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RESUMEN

La practica regular de ejercicio tiene muchos efectos positivos en la salud fisica y mental
de las personas. Durante el ultimo tiempo, aparecié como una beneficiosa estrategia en la
prevencion y disminucion de factores de riesgo para muchas enfermedades, como las
enfermedades cardiovasculares (ECV).

A su vez, el desarrollo y progresion de las ECV se asocia a cambios estructurales y
funcionales en la vasculatura. En condiciones normales, la vasculatura contiene células
musculares lisas vasculares (CMLV) en estado mayoritariamente diferenciado. Estas células son
responsables de la regulacidn de la contraccién y relajacién de las arterias, controlando la presion
y el flujo sanguineo. En condiciones patoldgicas, estas células se desdiferencian desde un estado
contractil, a un estado sintético y proliferativo/migratorio. En el estado desdiferenciado,
disminuyen su contenido de proteinas contractiles, secretan proteinas de la matriz extracelular,
y aumentan su capacidad proliferativa/migratoria, moviéndose desde la capa media a la intima
de la arteria. Cuando la cantidad de CMLV desdiferenciadas aumenta, se produce un remodelado
vascular patoldgico, un evento relacionado negativamente con la salud vascular. Sin embargo,
atletas con alta frecuencia de entrenamiento también pueden presentar un tipo de remodelado
vascular conocido como fisioldgico. En este remodelado se producen cambios estructurales como
un mecanismo de adaptacidn a la alta demanda de oxigeno y nutrientes; caracterizado por un
aumento del didmetro de la arteria, en ausencia de inflamacién y fibrosis.

Por otra parte, el ejercicio fisico incrementa los niveles circulantes de IL-6, una citoquina
ampliamente conocida por sus acciones inflamatorias en las respuestas inmunes del organismo.
Sin embargo, al liberarse durante una condicién fisioldgica como el ejercicio, se comporta como
una mioquina e influencia el metabolismo energético a través de la activacion de AMPK.

Ambas acciones antagonicas de IL-6 se pueden explicar por la presencia de una forma
soluble del receptor de IL-6 (sIL6-R). Ademas, el ejercicio fisico también incrementa los niveles
plasmaticos de sIL-6R. sIL-6R permite ampliar el espectro de células que responden a IL-6,
particularmente aquellas células que no expresan el IL-6R en la membrana plasmatica. Asi, la via

de sefializacidn descrita para sIL-6R es conocida como trans-sefializacién e implica la formacion
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de un complejo IL-6/sIL-6R que se une a una glicoproteina de membrana, gp130, activandola. Sin
embargo, los efectos de la trans-sefalizacidon son poco entendidos y aldn requieren mayor
investigacion.

En el presente trabajo, nos propusimos determinar los efectos de la trans-sefializacién
en el cambio fenotipico de las CMLV, con el objetivo de entender el mecanismo por el cual los
atletas presentan un remodelado vascular fisiolégico. Ademads, también incluimos evaluar los
efectos de la trans-sefializacion en la activacion de AMPK, con el fin de entender las vias de
sefializacién que participan en la accién de slIL-6R.

Como hipétesis planteamos que “El receptor soluble de interleuquina-6 (sIL-6R)
previene la disminucién de las proteinas contractiles, sintesis de colageno, migracién y
proliferacidn de las células musculares lisas vasculares (CMLV) inducidas por interleuquina-6 (IL-
6), a través de un mecanismo dependiente de la activacidn de la quinasa activada por AMP
(AMPK)”. Los objetivos especificos fueron: (1) Evaluar el efecto de IL-6 en los niveles de proteinas
contractiles, sintesis de colageno, migracidn y proliferaciéon de las CMLV A7r5; (2) Evaluar el
efecto de sIL-6R en los niveles de proteinas contractiles, sintesis de coldgeno, migracién y
proliferacién de las CMLV A7r5 inducidas por IL-6; (3) Evaluar el papel de AMPK en los efectos de
sIL-6R en las CMLV A7r5.

Todos los experimentos se realizaron en la linea celular de CMLV embrionaria de rata,
A7r5. Los niveles de las proteinas contractiles, a-actina de musculo liso (a-SMA), calponina y
proteina de musculo liso 22 (SM22), se evaluaron por Western blot. La migracion se determiné
por el ensayo de cierre de heridas, niveles fosforilados de la quinasa de adhesiones focales (FAK)
en la Tyr397, y por transwell. La proliferacidn celular se evalué midiendo los niveles de ciclina D
por Western blot, y a través del ensayo de reduccién de formazan (MTT). La sintesis de matriz
extracelular se evalud a través de los niveles de colageno | por Western blot. Por ultimo, la
activacion de AMPK se determind a través de sus niveles de fosforilacion en la Thr172, y los
niveles proteicos de PGC1-qa, un blanco rio abajo.

El tratamiento de las CMLV A7r5 con IL-6, sIL-6R, o la combinacion de estas dos proteinas
no modificé el contenido de proteinas contractiles a-SMA, calponina y SM22; ni los niveles

proteicos de colageno I. Tampoco se alteré la proliferacién de las CMLV A7r5.
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Como control positivo de desdiferenciacion se utilizé el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF-BB). Las células estimuladas con PDGF-BB al tratarse con sIL-6R no cambiaron
los niveles de proteinas contractiles, sintesis de colageno o la proliferacién inducida por PDGF-
BB.

Sin embargo, el tratamiento con IL-6 o PDGF-BB incrementd la migracién de las CMLV
A7r5. Interesantemente, la adicidn de sIL-6R disminuyd la migracién celular inducida por IL-6 o
por PDFG-BB. En este sentido, la adicién de sIL-6R disminuyd la fosforilacion de FAK, aun en las
menores dosis de sIL-6R ensayadas. Por otra parte, el tratamiento de las células con sIL-6R
incrementd los niveles de fosforilacion de AMPK. Sin embargo, no se detectaron cambios en los
niveles proteicos de PGC1-a. Por ultimo, la adicién de un inhibidor de AMPK, compuesto C,
reprodujo los efectos anti-migratorios obtenidos con sIL-6R en CMLV A7r5 estimuladas con
PDGF-BB.

Asi, la trans-sefnalizacion de IL-6 aparece como un mecanismo importante de regulacion
del fenotipo migratorio de las CMLV, y podria explicar, al menos en parte, el mecanismo por cual

el ejercicio fisico mantendria la salud vascular de los atletas.

XViii



ABSTRACT

Role of the soluble Interleukin-6 receptor on vascular smooth muscle cells phenotypic change

Regular exercise has many positive effects on physical and mental health. For quite a time
indeed, it has emerged as a beneficial useful strategy in the prevention and reduction of risk
factors for many diseases, such as cardiovascular disease (CVD).

In turn, the development and progression of CVD are associated with structural and
functional changes in the vasculature. Under normal conditions, the vasculature contains
vascular smooth muscle cells (VSMCs) in mostly a differentiated state; specializing their functions
in the regulation of artery contraction and relaxation; regulating pressure and blood flow. Under
pathological conditions, these cells change their contractile state to a synthetic and
proliferative/migratory state. In the un-differentiated state, these cells decrease the content of
contractile proteins, secrete extracellular matrix proteins, and increase their proliferative and
migration capacity, allowing the movement of VSMC from the tunica media to the intima layer
of arteries. When the synthetic and proliferative/migratory VSMC phenotype occurs,
pathological vascular remodeling is triggered, impairing vascular health. However, athletes with
high training frequency can also present a physiological vascular remodeling, where structural
changes take place as a mechanism of adaptation to the high demand for oxygen and nutrients;
and which it is characterized by increasing the diameter of the artery, but in the absence of
inflammation and fibrosis.

The physical exercise increases circulating levels of IL-6, a cytokine widely known for its
inflammatory actions in the immune response. However, during a physiological condition such
as exercise, it behaves as a myokine and influence energy metabolism through the activation of
AMPK.

Both antagonist actions of IL-6 can be explained by the production of soluble version of
the IL-6 receptor, sIL-6R. The action of sIL-6R allows to broaden the spectrum of cells that respond
to IL-6, particularly in cells that do not express the membrane bound IL-6R. Thus, the signaling

pathway described for sIL-6R is known as trans-signaling and involves the formation of an
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IL-6/sIL-6R complex that binds and activates a membrane glycoprotein, gp130. However, the
effects of trans-signaling are poorly understood and still require further investigation.

In the present work, we determined the effects of trans-signaling on phenotypic change
of VSMCs, with the objective to understand the mechanism by which athletes exhibit
physiological vascular remodeling. In addition, we also evaluated the effects of trans-signaling on
energy metabolism through AMPK activation, to understand the signaling involved in the action
of sIL-6R.

Thus, we propose that “Soluble interleukin-6 receptor (sIL-6R) prevents the decrease in
contractile proteins, collagen | content, migration, and proliferation of vascular smooth muscle
cells (VMSCs) induced by interleukin-6 (IL-6), though the activation of an AMP-activated kinase
(AMPK) dependent mechanism”.

The specific objectives were: (1) To evaluate the effect of IL-6 in the dedifferentiation of
A7r5 VSMCs. (2) To evaluate the effect of sIL-6R on the dedifferentiation of A7r5 VMSCs induced
by IL-6. (3) To evaluate the role of AMPK in the effects of sIL-6R on A7r5 VMSCs.

All experiments were performed on the CMLV A7r5 cell line. Contractile protein,
a-smooth muscle actin (a-SMA), calponin and smooth muscle protein 22 (SM22), levels were
evaluated by Western blot. Migration was determined by the wound closure assay,
phosphorylated levels in Tyr397 of focal adhesion kinase (FAK), and by transwell. Cell
proliferation was evaluated by measuring cyclin D levels by Western blot, and by the formazan
reduction assay (MTT). Extracellular matrix synthesis was evaluated by the levels of collagen | by
Western blot. Finally, AMPK activation was assessed by Thr172 phosphorylation levels, and
PGC1-a protein levels, a downstream target.

The treatment with of IL-6, sIL-6R, or the combination of both proteins did not alter the
contractile protein levels, collagen | content, and proliferation of VSMC A7r5. Platelet-derived
growth factor (PDGF-BB) was used as a positive dedifferentiation control. VMSCs
dedifferentiated with PDGF-BB when were treated with sIL-6R did not change the contractile
protein levels, collagen synthesis or proliferation induced by PDGF-BB.

However, the treatment with IL-6 or PDGF-BB increased VSMC A7r5 migration.

Interestingly, the addition of sIL-6R decreased the migration induced by IL-6 or PDFG-BB. In this
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sense, the addition of sIL-6R decreased FAK phosphorylation in a dose-dependent manner.
Additionally, the treatment of cells with sIL-6R increased AMPK phosphorylation levels. However,
no changes were detected in PGC1-a protein levels. Finally, the addition of an AMPK inhibitor,
compound C, reproduced the anti-migratory effects obtained with sIL-6R in PDGF-BB treated
VSMC A7r5.

Thus, IL-6 trans-signaling appears as an important mechanism to protect the functional
status of VSMCs, and could explain, at least in part, the mechanism by which physical exercise

would maintain the vascular health of athletes.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades cardiovasculares (ECV)

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de patologias que afectan al
corazén y los vasos sanguineos. Entre las ECV mds comunes encontramos a las cardiopatias
coronarias, accidentes cerebro vasculares, hipertension arterial y cardiopatia reumatica.! Se ha
demostrado que una de las principales causas de infartos y accidentes cerebrovasculares se debe
a un evento aterosclerético, un proceso inflamatorio que genera la formacién de una placa rica
en colesterol, que bloquea el flujo sanguineo e impide la nutricién y oxigenacién del cerebro y
corazdn.? Como consecuencia, se produce una lesidn o incluso muerte del tejido, provocando

defectos en el correcto funcionamiento de estos érganos.?

