El mecanismo a través del cual este proceso de activacion podria ser, mas
bien, dependiente de la produccion de DAG, inducida por AVP. A pesar de la inhibicion de la
PLD, con la subsecuente disminucién del PA, existen 2 enzimas capaces de producir PA: LPA
(&cido lisofosfatidico) aciltransferasa (LPAAT) vy la diacilglicerol quinasa (DGK), que también
han mostrado regular la sefializacién de mTOR a través de la produccion de PA (Foster, 2007;
Sun and Chen, 2008; Foster, 2009). DAG puede ser metabolizado en 3 formas y en la mayoria de
las circunstancias, su conversion a PA se considera la ruta principal para el metabolismo de la

sefializacion de DAG, reaccién catalizada por la DGK (Luo et al., 2004).

La inhibicion de la subunidad Gg, con galleina, no pareciera contribuir de manera significativa a
la sefializacién que induce AVP sobre la fosforilacion de mTOR. Probablemente esta subunidad
presenta una pequefia actividad basal que sélo es ligeramente estimulada con la unién de AVP al
receptor Vi, y su actividad podria verse solapada a través de la activacion de PI3K,, PI3Kg y

PLCg (Schwindinger and Robishaw, 2001), a través de otras proteinas efectoras.

Asi como otros GPCRs, el receptor V; transactiva a receptor EGF (EGFR) pudiendo activar la
via AKT/PI3K (Rozengurt, 2007). Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio
muestran que AVP es capaz de inducir la transactivacion del receptor EGFR a través del receptor

V1a (Fuentes et al., 2008), razon por la cual decidimos evaluar este efecto y su participacion en la
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activacion de mTOR, inhibiendo su actividad tirosina quinasa con el uso del inhibidor especifico
tirfostina (AG1478). Sin embargo, los resultados obtenidos descartan su participaciéon en la
induccion de la fosforilacion de mTOR inducida por AVP, ya que tanto el control como la

estimulacion con AVP, previa inhibicion del receptor de EGFR, no presentan cambios.

Finalmente y tal como ya se ha mencionado anteriormente, la via de sefializacion de mTOR
integra las sefiales de los nutrientes, el estado de energia y factores de crecimiento para regular
muchos procesos, entre los cuales se encuentran la biogénesis ribosomal, la autofagia y el
metabolismo. En este estudio surgié la necesidad de preguntarnos qué sucederia con otros
procesos bajo las condiciones en donde la disponibilidad de nutrientes es favorable, tal como en
alta concentracion glucosa durante 10 dias, en donde las células pueden sintetizar proteinas y
proliferar, mediante la activacion de mTOR, ya que al contrario de esta situacion, las células
responden a la deprivacion de nutrientes a través de inhibicion de estos procesos que consumen
energia, estimulando procesos catabdlicos, tales como la autofagia (Diaz-Troya et al., 2008).
Nuestros resultados claramente muestran que la activacion de mTOR en alta concentracion de
glucosa durante 10 dias y posterior estimulacion con AVP, activan a mTOR con un méaximo de
activacion a las 4 hrs, con la consecuente disminucion en la activacién de la autofagia, la cual fue
medida a través del radio LC3I/Il. La caracteristica distintiva de activacion autofagia es la
formacion celular de autofagosomas que contienen LC3 11, por lo tanto la actividad autofagica se
mide bioguimicamente como la cantidad de LC3 Il que se acumula en ausencia o presencia de
actividad lisosomal (Mizushima and Yoshimori, 2007), en donde nuestros resultados revelan que
entre los 60 y 240 minutos de estimulacion con AVP, el marcador LC3Il disminuye

significativamente mientras que mTOR gradualmente se activa bajo estas condiciones.
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En conclusion, este trabajo ha mostrado que posiblemente la alta concentracion de glucosa que
induce estrés oxidativo podria ser un importante mecanismo en la respuesta a AVP en la
induccion de la disfuncion de VSMC. Los resultados sugieren que AVP, es un factor que
participa en el crecimiento de VSMC en presencia de alta concentracion de glucosa a través de la
activacion de mTOR vy sus diversas vias de sefializacion. Basados en la evidencia experimental,
proponemos el siguiente esquema de activacion de mTOR inducido por AVP, como se muestra

en la figura 5.1.
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Figura 5.1: Representacion esquematica del posible mecanismo a través del cual AVP
induce la fosforilacion de mTOR. AVP induce la estimulacion PLCg, a través del receptor
V1a, promoviendo la hidrdlisis de PIP2. Esta reaccion produce dos mensajeros intracelulares,
diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (PIP3), el cual media la activacion de PKC y la
liberacién de Ca* desde el reticulo endoplasmético al citosol. Nuestro resultados sugieren
gue AVP es capaz de estimular a mTOR y consecuente inhibir la autofagia en las VSMC a
través de la activacion de PKC y la via PISBK/AKT en alta concentracion de glucosa
extracelular. EI mecanismo a través del cual estas dos vias de sefializacion podrian controlar
la sefializacion de mTOR podria deberse a la fosforilacion e inactivacion del complejo

TSC1/2.
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6. CONCLUSIONES.

La activacién de mTOR inducida por AVP en células A-10, depende la concentracion
extracelular de glucosa.

La alta concentracion de glucosa por si sola no es capaz de inducir la fosforilacion de
mTOR.

La alta concentracion de glucosa extracelular aumenta la fosforilacion de AKT/PKB,
proteina rio arriba involucrada en la via de sefializacion de mTOR.

PI3K esta involucrada en la via de activacién de mTOR por AVP, puesto que su inhibicién
bloquea la activacion.

A su vez, PKC se encuentra involucrada en la via de activacion de mTOR por AVP, puesto
que su inhibicion bloquea su activacion.

Tanto la via de sefializacién de PI3K y PLC/DAG+Ca?*/PKC convergen en la inactivacion
del complejo TSC1/2, en respuesta a AVP.

En la induccion de la fosforilacion de mTOR por AVP no estaria implicado PLD como
tampoco la transactivacion del EGFR.

En condiciones de alta concentracion de glucosa, la activacion de mTOR por AVP inhibe

la activacion de la autofagia.
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7. PERSPECTIVAS

La pared vascular es un érgano activo, flexible e integrado que presenta componentes celulares,
como las celulas endoteliales, musculares lisas y fibroblastos; y componentes no celulares, como
la matriz extracelular. En forma dindmica estos componentes modifican su forma, aumentan,
disminuyen o se reorganizan, en respuesta a estimulos fisioldgicos y patologicos, manteniendo
asi la integridad del vaso en condiciones fisioldgicas o participando en la alteracién vascular que

aparece en enfermedades como la hipertension y la aterosclerosis.

El presente estudio es un modelo util que nos permite evaluar cuales son las proteinas
involucradas a nivel molecular que alteran la tasa de crecimiento de las células musculares lisas
frente a la exposicion crénica a alta concentracion de glucosa y como esto podria agravar el
proceso hipertensivo a través de la via de activacion de mTOR, siendo uno de los posibles
blancos terapéuticos a tener en consideracion cuando un paciente de forma asociativa padece de
hipertension y diabetes. Lo cual lo convierte en una herramienta terapéutica util para prevenir o
retardar el inicio de distintas patologias vasculares. Si bien esta documentado el uso de stends
recubiertos de Rapamicina que disminuyen significativamente el engrosamiento de la pared
vascular tras una angioplastia, no se ha documentado su uso terapéutico en pacientes que de

forma concomitante padezcan de hipertension y diabetes.
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