1.2. Epidemiologia de las ECV

Segln datos obtenidos el afio 2012 por la Organizacion Mundial de la Salud, la
cardiopatia isquémica y la afeccidon cerebrovascular son las primeras causas de muerte en el
mundo. En conjunto provocan aproximadamente 13 millones de muertes, lo que equivale a un
23% de la mortalidad global.? Ademas, la enfermedad pulmonar obstructiva genera 3,28 millones
de muertes correspondientes a otros 5,8%. Finalmente, existe 1 millén de muertes debido a las
cardiopatias hipertensivas, lo que suma un 2% mas. En total se estiman unos 17 millones de
muertes por ECV, las que corresponden a mas de la tercera parte de todas las muertes alrededor
del mundo.?

En Chile, los datos son bastante similares, con muertes principalmente por accidentes
cerebrovasculares e infarto agudo al miocardio.* Estos datos son preocupantes, primero por
todas las consecuencias en la calidad de vida de las personas que las sufren, ya que al ser crénicas
deben estar siempre con medicacidon y monitoreo periddico. Segundo, al tener una prevalencia
tan elevada, estas enfermedades representan una tremenda inversion en gasto publico para los

gobiernos, lo que nos motiva a promover con mucho mds impetu su prevencion.



1.3. Factores de riesgo de las ECV

Las ECV son afecciones crénicas y multifactoriales, esto quiere decir que no existe un
tratamiento efectivo para curar la enfermedad y que su aparicidén y progresién depende de varios
factores. Asi, podemos definir factores de riesgo que desencadenan el inicio del proceso, que
corresponden a eventos o rasgos de una persona que aumentan la probabilidad de desarrollar la
enfermedad. Algunos factores de riesgo de las ECV incluyen la obesidad, la diabetes, el
tabaquismo y el sedentarismo.® La realidad nacional sigue siendo bastante preocupante ya que
actualmente mas de la mitad de la poblacién se encuentra en situacién de riesgo. Un 89% de la
poblacidn es sedentaria, un 64,5% tiene sobrepeso u obesidad, un 49,6% de los chilenos son
fumadores y un 38,5% tiene el colesterol total elevado. A pesar de que las cifras son altas, la
mayoria de estos factores de riesgo son modificables y controlables. Un cambio en el estilo de
vida como un aumento de la actividad fisica y una alimentacién sana pueden reducir la

probabilidad de desarrollar ECV.4°

1.4. Fisiopatologia vascular

Nuestro organismo obtiene nutrientes y oxigenacidn a través del sistema vascular, una
red de arterias, venas y capilares sanguineos que recorren todo nuestro cuerpo y llegan a todos
nuestros érganos y tejidos. Las arterias son verdaderas tuberias por la que circula la sangre desde
el corazon hacia los capilares, por lo que un deterioro en su estructura o funcionamiento también
ocasiona problemas en el funcionamiento de los érganos.®

Una de las patologias vasculares mas comunes es la aterosclerosis, una enfermedad
inflamatoria crénica caracterizada por la acumulacién de lipidos en las paredes de las arterias.
Estos depdsitos de lipidos son denominados placas de ateroma, los que con el tiempo pueden
estrechar u obstruir el flujo sanguineo.’

Por otra parte, los lipidos acumulados en las paredes de las arterias, al estar en contacto
directo con la sangre oxigenada, se oxidan, formando moléculas como el ox-LDL (lipido de baja
densidad oxidado) desencadenando un estado inflamatorio via estrés oxidativo (Figura 1).%°

Aunque la aterosclerosis ha sido bastante estudiada, aun no hay un tratamiento efectivo para la



enfermedad, por lo que entender sus bases moleculares permitird el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas.
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Figura 1. Modelo de aterosclerosis.

La vasculatura cuenta con 3 capas: una capa externa adventicia; una media compuesta por CMLV; y una
capa intima. En la aterosclerosis, se produce la acumulacién de lipidos en la capa intima, que al oxidarse
desencadenan una respuesta inflamatoria con infiltracion de macrdéfagos y apoptosis de las células. Este
estado inflamatorio, la acumulacion de grasa y la migracion de CMLV desdiferenciadas desde la media a
la intima, promueven la formacién de una placa ateroma en la pared de la arteria, lo que disminuye el
lumen del vaso y dificulta el flujo sanguineo. Imagen reproducida de Durham et al.®

1.5. Componentes estructurales de la vasculatura

La pared vascular consta de tres capas: la tunica intima, formada por una monocapa de
células endoteliales en contacto directo con el flujo sanguineo; la tunica media, compuesta por
células musculares lisas vasculares (CMLV) encargadas de la contraccién y regulacion del
diametro del vaso; y por ultimo la tlnica adventicia, que es una cubierta externa de tejido
conectivo y fibras nerviosas, que otorga soporte estructural y es separada de la media por

elementos de la matriz extracelular, principalmente coldgeno, elastina y proteoglicanos.1%1!



Actualmente la vasculatura es considerada un érgano activo y dindmico. Frente a un
estimulo como un cambio de presién o flujo sanguineo, la pared vascular de vasos responde
regulando su calibre. Por ejemplo, cuando existe un incremento en el flujo sanguineo en arterias
de conduccién o arteriolas grandes se induce un estrés por estiramiento, produciendo un
estimulo mecanico que induce la liberacién de componentes vasodilatadores como el dxido
nitrico (NO), el cual actua sobre las CMLV promoviendo la relajacién, y como consecuencia,

incrementando el didmetro de la vasculatura.l?

1.6. Fenotipos de las células musculares lisas vasculares (CMLV)

Como ya mencionamos, las CMLV son el principal componente de la tunica media de las
arterias. Son células contractiles encargadas de regular el tono vascular, el flujo y la presién
sanguinea.'® En condiciones normales, la mayor parte de las CMLV se encuentran en un estado
diferenciado. En este estado predomina un fenotipo contractil, caracterizado por una alta
expresion de proteinas contractiles tales como a-actina del musculo liso (a-SMA), la cadena
pesada de B-miosina, proteina de musculo liso 22 (SM22), h-caldesmona y calponina.* Gracias a
este repertorio especifico de proteinas, las CMLV pueden llevar a cabo el proceso contractil.
Ademds, en este estado cuentan con una baja capacidad proliferativa y migratoria, es decir, estan
totalmente especializadas en su rol contractil. Sin embargo, las CMLV también tienen una alta
plasticidad y bajo ciertas condiciones pueden variar de fenotipo, desdiferenciandose. Esta
capacidad de cambio permite respuestas fisioldgicas durante varios procesos celulares como en
la angiogénesis embrionaria, neovascularizacion y reparacién del tejido vascular.'®

Los fenotipos desdiferenciados se caracterizan por ser proliferativo/migratorio vy
sintético. En el fenotipo proliferativo/migratorio las CMLV incrementan su tasa de migracion y
proliferacion, y disminuyen la expresién de proteinas contractiles. Por ejemplo, durante una
lesidon vascular se libera el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual se une al
receptor en la membrana de las CMLV incrementando su proliferacién y migracion. Otro fenotipo
encontrado es el sintético, caracterizadas por presentar un gran aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico, que permiten el aumento de la sintesis de componentes de la matriz extracelular

como el coladgeno.®’



Estos cambios en el fenotipo de las CMLV hacia la proliferacion/migracién y sintesis de
matriz extracelular son parte del denominado remodelado vascular, un evento clave en el inicio

y desarrollo de las ECV.*8

1.7. Remodelado vascular

Se le llama remodelado vascular a los cambios adaptativos estructurales y funcionales
en la vasculatura en respuesta a estimulos fisiologicos y/o patoldgicos. Cambios crénicos en la
fuerzas hemodinamicas, respuestas inflamatorias y cambios en los componentes de la matriz
extracelular son algunos de los agentes que inducen la adaptacion vascular.?

En la figura 2 se aprecian algunos ejemplos de remodelado vascular. Incrementos en la
presidn arterial pueden aumentar el ancho de la pared vascular, por un aumento en la masa
muscular caracterizado por la reorganizacién de las CMLV. Estas células son capaces de migrar y
proliferar incrementado el grosor de la arteria, y como consecuencia aumentar la resistencia
periférica. Por otra parte, cambios constantes en el flujo sanguineo pueden variar el didmetro
del lumen del vaso, induciendo un remodelado por dilatacién vascular sostenida en el tiempo.
Por ultimo, una lesion vascular puede promover una respuesta regenerativa asociada a eventos
tromboticos, migracion y proliferacion de CMLV, produccidon de matriz extracelular e infiltracién
de células inflamatorias.?°

El estrés por incremento del flujo genera una fuerza friccional (“shear stress”) sobre la
superficie endotelial, generando una respuesta secretora sobre las células endoteliales,
incrementando la produccién de 6xido nitrico (NO) y prostaglandinas, lo que finalmente
promueve la vasodilatacién. Cuando esta respuesta es permanente, se produce un remodelado
principalmente via dos procesos: arteriogénesis y angiogénesis. La arteriogénesis consiste en el
incremento del diametro lumen del vaso con el objetivo de disminuir la resistencia al flujo, y
normalizar la hemodinamica. Otra forma de arteriogénesis es la formacion de una circulacion
colateral por reensamblaje arterial, es decir, por reorganizacion de los vasos ya existentes (Figura
3).2! Por ultimo, la angiogénesis es un proceso inducido por hipoxia que resulta en la formacion

de nuevos capilares sanguineos. La disminucidn del oxigeno induce la liberacion de VEGF (factor



de crecimiento vascular endotelial) por las células endoteliales, promoviendo la migracién y

proliferacién de las CMLV, y formacion de nuevos capilares.?!

Figura 2. Principales tipos de remodelad vascular.

Incrementos en la presiéon sanguinea pueden inducir un tipo de remodelado por aumento del grosor de
la pared arterial. Incrementos en el flujo sanguineo produce un remodelado por dilatacién vascular. Por
ultimo, un dafio vascular puede generar la formacidn de trombos o placas de ateromas. Imagen
reproducida de Renna et al.?°

El remodelado vascular puede tener consecuencias importantes en el funcionamiento
del vaso, ya que puede aumentar la rigidez de la pared vascular afectando la capacidad
vasodilatadora, y reduciendo la funcidn vascular. Ademds, una adaptacién de los vasos puede
generar consecuencias graves en el funcionamiento del corazén, ya que, al no poder regularse la
presidon y flujo sanguineo de forma periférica, el corazéon puede someterse a eventos de
remodelado, disfuncién, y pérdida de la capacidad contrdctil.?? De esta forma, mantener un buen
estado de la vasculatura es un evento clave en el correcto funcionamiento del sistema

cardiovascular.
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Figura 3. Arteriogénesis y angiogénesis.

(A) Arteriogénesis es un proceso de remodelado de arterias preexistentes a través del agrandamiento de
la pared vascular, lo que genera un mecanismo regulatorio principalmente por incremento del lumen. (B)
La angiogénesis es la formacién de nuevos capilares desde un vaso ya existente, conduciendo a un
reordenamiento de la estructura, (C) o por la formacién de vasos de novo a través del reclutamiento de
CMLV, lo que genera una regulacion de la resistencia por incremento del nimero de vasos. Imagen
reproducida de Heil et al.**

1.8. Efecto del ejercicio fisico en las ECV

Existen diversos estudios que evidencian los multiples beneficios que tiene la actividad
fisica en la salud y bienestar de las personas. La prdctica regular de actividad fisica es una
estrategia bastante establecida para prevenir el desarrollo y progresién de las ECV. Esto debido
a la reduccién de varios factores de riesgo ademas del sedentarismo como la hipertension, la
obesidad y la diabetes. Ademas, la practica regular de ejercicio mejora el funcionamiento del

sistema vascular, incrementando la distribucién de oxigeno a los tejidos y reduciendo la cantidad



de lipidos circulantes.?*2* Sin embargo, los efectos funcionales del ejercicio sobre la vasculatura

no se comprenden del todo y se estima que dependen de la intensidad y frecuencia de éste.?>

1.9. Ejercicio y remodelado vascular

Durante la realizacion de actividad fisica existe un aumento en la demanda energética
por la musculatura, generando un aumento del flujo de sangre a las extremidades. El incremento
considerable del “shear stress” sobre el endotelio por aumento del flujo, activa la respuesta
vasodilatadora.?® Tal como se describid en el tépico nimero 1.7, cuando este evento es sostenido
en el tiempo puede producir remodelado vascular.

A nivel celular, el remodelado vascular durante el ejercicio se genera por el proceso de
arteriogénesis, un proceso caracterizado por el cambio de fenotipo de las CMLV desde el estado
contractil al migratorio/proliferativo, y sintético. Como consecuencia, se incrementa el tamafio o
diametro de los vasos para regular la resistencia al flujo. Por otra parte, también se activa la
formacion de nuevos capilares sanguineos por angiogénesis; permitiendo una mayor perfusion e
irrigaciéon en la musculatura.??

En efecto, se ha descrito que el entrenamiento aerdbico incrementa en el tamano y
didmetro de las arterias de conductancia respecto a controles sedentarios.?’” A pesar de esto, los
deportistas siguen teniendo una mejor capacidad de vasodilatacion. Una de las hipdtesis es que
la funcidn endotelial de los deportistas logran una especie de normalidad debido al remodelado
vascular.?® Sin embargo, los efectos de este remodelado sobre la funcidn vascular adn requieren

mayor investigacion.

1.10. Ejercicio fisico y mioquinas

Las mioquinas son citoquinas o proteinas pequenas solubles, sintetizadas y liberadas por
células de la musculatura esquelética en respuesta al ejercicio fisico. Una vez secretadas pueden
ejercer su accidén de forma endocrina, paracrina y/o autocrina en diferentes érganos como el
higado, tejido adiposo, musculo esquelético, entre otros. De hecho, los beneficios que tiene el

ejercicio en nuestro organismo son en gran parte debido a la accién de las mioquinas.?®



Dentro de las mioquinas mds conocidas encontramos a la irisina, miostatina, folistatina,
decorina e interleuquina-6 (IL-6). IL-6 fue la primera mioquina en ser descubierta, ya que en el
afio 2000 se demostrd que el musculo esquelético produce grandes cantidades de IL-6 luego de

un ejercicio fisico prolongado.3°

1.11. Interleuquina-6

IL-6 es una citoquina de 21-26 kDa bastante conocida por su rol inmunoregulador en las
respuestas inmunes innata y adaptativa. Estd involucrada en el desarrollo, crecimiento, y
activacion de células del sistema inmune y en la ejecucién de la respuesta inflamatoria.3! En
estados iniciales de una infeccién o dafio tisular, IL-6 es producida rapidamente contribuyendo a
la estimulacidn de la respuesta de fase aguda a través de la sintesis de proteina C reactiva (PCR),
la activacién de proteinas del sistema del complemento y de la cascada de coagulacién. Ademas,
puede regular la termogénesis corporal actuando como pirégeno enddgeno, estimular el
crecimiento de precursores hematopoyéticos, y promover la diferenciacion y maduracién de
linfocitos Ty B.3?

Por otra parte, IL-6 también tiene efectos antiinflamatorios, ya que al comportarse como
mioquina vy liberarse durante el ejercicio, induce la secrecidon de citoquinas antiinflamatorias
como interleuquina-10 (IL-10) e IL-1ra (agonista del receptor de interleuquina-1), y disminuye la
secrecion de citoquinas proinflamatorias como interleuquina-1p (IL-1B) y el factor de necrosis
tumoral (TNF-a).33 Del mismo modo, IL-6 mejora el metabolismo de la glucosa, ya que aumenta
la captacion de glucosa periférica y produccion de glucosa hepatica durante el ejercicio, y actua
como un activador de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) en el musculo esquelético.3*

Este comportamiento dual de IL-6 puede ser explicado por su compleja sefializacion, que

involucra dos vias de transduccion conocidas como sefializacidn clasica y trans-sefializacion.

1.12. Seializacion de IL-6
La sefalizacion clasica de IL-6 comienza con la interaccién de esta proteina con dos
proteinas en la membrana plasmatica: el receptor de IL-6 (IL-6R) y la glicoproteina de membrana

gp130.% La primera interaccion se produce entre IL-6 y IL-6R, donde se forma un complejo de



alta afinidad pero que no puede transducir la sefial por si solo. Para que se active la sefializacidn,
el complejo IL-6/IL-6R se une a gp130, una proteina con expresion ubicua en todas las células, y
gue posee un dominio citoplasmatico de 277 aminoacidos con varios motivos fosforilables y de
andamiaje donde se puede transducir la sefial.3®

El complejo IL-6/IL-6R/gp130 activa a una tirosina quinasa no receptora, la quinasa Janus
(JAK), y fosforila a gp130 en los residuos de tirosina con motivos YXXQ. La fosforilacion de gp130
y la autofosforilacion de JAK, genera sitios de reclutamiento para otras proteinas con dominios
de unién SH2, como el factor de transcripcion STAT3, que es asociado al crecimiento vy
proliferacién celular. La proteina JAK fosforila a STAT3 induciendo su translocacion al nucleo y
activacion de la transcripcion génica de varias citoquinas como IL-1f3 e IL-8, y quimioquinas como
CCL2, CCL3, y CCL5, que estimulan la proliferacién y migracién celular (Figura 4).37:38

Por otra parte, en condiciones basales, la expresién de IL-6R estd restringida solo a
algunos tipos celulares como hepatocitos, macréfagos y algunos leucocitos, por lo que no todas
las células pueden responder al estimulo de IL-6.3¢ Sin embargo, existe una forma de ampliar el
espectro de células que responden a IL-6 a través de una trans-sefializacién. Esta via involucra la
unién de IL-6 a una versién soluble de IL-6R (sIL-6R), que se forma por un corte proteolitico por
desintegrasa y metaloproteinasa 17 (ADAM17) o puede generarse por corte y empalme
alternativo de su gen. Este receptor soluble se une a IL- 6 circulante, y forma un heterodimero
con gpl30 en la membrana, desencadenando la activacién de gp130. La activacién de la
sefializacién de IL-6 induce la expresidn de un regulador negativo de la via, SOCS. Esta proteina
puede actuar como una ubiquitina ligasa. Ademas, puede interactuar directamente con JAK y
bloquear su actividad catalitica.3® Por otra parte, la sefializacién también puede bloquearse a
través de la formacion de una version soluble de gp130, sgp130. La unién de sgp130 al complejo
IL-6/1L-6R desplaza o impide la interaccion con gp130 en la membrana deteniendo el inicio de la

sefializacion (Figura 4).%4°
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Figura 4. Seinalizacién de IL-6.

Existen dos vias de sefializacion de IL-6: la sefializacidn clasica y la trans-sefalizacion. En la sefializacion
clasica, IL-6 se une al receptor de membrana, IL-6R, promoviendo la proliferacion celular a través de la
activacion de la via MAPK. La trans-sefalizacion involucra la formacion de una versidn soluble del receptor,
sIL-6R, generada por el corte proteolitico, o corte y empalme alternativo de su mRNA. La regulacion
negativa de ambas vias es por medio de la activacién de SOCS1/2 (supresor de la sefializacion de citoquina

1y 2), y exclusivamente de la trans-sefializacién por la produccidon de una versién soluble de gp130,

sgp130. Imagen reproducida de Villar et al.**

Asi, dependiendo de la expresidon de IL-6R y del tipo celular, IL-6 presenta dos vias de
sefializacién por las cuales ejercer su accién. Sin embargo, los efectos diferenciales de estas vias

auln no estan descritos del todo.

1.13. Regulacion de los niveles de IL-6 durante el ejercicio
En condiciones normales, los niveles circulantes de IL-6 estdan en un rango de

concentracion que va entre 1 a 10 pg/mL, demostrando que el musculo en reposo tiene una baja
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expresion de 1L-6.%2 Durante el ejercicio, la sintesis y secrecién de IL-6 se produce en las fibras
musculares esqueléticas, incrementando los niveles hasta 100 veces sobre el nivel basal, y
disminuyendo rapidamente cuando este finaliza.**** Ejercicios intensos y prolongados como el
ciclismo o las corridas, que involucran el movimiento de varios musculos, son los que mas
incrementos producen.®

Por otra parte, slL-6R se encuentra en concentraciones de 30-70 ng/mL en el suero
humano.*®*” En la circulacién, debido a los altos niveles plasméticos de sIL-6R respecto a IL-6,
basalmente todo el IL-6 se une al receptor soluble y existe como complejo IL-6/sIL-6R,
incrementando la vida media de IL-6.*” Del mismo modo, se ha demostrado que el ejercicio fisico,
ademds de aumentar los niveles de IL-6, incrementa el sIL-6R y por ende el complejo IL-6/sIL-6R.#
Como consecuencia, los tejidos aumentan la sensibilidad a IL-6, ya que ahora podran activar la
trans-sefializacion.*!

Por otra parte, luego de un ejercicio prolongado, los niveles de IL-6 aumentan de forma
transitoria mientras que slL-6R incrementa persistentemente, lo que se relacionaria con la fatiga
en reposo y el estado de dnimo post actividad fisica.*® Este Gltimo antecedente sugiere que sIL-6R
puede tener una funcién independiente o diferente a la sefializacién clasica de IL-6.

Las acciones de la trans-sefializaciéon de IL-6 no son del todo claras. Sin embargo, en el
musculo esquelético el complejo IL-6/sIL-6R estimula el transporte de glucosa y aumenta la
fosforilacion de AMPK, un importante regulador del metabolismo celular activado por accién de

muchas mioquinas.*®

1.14. Regulacién del metabolismo via AMPK

AMPK es una Ser/Thr quinasa bastante conservada, considerada como el principal
regulador del metabolismo y estado redox en las células. Es capaz de integrar sefiales hormonales
y nutricionales manteniendo un correcto balance energético. Esta proteina es un complejo
heterotrimérico, formado por una subunidad catalitica a, una subunidad reguladora B que
contiene un dominio de unién a glicogeno, y una subunidad y con dominios cistationina-B-sintasa

de uniédn a AMP. Las tres subunidades son necesarias para su activacién. A su vez, en humanos
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cada subunidad es codificada en dos a tres genes distintos, existiendo 12 posibles combinaciones
de a, By y. 5051

Se le considera como un regulador energético pues AMPK puede sensar la razén
AMP/ATP en las células. De esta manera, puede activarse en condiciones que aumenten el
consumo de ATP como el ejercicio, la privacion de nutrientes, isquemia e hipoxia. Asi, aumentos
en la razon AMP/ATP permiten la unién de AMP a la subunidad y, generando un cambio
conformacional, exposicidon y autofosforilacion del dominio de activaciéon de la subunidad
catalitica a (Thrl72). De la misma forma, AMPK puede ser activada por quinasas como LKB1
(quinasa hepatica B1) y CaMKKp (quinasa de la quinasa activada por calcio y calmodulina B), las
que también fosforilan la Thr172 de la subunidad a.>?

Dentro de sus funciones mds destacadas se encuentra el favorecer el transporte de
glucosa a través del aumento de GLUT1 en la musculatura esquelética (efecto sensibilizador de
insulina), la biogénesis mitocondrial por el aumento de la proteina 1a coactivadora del receptor
activado por el proliferador de peroxisomas, PGC-1q, la inhibicidn de la lipogénesis y el aumento

de la B-oxidacidn de acidos grasos por inhibicién de acetil CoA carboxilasa, ACC.>3

1.15. Regulacién del metabolismo via IL-6

Varios estudios han establecido que el ejercicio induce un aumento en la actividad de
AMPK en higado, tejido adiposo y musculo esquelético.”*>> Ademas, se ha demostrado que IL-6
es un potente activador de AMPK en el musculo esquelético y tejido adiposo tanto in vitro como
in vivo, y como consecuencia, aumenta la sensibilidad a la insulina y captacién de glucosa por
parte de estos tejidos.*® Un tratamiento agudo de IL-6 en células musculares esqueléticas de rata
aumenta la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 en la membrana.>” Ademas, un
dominante negativo para AMPK anula los efectos de IL-6 sobre la captacién periférica de glucosa,
sugiriendo que la accidn de IL-6 sobre el metabolismo depende de la accion de AMPK.>”>8 Del
mismo modo, ratones C57 knockout para IL-6 presentan una menor activacién de AMPK y ACC
en el tejido adiposo y musculatura esquelética.>® Asi, una deficiencia genética de IL-6 es asociada

a una menor actividad de AMPK durante el ejercicio.
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1.16. Influencia de IL-6 en los fenotipos de las CMLV

Como describimos anteriormente, las CMLV pueden presentar varios fenotipos.
Normalmente, en un individuo sano predomina el fenotipo contractil, el cual permite que la
vasculatura pueda responder mediante contraccidn/relajacién a los cambios de flujo y presion
sanguinea. En enfermedades como la aterosclerosis las CMLV cambian a un fenotipo
desdiferenciado, caracterizado por un aumento de la migracién y proliferacién de las CMLV,
contribuyendo a la formacidn de la placa de ateroma.®06!

A modo general, los receptores para citoquinas o factores de crecimiento, como el
receptor de PDGF o IL-6R interactlan con integrinas, un tipo de receptor en contacto directo con
la matriz extracelular, iniciando la formacion de adhesiones focales, que son complejos proteicos
qgue dirigen la organizacidn y polimerizaciéon de filamentos de actina, y posterior migracion
celular. En cuanto a la sefializacidn, las integrinas son proteinas de transmembrana que sensan
las sefiales del medio y ejecutan sefiales intracelulares para el movimiento del citoesqueleto.®?
Para esto una quinasa de adhesiones focales FAK, fosforila a proteinas como paxilina localizadas
en puntos focales. Esta fosforilacion permite el desplazamiento de los filamentos de actina
retrayendo o impulsando el movimiento de las células, es decir, conectan de manera fisica la
matriz extracelular con el citoesqueleto de las células (estructuras protéticas que le otorgan
soporte a las células y los tejidos). Por ello, la fosforilacion de FAK en Tyr397 por tirosinas quinasas
induce su activacion y posterior formacién de adhesiones focales.®3 De esta forma, la fosforilacion
de FAK en este residuo, es un indicador de activacién de la enzima y se correlaciona con la
migracién celular.

En condiciones inflamatorias, se describid que la activacion de TLR-4 en las CMLV induce
la secrecion de IL-6 y migracion celular, y la utilizacion de un anticuerpo neutralizante para IL-6
anula los efectos migratorios.®* Otro trabajo muestra que en el contexto de la aterosclerosis, IL-6
estimula la migracién de las CMLV a través de la fosforilacién de FAK.®> De la misma forma, se
describié que IL-6 induce la migracién de las CMLV de manera dosis dependiente.®®

Sin embargo, no existen estudios que describan el efecto de la trans-sefializacidon en esta
activacion de la migracién celular. Sin duda, queda definir el contexto de activacidn y las vias de

sefializacién involucradas en esta respuesta migratoria de las CMLV.
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1.17. Resumen

Las CMLV son componentes esenciales de la pared vascular cuya funcién es regular el
diametro y la distensibilidad arterial. Su alta plasticidad les permite pasar de estados
diferenciados (donde predomina un fenotipo contractil) a estados desdiferenciados (donde
adquieren la capacidad de migrar y proliferar). Un aumento en el porcentaje de células con un
fenotipo desdiferenciado se ha implicado como un paso importante en la disfuncién vascular.

A su vez, el remodelado vascular puede ser producido por varios estimulos, algunos
patolégicos como la acumulacidn y oxidacidn de lipidos en la arteria; y otros fisioldgicos como la
practica regular de actividad fisica.

El ejercicio fisico promueve un tipo de remodelado vascular que se caracteriza por no
presentar fibrosis ni infiltracion de células inmunes, y es generado a través de la accién de
factores de crecimientos como el PDGF y VEGF, que incrementan la migracién y proliferacién de
las CMLV; y la angiogénesis.

Por otra parte, se ha demostrado que IL-6 es liberada durante el ejercicio fisico, donde
aparecen nuevas acciones como mioquina actuando en respuestas antiinflamatorias y regulando
el metabolismo energético a través de AMPK. Aln no estd clara la via de sefializacién involucrada
en sus acciones como mioquina. Sin embargo, una versién soluble del receptor (sIL-6R) también
aumenta durante el ejercicio fisico, ampliando el espectro de células capaces de responder a IL-6,
incluidas las CMLV. A pesar de esta informacion, hasta la fecha son pocos los trabajos que
describen los efectos de la trans-sefializacion de IL-6, y son aun menos los que estudian sus
efectos sobre los fenotipos de las CMLV y el remodelado vascular inducido por ejercicio.

En el presente trabajo, nos propusimos determinar los efectos de la trans-sefializacion
en los fenotipos de las CMLV, con el objetivo de explorar el mecanismo por el cual los atletas
presentan un remodelado diferente al patoldgico. Ademas, también incluimos evaluar los efectos
de la trans-sefializacion en el metabolismo energético a través de la activacion de AMPK, con el

fin de atribuir los efectos benéficos del ejercicio a la liberacion de sIL-6R.
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2. HIPOTESIS

El receptor soluble de interleuquina-6 (sIL-6R) previene la disminucidon de las proteinas
contractiles, el incremento de la sintesis de coldgeno, y la migracién y proliferacién de las
células musculares lisas vasculares (CMLV) inducidas por interleuquina-6 (IL-6), a través de un

mecanismo dependiente de la activacion de la quinasa activada por AMP (AMPK).

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de sIL-6R sobre los niveles de proteinas contractiles, sintesis de coldgeno,

migracion y proliferacién, y la activacién de AMPK inducido por IL-6 en las CMLV A7r5.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de IL-6 en los niveles de proteinas contractiles calponina, SM22 y a-SMA,
sintesis de colageno |, migracion y proliferacién de las CMLV A7r5.

2. Evaluar el efecto de sIL-6R en la en los niveles de proteinas contréctiles calponina, SM22
y a-SMA, sintesis de colageno |, migracién y proliferacién de las CMLV A7r5 inducidas por
IL-6.

3. Evaluar el papel de AMPK en los efectos de sIL-6R en las CMLV A7r5.

16



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo celular

Se utilizo la linea celular de musculo liso vascular A7r5, obtenida de la arteria aorta de
embriones de rata (CRL-1444, ATCC, EEUU). Las células se cultivaron en un medio de cultivo
Dulbecco Eagle Modificado rico en glucosa suplementado con NaHCOs; (1,2 ug/L), suero fetal
bovino inactivado por calor (SFB; 10%) y piruvato (110 g/mL), a 37°C en una atmosfera
humedecida con 5% de CO; en aire. Las células se obtuvieron a un 80% de confluencia soltandolas
con una solucidn de tripsina (0,3%) en una solucidn buffer fosfato con EDTA 0,025% libre de Ca®*-
Mg?*. Los experimentos se realizaron entre los pasajes 3 al 8 (Tesis pregrado Ignacio

Norambuena, 2015).

5.2. Preparacion de extractos de proteinas totales

Las células se sembraron y cultivaron hasta alcanzar una confluencia del 80-90% y se le
cambio el medio a uno suplementado con 2% SFB. Una vez finalizado los diferentes estimulos, se
lavaron tres veces con solucidon de amortiguador fosfato salino PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM;
Naz;HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,4) fria y luego se lisaron con 50 pL de amortiguador de lisis
RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; acido deoxicolico 1% [v/v]; tritén X-100
1% [v/v]) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). El homogenizado se
centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C. Se determind la concentracidn de proteinas en el
sobrenadante a través del método de Bradford (BioRad protein assay, BioRad, Hercules, CA,
EEUU). Por ultimo, se desnaturalizé el extracto a 1002C por 5 min en amortiguador SDS-PAGE 4x
(Tris-HCI 25 mM pH 7,5; glicerol 32% [v/v]; 2-mercaptoetanol 20% [v/v]; SDS 9,2% [p/v]; azul de

bromofenol 0,02% [p/v]). Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.%”- 192

5.3. Niveles proteicos por western blot
La separacion de las proteinas se realizd6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS de 8-15% dependiendo de la proteina a analizar. En todos los casos, se

cargaron alrededor de 30 pg de extracto proteico total. Una vez realizada la electroforesis, las
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proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, las
membranas se incubaron con solucién de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente y, luego,
se incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios de la tabla 1. Luego, las membranas se
lavaron 4 veces por 10 min en TBS 1x-Tween-20al 0,1% y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo o de ratdn. Para la deteccidn, las
membranas se incubaron durante 1 min en la solucién quimioluminiscente para Western blot
EZ-ECL. Para revelar y digitalizar las imagenes se utilizé el equipo Syngene, y finalmente las
imagenes se procesaron mediante el programa UN-SCAN-IT gel. Los datos densitométricos se
normalizaron respecto al control de carga GAPDH o B-tubulina. Las proteinas fosforiladas se
normalizaron con respecto a la proteina total, obteniendo una razén de la proteina

fosforilada/proteina total.®”

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados.

Proteina Peso Molecular (kDa) Fuente Dilucién Caédigo
Coldgeno altipo 1 220 Conejo 1:1000 CST #84336
FAK 125 Raton 1:1000 SC-1688
p-FAK 125 Conejo 1:1000 CST #8556
gpl30 102 Conejo 1:1000 Ab202850
PGC-1a 91 Conejo 1:1000 NBP1-04676
B-tubulina 55 Ratén 1:5000 Sigma T-0198
AMPK 62 Ratén 1:1000 Ab80039
p-AMPK 62 Conejo 1:1000 Ab133448
a-SMA 42 Ratén 1:1000 Ab7817
Calponina 34 Conejo 1:1000 Ab46794
GAPDH 37 Conejo 1:5000 Sigma G-9545
SM22 22 Conejo 1:1000 Ab14106
Ciclina D1 34 Conejo 1:1000 Ab134175
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5.4. Migracion por ensayo de herida

A una placa de 60 mm en confluencia maxima se le realizdé una “herida” con la ayuda de
una punta de micropipeta. Las células se cultivaron en un medio de cultivo suplementado con
bromo deoxiuridina 100 uM para inhibir la proliferacion celular. Luego, de realizar la
estimulacién, se realizé la captura de imagenes de manera periddica durante 0, 24 y 48 h, para
finalmente comparar las imagenes y determinar el porcentaje de cierre de herida respecto a los
controles. El andlisis del % de cierre de herida se calculé 100-((area de herida a las 24 0 48 h/éarea

de herida a las 0 h)*100).%8

5.5. Ensayo de transwell

Para realizar este ensayo se utilizaron las cdmaras de Boyden de 8 um de poro en placas
de 24 pocillos (BD Biosciences). Se cultivaron 5.000 células en 100 uL de medio con 2% de SFB en
la cdmara superior y se colocé 550 pL de medio con 2% de SFB en la cdmara inferior. Se colocd el
estimulo en los dos compartimentos. Después de una incubacidon de 24 h, se removieron las
células de la parte superior con un hisopo de algoddn. Las células que migraron hacia la camara
inferior se fijaron durante 1 h con cristal de violeta y tras cuatro lavados con agua se cuantifico
el numero de células migradas mediante observacién en el microscopio. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de células estimuladas que migraron respecto a las células que

migraron en la condicion control.®’

5.6. Ensayo MTT

La actividad reductasa MTT se determind en células sembradas en una placa de 96
pocillos con una densidad de 25.000 células/pocillo. El medio de cultivo se retird tras el estimulo
y se reemplazé por 100 pL de reactivo MTT en concentracion 0,25 mg/mL en medio de cultivo sin
suplementar. Las placas se incubaron durante 4 h en condiciones estandar de cultivo y
posteriormente se descarté el sobrenadante y se adiciond 100 pL de DMSO para disolver el

formazan. La absorbancia se midié a 560 nm en un espectrofotémetro.%8
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5.7. Andlisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como figuras
representativas o como promedios + error estandar de la media (EEM) de al menos tres
experimentos independientes. Los datos con n<5 se analizaron por una prueba no paramétrica
Kruskal Wallis, seguido de un post test de Dunn. En los experimentos con n<5 en los que se
compararon dos condiciones, se utilizd una prueba no paramétrica Mann Whitney. En los
ensayos de migracion celular se realizé una prueba previa de normalidad Shapiro Wilk, y
posteriormente se analizaron los datos por un ANOVA de una via seguido de una prueba de
multiples comparaciones Holm Sidak. En todos los casos, se consideré un *p<0,05 como

estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Determinacion de la presencia de gp130 en CMLV A7r5

Como describimos en Ila introducciéon tanto la seializacién clasica como la
trans-sefializacién necesitan la presencia de gp130 en las células para activar su sefalizacidn.
Publicaciones previas han descrito que la expresién de gp130 es bastante conservada en la
mayoria de las células.®® En este sentido y con el fin de caracterizar nuestro modelo se
determinaron los niveles de expresién del co-receptor gpl130 por western blot luego de la
estimulacién de las células A7r5 con sIL-6R o PDGF-BB por 48 h. El resultado es mostrado en la

figura 5 donde no se observaron cambios en los niveles de gp130 luego de los tratamientos.
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Figura 5. Niveles proteicos de gp130 en las CMLV A7r5.

Células A7r5 se trataron con sIL-6R (200 ng/mL) y PDGF-BB (20 ng/mL) por 48 h. Los niveles proteicos de
gp130 se evaluaron por western blot. Los valores se normalizaron con el control de carga B-tubulina (n=5).
Los datos son el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica Kruskal Wallis,

seguido por una prueba de multiples comparaciones Dunn. Sin cambios significativos.

6.2. Estudio del efecto de IL-6 y sL-6R sobre el fenotipo de las CMLV A7r5
A pesar de que publicaciones previas han descrito que las CMLV expresan bajos niveles

de IL-6R,”° algunos resultados describen que la estimulacién de las CMLV con IL-6 induce la
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migracion y proliferacion celular de las CMLV.”>72 De esta manera, los niveles existentes de IL-6R
podrian ser suficientes para responder a la sefalizacién clasica de IL-6. Ademas, un trabajo
recientemente publicado describe que las CMLV derivadas de rata expresan niveles

considerables de IL-6R.73

6.2.1. Efecto de IL-6 y sIL-6 sobre la migracion de CMLV A7r5

La desregulacion de la capacidad migratoria en las CMLV es una caracteristica
importante en el remodelado vascular patolégico asociado a la formacion de la placa de
ateroma.’* Debido a esta capacidad migratoria, las células de la tinica media son capaces de
desplazase hacia la tunica intima para la formacion de la placa de ateroma. En este sentido, un
aumento en la capacidad migratoria de las CMLV también podria ser un mecanismo relevante en
el remodelado vascular observado en atletas.*

Con el objetivo de explorar este mecanismo, utilizamos el modelo in vitro de células
A7r5, donde se evalud la migracién de las CMLV luego del tratamiento con IL-6 y PDGF-BB a través
del ensayo de cierre de herida (Figura 6A) o por ensayo de transwell usando una camara de
Boyden (Figura 6B). Tal como se describié en estudios previos, el tratamiento con IL-6 indujo la
migracion de las CMLV. Sin embargo, la migracién inducida por IL-6 fue de menor intensidad que

aquella inducida por el estimulo positivo de migracion, PDGF-BB (Figuras 6A-B).
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Figura 6. Efecto de IL-6 y PDGF-BB en la migracion de las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de IL-6 0 20 ng/mL de PDGF-BB, y la migracion celular se evalud
mediante (A) ensayo de cierre de herida o (B) ensayo de Transwell usando una cdmara de Boyden. El cierre
de la herida (%) se determind después de 24 h y las células migradas por campo en la cdmara Transwell
se evalud después de 4 h usando el software ImagelJ (n=5). Los datos representan la media + SEM, donde
previamente se realizé una prueba de normalidad Shapiro Wilk. Posteriormente los datos fueron
analizados por un ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples Holm Sidak.
*p<0,05, ****p<0,0001 vs control; #p<0,01 vs IL 6.

Para determinar si este mismo efecto se observaba cuando se activa la
trans-sefalizacion de IL-6, las células A7r5 se trataron simultdneamente con IL-6 y sIL-6R.

Inesperadamente, el tratamiento con sIL-6R inhibié la migracién inducida por IL-6 (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de IL-6 y sIL-6R en la migracién de las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de IL-6, 200 ng/mL de sIL-6R, 0 200 ng/mL de IL-6 + 200 ng/mL
de sIL-6R, y la migracién celular se evalué mediante ensayo de cierre de herida. El cierre de la herida (%)
se determind después de 48 h (n=5). El panel superior muestra imagenes representativas y el panel
inferior muestra la cuantificacion. Los datos representan la media £ SEM, donde previamente se realizd
una prueba de normalidad Shapiro Wilk. Posteriormente los datos fueron analizados por un ANOVA de
una via seguida de la prueba de comparaciones multiples Holm Sidak. *p<0,05 vs control; #p<0,01 vs IL-6.

Como una manera de explorar si este efecto era especifico para IL-6, o bien era un
mecanismo de inhibicidon para cualquier inductor de la migracidon de las CMLV A7r5, se
procedio a evaluar el efecto que tendria sIL-6R sobre la migracion inducida por PDGF-BB. Asi,
el tratamiento con sIL-6R inhibié la migracién de las CMLV A7r5 inducida por PDGF-BB a las 24
h (Figura 8A) y a las 48 h (Figura 8B).
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Figura 8. Efecto de PDGF-BB y sIL-6R en la migracion de las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB, 200 ng/mL de sIL-6R, 0 20 ng/mL de PDGF-BB + 200
ng/mLde sIL-6R, y la migracion celular se evalué mediante ensayo de cierre de herida. El cierre de la herida
(%) se determind después de (A) 24 h y (B) 48 h (n=5). Los paneles superiores muestran imagenes
representativas y los paneles inferiores muestran las cuantificaciones. Los datos representan la media
SEM, donde previamente se realizé una prueba de normalidad Shapiro Wilk. Posteriormente los datos
fueron analizados por un ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples Holm Sidak.
*p<0,05; ***p<0,001 vs control; #p<0,05; #p<0,01 vs IL-6.

Debido a que sIL-6R es capaz de inhibir la migracién de las CMLV A7r5 inducida tanto
por IL-6 como por PDGF-BB, se puede sugerir que IL-6 y PDGF-BB comparten los mismos
mecanismos en la induccidn de la migraciéon. Como una forma de explorar esta posibilidad se
ensayo los efectos de la coincubacion de IL-6 y PDGF-BB sobre la migracién de las CMLV A7r5.
Los resultados muestran que la coincubacidn de IL-6 con PDGF-BB no incrementd la migracién
de las CMLV A7r5 respecto a PDFG-BB (Figura 9). Ademas, sIL-6R inhibié en la misma magnitud
tanto la migracion de las CMLV A7r5 inducida por PDGF-BB como aquella inducida por la
mezcla IL-6 + PDGF-BB (Figura 9). Estos resultados sugieren que PDGF-BB y IL-6 utilizan

mecanismos similares para inducir la migracién de las CMLV.
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Figura 9. Efecto del cotratamiento de IL-6 con PDGF-BB y sIL-6R en la migracién de las CMLV A7r5.
Las CMLV A7r5 se trataron con 20 mg/mL de PDGF-BB, 20 mg/mL de PDGF-BB + 200 ng/mL de IL-6, 20
mg/mL de PDGF-BB + 200 ng/mL de sIL-6R, y 20 mg/mL de PDGF-BB + 200 ng/mL de IL-6 + 200 ng/mL
de sIL-6R por 48 h. La migracion se evalud por ensayo de cierre de herida (n=6). La imagen muestra el
% de cierre de herida, y los datos representan la media + SEM, donde previamente se realizé una
prueba de normalidad Shapiro Wilk. Posteriormente los datos fueron analizados por un ANOVA de una
via seguida de la prueba de comparaciones multiples Holm Sidak. *p<0,05 versus PDGF-BB.

Para profundizar en el conocimiento del mecanismo de accién de sIL-6R sobre la
migracion, se determinaron los niveles de fosforilacién de la proteina kinasa de adhesiones
focales (FAK) cuya fosforilacidn en el residuo de tirosina Tyr397 es un conocido indicador de
la activacién de la migracidn celular. Su mecanismo de accidn consiste generar sitios de
reclutamiento para las proteinas que forman el complejo de adhesiones focales. Este evento
es un paso inicial y clave para la direccidn del movimiento celular, dandole curso al proceso a
través de la formacion de puntos focales de agrupaciones de proteinas (complejos proteicos).
Posteriormente, se produce un movimiento de retraccidn que permite la migracién de las
células por propulsién y arrastre.53

Para determinar si sIL-6R tenia un efecto en la formacién de adhesiones focales a
través de la activacion de FAK, se realizd una curva dosis respuesta con diferentes
concentraciones de sIL-6R (50, 100, 150 y 200 ng/mL). Luego del tratamiento, se determinaron

los niveles de FAK fosforilada en Tyr397 por Western blot. Los resultados mostraron que desde
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la concentracidn mas baja de sIL-6R, se observaba una disminucidn significativa en los niveles
de fosforilaciéon de FAK. Esta disminucién se mantenia al aumentar la dosis de sIL-6R (Figura

10).

p-FAK = 125 kDa
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Figura 10. Efecto de slIL-6R sobre la fosforilacion de FAK en CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con sIL-6R a 50, 100, 150 y 200 ng/mL por 1 h. La fosforilacion de la quinasa de
adhesiones focales en Tyr397 (p-FAK) y los niveles de FAK total se evaluaron por Western blot (n=5). Se
utilizé GAPDH como control de carga. El panel superior muestra la imagen representativa y el panel
inferior muestra la cuantificacion de p-FAK normalizados por los niveles de FAK total. Los datos son el
promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica Kruskal Wallis, seguido por un post
test de Dunn de multiples comparaciones. *p<0,05; **p<0,01 vs control.

A partir de este resultado, nos propusimos averiguar si este efecto en la fosforilacion
de FAK podia ser el responsable de inhibir la migracion de las CMLV A7r5 inducida por
PDGF-BB. Para ello, se trataron las células con PDGF-BB por 1 h, y posteriormente se
determind la fosforilacién de FAK por western blot. Los resultados mostraron que la adicién
de slIL-6R en las células desdiferenciadas con PDGF-BB, disminuyd la fosforilaciéon de FAK en

comparacién con la condicién control con PDGF-BB (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de sIL-6R sobre la fosforilaciéon de FAK inducida por PDGF-BB.

Las CMLV A7r5 se trataron con 20 ng/mL PDGF-BB y 20 ng/mL PDGF-BB + 200 ng/mL de sIL-6R por 1 h. La
fosforilacion de la quinasa de adhesiones focales en Tyr397 (p-FAK) y los niveles de FAK total se evaluaron
por Western blot (n=4). Se utiliz6 GAPDH como control de carga. El panel superior muestra la imagen
representativa y el panel inferior muestra la cuantificacién de p-FAK normalizados por los niveles de FAK
total. Los datos son el promedio = SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica Mann-Whitney.
*p<0,05 vs PDGF-BB.

Los resultados obtenidos permiten sugerir que la accién inhibitoria de sIL-6R sobre la

migracién de las células A7r5 involucra la disminucién de la fosforilacidn de FAK.

6.2.2. Efecto de IL-6 y sIL-6 sobre las proteinas contractiles en CMLV A7r5

Otro de los cambios relevantes en la desdiferenciacion de las VSMC es la disminucién en
el contenido de las proteinas contractiles.’® Para evaluar el efecto de IL-6 sobre este parametro,
se trataron las células A7r5 con IL-6 y/o sIL-6R.

El tratamiento de las CMLV A7r5 con IL-6 por 24 h no cambid los niveles de las proteinas
contractiles a-SMA (Figura 12A) y calponina (Figura 12B). Como control positivo de este
experimento, se utilizé6 PDGF-BB, un muy conocido inductor de desdiferenciacion de las CMLV.”>

PDGF-BB indujo una disminucion de los niveles proteicos de a-SMA y calponina (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de IL-6 sobre los niveles de proteinas contractiles en las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de IL-6 0 20 ng/mL de PDGF-BB durante 24 h. Los niveles de (A)
a-actina de musculo liso (a-SMA) y (B) calponina se determinaron mediante Western blot (n=5). Se utilizd
B-tubulina como control de carga. Los paneles superiores son imagenes representativas. Los paneles
inferiores son las cuantificaciones. Los datos son el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba
no paramétrica Kruskal Wallis, seguido por un post test de Dunn de multiples comparaciones. *p <0,05;

**p<0,01 vs control.

Para evaluar la trans-sefializacién, se procedié a incubar las células A7r5 con IL-6 +
sIL-6R. El cotratamiento con IL-6 + sIL-6R tampoco indujo cambios en los niveles de a-SMA (Figura

13A), SM22 (Figura 13B) y calponina (Figura 13C).
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Figura 13. Efecto de IL-6 y sIL-6R sobre los niveles de proteinas contractiles en las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de IL-6, 200 ng/mL de sIL-6R o 200 ng/mL de IL-6 + 300 ng/mL
de sIL-6R durante 24 h. Los niveles de (A) a actina del musculo liso (a-SMA), (B) calponina, y (C) SM22 se
determinaron mediante Western blot. Se utiliz6 GAPDH y B-tubulina como control de carga. Los paneles
superiores son imdagenes representativas. Los paneles inferiores son las cuantificaciones (n=4). Los datos
son el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica Kruskal Wallis, seguido por un
post test de Dunn de multiples comparaciones. No se observaron diferencias significativas.

Posteriormente, se realizd un ensayo similar, pero exponiendo las células A7r5 a 48 h de
tratamiento. En este tiempo el complejo IL-6/sIL-6R tampoco redujo los niveles de a-SMA, como
si lo hizo PDGF-BB (Figura 14A). Ademas, sIL-6R no tuvo ningun efecto sobre la disminucién de

a-SMA inducida por PDGF-BB (Figura 14B).

30



A B
42 kDa a-SMA " S e e 42 kDa

a-SMA
B-tubulina 55 kDa B-tubulina seling
5 T 2 T
g "0 T 3 1.0
£ 22
g % L 2= 0.5- 1 T
° g

|(z% ! + -:- ! 0.0 T T T

LeR - - o+ - PDGF-BB - - + 4

PDGFBB - - - sILl.6R - + -

Figura 14. Efecto de IL-6, sIL-6R y PDGF-BB sobre los niveles de a-SMA en las CMLV A7r5 a las 48 h.

(A) Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de IL-6, 200 ng/mL de IL-6 + 200 ng/mL de sIL-6R, 0 20 ng/mL
de PDGF-BB durante 48 h. (B) Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de sIL-6R, 20 ng/mL de PDGF-BB,
0 20 ng/mL de PDGF-BB + 200 ng/mL de sIL-6R durante 48 h. Los niveles de a actina del musculo liso (a-
SMA) se determinaron mediante Western blot. Se utilizé B-tubulina como control de carga. Los paneles
superiores son imagenes representativas. Los paneles inferiores son las cuantificaciones (n=6). Los datos
son el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica Kruskal Wallis, seguido por un

post test de Dunn de multiples comparaciones. *p<0,05 vs control.

De esta forma, a partir de estos resultados se puede inferir que tanto la sefializacion

clasica, como la trans-sefializacién de IL-6 no modifican los niveles de las proteinas contractiles

a-SMA, calponina, y SM22 en las CMLV A7r5.

6.2.3. Efecto de IL-6 y sIL-6 sobre los niveles de colageno | en CMLV A7r5

Otro de los fenotipos presentes en el remodelado vascular es el fenotipo sintético,
caracterizado por un incremento del tamafio del aparato de Golgi, que finalmente permite un

aumento en la expresién de proteinas de la matriz extracelular como el colageno y los
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proteoglicanos. Como consecuencia, la pared vascular se vuelve mas rigida y fibrética, alterando
la capacidad funcional de las CMLV.®
Los resultados muestran que el tratamiento con IL-6 y/o sIL-6R por 48 h, no modifico los

niveles proteicos de coldgeno | (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de IL-6 y sIL-6R en el contenido de colageno | en las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de IL-6, y 200 ng/mL de IL-6 + 200 ng/mL de sIL-6R durante 48
h. Los niveles de coldgeno | se determinaron mediante Western blot. Se utilizdé B-tubulina como control
de carga (n=4). Los datos son el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica
Kruskal Wallis, seguido por un post test de Dunn de mdultiples comparaciones. No se observaron
diferencias significativas.

Como mencionamos anteriormente, el PDGF-BB es un estimulo desdiferenciador para las
CMLV.7® En este contexto, probamos si sIL-6R a concentraciones similares a las liberadas durante
el ejercicio fisico tenia un efecto diferencial sobre las células, y era capaz de revertir la
desdiferenciaciéon inducida por PDGF-BB. Sin embargo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de PDGF-BB y sIL-6R en el contenido de colageno | en las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB, y 20 ng/mL de PDGF-BB + 200 ng/mL de sIL-6R
durante 48 h. Los niveles de colageno | se determinaron mediante Western blot. Se utilizo GAPDH como
control de carga (n=3). Los datos son el promedio * SEM y se analizaron usando una prueba no
paramétrica Mann-Whitney. No se observaron diferencias significativas.

Estos resultados permiten indicar que IL-6, tanto a través de la sefializacién clasica como
la trans-sefializacidn, no modifica el contenido de colageno |, sugiriendo que IL-6 no modifica el
fenotipo secretor de las CMLV A7r5. Sin embargo, se necesitan mas replicas experimentales para

estar seguros de esta afirmacion.

6.2.4. Efecto de IL-6 y sIL-6 sobre la proliferacion de CMLV A7r5
La proliferacion de las CMLV también es otro de los fendmenos relevantes en el
remodelado vascular asociado con patologias, particularmente en la formacién de la placa de
ateroma.”’
Los resultados muestran que el tratamiento con IL-6 no indujo proliferacién de las CMLV
A7r5, medido a través de la determinacién de los niveles de ciclina D1 (Figura 17A), o a través del

ensayo de MTT, que da cuenta de la cantidad de células vivas y enzimaticamente activas (Figura
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17B). Los mismos resultados se reprodujeron cuando las células A7r5 se trataron con el complejo

IL-6/sIL-6R (Figuras 16A-B).
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Figura 17. Efecto de IL-6 y sIL-6R en la proliferacion de las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de IL-6, 200 ng/mL de sIL-6R o 200 ng/mL de IL-6 + 200 ng/mL
de sIL-6R durante 24 h. (A) Los niveles de ciclina D1 se determinaron mediante Western blot. Se utilizo B-
tubulina como control de carga. El panel superior es una imagen representativa. El panel inferior es la
cuantificacion (n=4). (B) Ensayo de MTT para evaluar nimero de células metabdlicamente activas (n=4).
Los datos son el promedio * SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica Kruskal Wallis,
seguido por un post test de Dunn de multiples comparaciones. No se observaron diferencias significativas.

Estos resultados sugieren que IL-6, tanto por la via sefializacidon clasica como la
trans-sefializacién, no produjo cambios en los niveles de ciclina D1, ni en la actividad enzimatica

de las CLMV A7r5.

6.3. Estudio del efecto de sL-6R sobre la activacion de AMPK en las CMLV A7r5
Uno de los mecanismos conocidos por el cual el ejercicio fisico tiene efectos positivos
en el metabolismo celular, es a través de la activacién de AMPK, cuyas acciones son atribuidas

a los efectos de varias mioquinas.”® Ademds, se ha descrito que el ejercicio induce también un
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incremento en los niveles plasmaticos de slIL-6R,*! sugiriendo que este receptor soluble

también podria estar actuando como una mioquina, afectando el metabolismo de las CMLV.

6.3.1. Efecto de sIL-6R sobre la fosforilacion de AMPK en CMLV A7r5

Con el objetivo de determinar si el sIL-6R tiene efectos en la activacion de AMPK en
las CMLV, se procedid a evaluar la fosforilacién en Thrl72, un conocido marcador de
activacion. Al realizar una curva dosis respuesta se observé que, a 1 h de tratamiento, sIL-6R
indujo la fosforilacion de AMPK a partir de los 100 mg/mL (Figura 18). Esta fosforilacién fue

equivalente a la inducida por 2 mM AICAR (Figura 18), un conocido activador de AMPK.”®

p-AMPK ——— — 62 kDa

AMPK — B GRS GRS TR - 62 kDa

GAPDH 34 kDa

p-AMPK/AMPK
(veces)

1 1
0 50 100 150 200 AICAR
sIL-6R (ng/mL)

Figura 18. Efecto de sIL-6R en la fosforilacion de AMPK en las CMLV.

Las CMLV A7r5 se trataron con sIL-6R a 50, 100, 150 y 200 ng/mL por 1 h. Como control positivo de
fosforilacion de AMPK se utilizé AICAR 2 mM. Los niveles de AMPK fosforilado en Thr172 y AMPK total se
determinaron por Western blot. Se utilizé GAPDH como control de carga (n=5). El panel superior muestra
la imagen representativa y el panel inferior muestra la cuantificacion de p-AMPK normalizados por los
niveles de AMPK total. Los datos son el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica
Kruskal Wallis, seguido por un post test de Dunn de multiples comparaciones. *p<0,05 vs control.
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Ademas, con el objeto de determinar si la desdiferenciacion de las CMLV A7r5
afectaba la activaciéon de AMPK por sIL-6R, se evalud la fosforilacion de AMPK inducida por
sIL-6R luego de adicionar PDGF-BB. Los resultados mostraron que la adicién de sIL-6R siguid
incrementando los niveles de fosforilacion de AMPK, incluso en células desdiferenciadas por

PDGF-BB (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de sIL-6R en la fosforilacion de AMPK en las CMLV desdiferenciadas con PDGF-BB.

Las CMLV A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB y con 20 ng/mL de PDGF-BB + 200 ng/mL de sIL-6R
por 1 h. Los niveles de AMPK fosforilado en Thr172 y AMPK total se determinaron por Western blot. Se
utilizé GAPDH como control de carga (n=4). El panel superior muestra la imagen representativa y el panel
inferior muestra la cuantificacion de p-AMPK normalizados por los niveles de AMPK total. Los datos son
el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica Mann-Whitney. *p<0,05 vs
PDGF-BB.

Para determinar si este efecto sobre la fosforilacién de AMPK tenia alguna influencia en
la actividad de la enzima, se determinaron los niveles proteicos de un blanco rio abajo de AMPK,
la proteina PGC-1a. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles proteicos de este

activador a las 48 h post tratamiento (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de sIL-6R en los niveles de PGC-1a en las CMLV A7r5.

Las CMLV A7r5 se trataron con 200 ng/mL de sIL-6R, 200 ng/mL de IL-6, y 200 ng/mL IL-6 + 200 ng/mL de
sIL-6R por 48 h. Los niveles de PGC-1a se evaluaron por Western blot (n=4). Como control de carga se
midieron los niveles de B-tubulina. El panel superior es una imagen representativa. El panel inferior es la
cuantificacién. Los datos son el promedio + SEM y se analizaron usando una prueba no paramétrica
Kruskal Wallis, seguido por un post test de Dunn de multiples comparaciones. No se observaron

diferencias significativas.

Estos resultados sugieren que el sIL-6R es capaz de activar AMPK en las CMLV A7r5,
independiente de su grado de desdiferenciacion. Sin embargo, queda aun por demostrar que la

activacion de AMPK tiene efectos metabdlicos sobre las células CMLV.

6.3.2. Rol de AMPK en la inhibicion de la migracion de las CMLV A7r5 dependiente de sIL-6R
Por ultimo, se determind si los efectos del sIL-6R sobre la migracion eran dependientes
de AMPK. Para esto se evalud la migracion celular en presencia del inhibidor farmacolégico de
AMPK, el compuesto C (CC), a través del ensayo de herida a las 48 h.
Los resultados mostraron que la adicién de CC no afectd la migracion de las células. Sin

embargo, cuando las células presentaban un fenotipo desdiferenciado por PDGF-BB, y donde
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existia un aumento de la migracién previo, tanto el sIL-6R como el CC fueron capaces de inhibir

la migracién inducida por PDGF-BB (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la inhibicion de AMPK en la migracion de las CMLV.

Las CMLV A7r5 se trataron con 20 ng/mL de PDGF-BB, 200 ng/mL de sIL-6R, 20 ng/mL de PDGF-BB + 10
UM de compuesto C (CC), 20 ng/mL de PDGF-BB + 200 ng/mL de sIL-6R, y 10 uM de CC por 48 h. La
migracion se evalud por ensayo de cierre de herida (n=5). Los datos son el promedio + SEM y se analizaron
usando una prueba no paramétrica Kruskal Wallis, seguido por un post test de Dunn de multiples

comparaciones. *p<0,05 vs control.

Estos resultados muestran que la inhibicién farmacoldégica de AMPK disminuye la
migracion de las células A7r5 inducida por PDGF-BB de una manera similar al sIL-6R. Sin embargo,
en resultados anteriores mostramos que a la misma concentracién de slIL-6R existe un aumento
en la fosforilacion de AMPK. Esto sugiere que el efecto inhibidor de la migracién de sIL-6R podria

ocurrir rio abajo de AMPK.
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7. DISCUSION

IL-6 es una proteina cuyas acciones como citoquina han sido bastante estudiadas, ya que
puede activar las respuestas inmunes innatas y adaptativas en el organismo. Sin embargo, en el
afilo 2000 un trabajo publicado por Pedersen B. describié que esta citoquina podia liberarse
durante la actividad fisica.®2% En un inicio este incremento se asoci6 a efectos inflamatorios del
ejercicio implicados en el desgaste o dafio muscular.8! No obstante, a medida que se fueron
probando sus efectos se encontraron diversas funciones sobre el metabolismo, al igual que
muchas mioquinas liberadas durante el ejercicio. Entre las acciones, se describid por ejemplo la
regulacién del metabolismo energético a través de la induccidén de la lipolisis y oxidacion de
acidos grasos en el musculo esquelético.??83 Ademas, se ha demostrado que los incrementos de
IL-6 durante el ejercicio estimulan la produccién de GLP-1 induciendo la secrecidn de insulina, y
reduciendo la ingesta y el peso corporal en modelos de animales.?

En este sentido, IL-6 aparecié como una proteina con un comportamiento dual, teniendo
diferentes respuestas dependiendo del contexto o el ambiente en que se encuentre. Ahora bien,
¢Como podemos explicar estas diferencias? Algunas de las explicaciones plantean que los efectos
diferenciales entre las acciones de las citoquinas se deben a los cambios en su sintesis y
degradacién; o a las dosis y concentraciones efectivas interpretadas como constantes de afinidad
y unién a sus receptores.

Los fenotipos de las CMLV son muy importantes en la prediccion y determinacion del
estado del remodelado en la arteria. Bajo condiciones patolégicas las CMLV pueden pasar del
fenotipo contractil, caracterizado por una expresién especifica de proteinas contractiles, a un
fenotipo proliferativo, migratorio y sintético, caracterizado por ser altamente inflamatorio y
fibrotico.?® Actualmente existen trabajos que describen que IL-6 induce el mismo cambio
fenotipico descrito en patologias como la aterosclerosis, aumentando la proliferacién y migracion
de las CMLV; y aumentando la expresién de marcadores sintéticos como el colageno.®>718> En
este sentido, y bajo el contexto inflamatorio asociado a la aterosclerosis, IL-6 promoveria el
remodelado vascular por cambios de fenotipos en las CMLV.

En condiciones fisiolégicas como el ejercicio fisico también se elevan los niveles de IL-6.

Sin embargo, se desconoce si se obtienen los mismos resultados sobre la vasculatura. El ejercicio
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fisico presenta un remodelado por dilatacién vascular asociado al aumento de flujo sanguineo.
Una respuesta diferente con un mismo participante de por medio. Ademas, se ha demostrado
qgue el remodelado producido durante la practica regular de actividad fisica es independiente de
la generacién de inflamacién y fibrosis.** Entonces, épor qué IL-6 liberada durante el ejercicio
genera una accion diferente?

Una diferencia primordial es que el contexto no presenta una predisposicién inflamatoria
previa. El remodelado por aterosclerosis es generado en un ambiente inflamatorio que promueve
la fibrosis y estrechamiento del lumen del vaso.®® Otra diferencia es la participacion de una
version soluble del receptor de IL-6, sIL-6R. Se ha demostrado que el ejercicio fisico induce un
incremento en IL-6 que es acompafiada por aumentos en slL-6R. Un trabajo recientemente
publicado en nuestro laboratorio demuestra que atletas que corren la maratén de Santiago post
carrera aumenta la razdn IL-6/sIL-6R, versus el control sedentario.?® Es decir, uno de los efectos
diferenciales de los aumentos de IL-6 en condiciones fisioldgicas versus patoldgicas es el aumento
sostenido de sIL-6R. De hecho, se piensa que los aumentos de IL-6 durante el ejercicio son
agudos, mientras que los aumentos del sIL-6R son sostenidos en el tiempo y podrian estar
implicados en el proceso adaptativo de remodelado vascular en atletas.*! De esta manera, el
ejercicio fisico es una condicidn fisioldgica que podria incrementar la accién y respuesta de IL-6
sobre la vasculatura a través de la trans-sefializacién via sIL-6R.

La sefializacion clasica de IL-6 involucra la unidén de esta citoquina a dos receptores en la
membrana de las células, IL-6R y gp130. La interaccion de IL-6 con ambas proteinas permite la
ejecucién de las respuestas celulares en los diferentes érganos.?” Sin embargo, varios trabajos
describen que los niveles de IL-6R en algunos tejidos es bastante bajo, en algunos casos
indetectables, y que la expresidon puede ser inducida por algunos estimulos, en la mayoria de las
veces estimulos inflamatorios.3® En este sentido, se encontré que células que expresan el
receptor de IL-6 como los monocitos, pueden activar un corte proteolitico del receptory liberarlo
a la circulacién en forma de una versidn soluble, el sIL-6R.88

Este evento es clave para sensibilizar los efectos de IL-6 en células que no expresan el
IL-6R en la membrana. De aqui nace la trans-seializacidn, basada en la unién de IL-6 a la versidn

soluble de su receptor, formando un complejo de la misma naturaleza hidrofilica. Ademas, se ha
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descrito que este evento logra aumentar la vida media de IL-6 y por ende sus acciones en el
organismo.*’ Posteriormente, el complejo circulante se une por afinidad a gp130 en la membrana
de las células y activa la sefializacion.3> Asi, células que antes no podian responder a IL-6 por no
presentar el receptor en la membrana, ahora lo pueden hacer.

A partir de esta evidencia, se determinaron los niveles basales de expresién gp130 con el
objetivo de verificar que la via cldsica y trans-sefializacidon pudieran activarse. Aqui nosotros
mostramos que la linea celular A7r5 utilizada como modelo de estudio in vitro expresé niveles de
gp130, algo que es bastante congruente con los antecedentes bibliograficos que describen que
la expresidn de gp130 es ubicua en las células.3>#°

Debido a que varios trabajos describen que las CMLV derivadas de rata pueden responder
al tratamiento con IL-65¢7%, nosotros asumimos que las CMLV A7r5 también expresan IL-6R en su
membrana. De hecho, un estudio realizado con cultivos de células endoteliales HUVEC y cultivo
primario de CMLV de rata evaluaron los niveles de IL-6R a través de western blot, donde los
resultados muestran que ambas lineas celulares expresan IL-6R. Ademas, la expresién de IL-6R
en las CMLV es mucho mayor en comparacién con las células endoteliales.”® En este mismo
trabajo evaluaron los niveles de p-STAT3 luego del tratamiento con IL-6 y/o sIL-6R, demostrando
gue ambas vias de sefalizacion: clasica (adicion de IL-6) y trans-senalizacién (IL-6 y sIL-6R),
pueden activar la via JAK/STAT.”3

Sin embargo, actualmente los efectos de las sefalizaciones de IL-6 no son del todo
conocidos, y dependen de las diferencias celulares en los tejidos. En este sentido, nuestro grupo
de estudio trabajo en la busqueda de los efectos de las sefalizaciones sobre los fenotipos de las
CMLV.

A su vez, las caracteristicas estructurales y funcionales de las CMLV conocidas como
fenotipos son determinantes claves en el correcto funcionamiento de la vasculatura. En
condiciones fisiolégicas se encuentran en un estado diferenciado, caracterizado por tener una
alta expresion de proteinas contractiles (fenotipo contractil), baja proliferacién/migracion, y baja
sintesis de componentes de la matriz extracelular (fenotipo no sintético). En respuesta a
diferentes estimulos como por ejemplo, frente una lesién en la intima, las CMLV se

desdiferencian disminuyendo los niveles de proteinas contractiles; aumentando la proliferaciéon
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y migracién (fenotipo proliferativo/migratorio); y aumentando la sintesis de componentes de la
matriz extracelular.’ Por lo tanto, en la presente investigacion, la desdiferenciacién de las CMLV
se evalud a través de los pardmetros de expresidn de proteinas contractiles, sintesis de colageno,
y proliferacién y migracidn celular.

Resultados previos obtenidos por nuestro grupo de estudio ensayd las concentraciones
de IL-6 y sIL-6R a la cual las CMLV generan respuestas celulares (Tesis pregrado Tomas Hernandez,
2019). Ademas, con el objetivo de simular los efectos celulares de los incrementos en los niveles
de IL-6 generados durante ejercicio fisico, las CMLV se trataron con concentraciones de IL-6
aproximadamente 100 veces mas altas que las encontradas a nivel basal.*

Para el caso del fenotipo contractil, se ha descrito que la expresidon de proteinas que
forman parte de la maquinaria contractil es correlacionado positivamente con la capacidad de
las células de participar en la dindmica de distensibilidad en la vasculatura.'®> No obstante, son
muy pocos los trabajos en los que se evalua los efectos de IL-6 en las CMLV. Existe una publicacion
gue describe que IL-6 disminuye los niveles de proteinas contractiles a-SMA y SM22 en un
modelo celular de aorta tordcica humana.®® Sin embargo, nuestros resultados no evidencian
cambios en los niveles de proteinas contractiles a-SMA y calponina. Como control positivo de
disminucion de proteinas contractiles se utiliz6 PDGF-BB.°! Cabe destacar que la concentracion
de IL-6 y el modelo celular utilizados son diferentes. De igual forma, se evaluaron los efectos de
sIL-6R en los niveles de proteinas contractiles sin encontrar cambios significativos.

Por lo tanto, la trans-sefializacién en las CMLV no altera la expresién de algunos
componentes de la maquinaria contractil, sugiriendo que la capacidad contractil de las células
puede permanecer intacta frente a cambios en los niveles de IL-6 y sIL-6R semejantes a los
observados durante el ejercicio fisico.

El fenotipo sintético fue el siguiente parametro evaluado a través de la expresion de
colageno, un componente de la matriz extracelular cuyo incremento en su sintesis se ha descrito
como un marcador de fibrosis y dafio vascular.® Las células cuando secretan coldgeno en grandes
cantidades promueven la acumulacion de esta proteina en la capa intima de la arteria, generando
rigidez en la pared vascular y estrechando el lumen del vaso.®? De hecho, el fenotipo sintético

junto con el proliferativo/migratorio se han descrito como estados predominantes en

42



enfermedades cardiovasculares como la calcificacidn vascular y la aterosclerosis a través del
remodelado vascular.?

Nosotros determinamos los niveles de colageno | luego de la adicion de IL-6 y/o sIL-6R sin
encontrar cambios significativos. Un trabajo realizado utilizando un cultivo primario de
fibroblastos de aorta humana describe que el tratamiento con IL-6 incrementa los niveles de
colageno Iy lll en el sobrenadante celular.®®> Ademas, otra publicacion indica que IL-6 aumenta la
expresién de las metaloproteinasas de matrix MMP-9 y MMP-1 en CMLV.%> Asi, un punto
importante en la metodologia hubiese sido determinar los niveles de coldgeno en el
sobrenadante de las CMLV.

El incremento en la proliferacién de las CMLV es otra caracteristica asociada al
remodelado vascular patoldgico.®* Para evaluar la proliferacion, nosotros determinamos los
niveles de ciclina D1, una proteina del ciclo celular relacionada con la capacidad de las células de
pasar de la etapa G1 a S.% Paralelamente se utilizd un ensayo colorimétrico MTT como control
de viabilidad, y como una medicion indirecta del nimero de células por actividad enzimatica
mitocondrial. Asumiendo que la actividad metabdlica es mantenida durante los tratamientos, la
densidad celular puede ser proporcional a la cantidad de producto coloreado formado.%® Los
resultados muestran que la adicidn de IL-6 y/o sIL-6R no modifica los niveles de ciclina D1, ni la
actividad oxidorreductasa de las CMLV. Sin embargo, se ha demostrado que IL-6 induce la
proliferacién y migracion de las CMLV.5>7! Claramente, para lograr discutir acerca de los efectos
de los tratamientos en la proliferacién, es necesario utilizar otras metodologias como la
incorporacion de 3H-timidina, marcacién de DNA y citometria de flujo.%® De igual forma, existe un
trabajo que muestra que IL-6 incrementa la migracién celular pero no modifica la proliferacion
de cultivos primarios de aorta de rata.®’

Ademas de la sintesis de colageno y la proliferacidn, la migracién celular se ha descrito
como parametro de desdiferenciacion en las CMLV. Un aumento de este fenotipo se asocia a
eventos patoldgicos de hiperplasia y aterosclerosis.® Las células cuando aumentan su capacidad
migratoria se mueven desde la capa media a la intima, acumulandose; promoviendo la liberacion
de moléculas inflamatorias; proliferando; y como consecuencia, estrechando el lumen del vaso.

Por lo tanto, un incremento en la migracién de las CMLV se ha descrito como indicativo de un
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proceso de remodelado vascular, y un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares.’’ Asi, la evidencia muestra que IL-6 incrementa la migracién de las CMLV. Es
mas, una curva dosis respuesta describe que en CMLV derivadas de rata existe un incremento en
la migracion a las 24 y 48 h dependiente de la dosis de IL-6.5°

En nuestro trabajo, la migracion se determind a través de ensayos de cierre de herida y
ensayo en cdmara Boyden. Para evaluar el efecto de la sefializacién clasica de IL-6 sobre las CMLV,
se utilizé la linea celular A7r5 la cual se tratd con IL-6 a una concentracién previamente ensayada
y obtenida a través de una curva de dosis-respuesta (Tesis pregrado Tomas Hernandez, 2019).
Como control positivo de migracidn se utilizé el factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB
(PDGF-BB), un conocido inductor de la migracion.’®%° Concordante con lo encontrado en la
literatura, IL-6 indujo la migracién de las CMLV, sugiriendo que la via clasica de sefalizacién de
IL-6 incrementa la migracién celular.

Posteriormente, nos propusimos evaluar el efecto de la trans-sefializacién de IL-6 en la
migracién, donde las células A7r5 se trataron con IL-6 y sIL-6R por 48 h. Las concentraciones
utilizadas describen una proporcién 2:1 de IL-6:sIL-6R, lo que implica la adicién de un exceso de
IL-6, permitiendo la formacion del complejo IL-6/sIL-6R y ademas dejando una cantidad de IL-6
libre capaz de activar la sefalizacién cldsica. Por lo tanto, a las concentraciones ensayadas se
activan tanto la via clasica como la trans-sefalizacidon. En este sentido, ambas vias necesitan a la
proteina gp130 para desencadenar una sefializacion, lo logico seria pensar que la activacion las
dos vias genera el mismo efecto. Sorprendentemente, el tratamiento con slIL-6R inhibid Ila
migracion inducida por IL-6.

Con el objetivo de explorar si esta inhibicion era especifica para IL-6 o bien era un
mecanismo de inhibicion para cualquier inductor de la migracién de las CMLV A7r5, se procedio
a evaluar el efecto que tendria sIL-6R sobre la migracion inducida por PDGF-BB. Y de la misma
manera, el tratamiento con sIL-6R inhibid la migracién de las CMLV A7r5 inducida por PDGF-BB a
las 24 y 48 h. A partir de estos resultados surge la pregunta écomo slIL-6R tiene efectos en la
migracion inducida por PDGF-BB? Existen trabajos que describen que las CMLV tratadas con
PDGF-BB (20 ng/mL) por 24 h aumentan la sintesis de IL-6 hasta 15 veces respecto al control, en

algunos casos hasta una concentracion de 400 pg/mL.1%%191 Ademds, un dato interesante descrito
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por nuestro grupo de trabajo en una publicacién en el afio 2018 describe que bajos ciertos
estimulos como el TNF-a. las CMLV pueden producir y liberar IL-6 de forma autocrina.t’” Otro
resultado no publicado determind que el estimulo desdiferenciador de PDGF-BB también es
capaz de inducir la secrecién de IL-6 por las CMLV (Tesis de doctorado Marina Garcia, 2018).
Basados en estos antecedentes, nosotros proponemos que la estimulacién con PDGF-BB
incrementa la liberacién de IL-6 y la formacién del complejo que activa la trans-sefalizacién

(Figura 22).

sIL-6R CMLV R

siL-6R <

IL-6/sIL-6R Trans-sefalizacién

Figura 22. Liberacion de IL-6 por PDGF-BB y trans-seiializacion.

El PDGF-BB es un estimulo que induce la liberacién de IL-6 en las CMLV. La IL-6 liberada se une a sIL-6R en
el medio, formando el complejo IL-6/sIL-6R. Finalmente, este complejo puede activar la trans-sefializacion
en las CMLV.

Del mismo modo se evalud el efecto que tiene la liberacion autocrina de IL-6 luego del
tratamiento con PDGF-BB y/o sIL-6R por 48 h, en la proteina contractil a-SMA y en la expresion
de colageno |, sin encontrar diferencias significativas. De esta manera, la trans-sefalizacion
autocrina solo modificaria el fenotipo migratorio de las CMLV.

A la fecha no existen trabajos que describan un efecto anti-migratorio de sIL-6R sobre las
CMLV. Al buscar en PubMed.gov solo aparecen 28 articulos de los cuales la mayoria describe al
complejo IL-6/sIL-6R como inductor de la migracion y proliferacion en diferentes modelos
celulares.03-1%5 Sin embargo, un estudio realizado en una linea celular de colangiocarcinoma,

Mz-ChA-1, muestra que el tratamiento con un inhibidor especifico de la trans-sefalizacion,
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sgp130, incrementa la migraciéon celular a las 72h.1%® Este ultimo dato apoyaria el efecto
anti-migratorio de sIL-6R.

Debido a que sIL-6R es capaz de inhibir tanto la migracién inducida por IL-6 como aquella
inducida por PDGF-BB, es probable que ambas vias presenten mecanismos en comun. La
sefializacién por PDGF-BB puede activar a varias vias de sefializacion como PI3K/Akt, JAK/STAT y
MAPKs, promoviendo la viabilidad, la expresiéon de genes y proliferacion celular.’?” Ademas,
PDGFR puede interactuar con integrinas y el complejo de adhesiones focales asociado a los
filamentos de actina.'%® Por otra parte, la sefializacién de IL-6 puede activar practicamente las
mismas vias, principalmente JAK/STAT y MAPKs.1%°

Ademas, la sefalizacidn asociada a la migracion celular incluye la activacién de paxilina,
una proteina adaptadora encargada de reclutar y formar el complejo proteico de adhesién focal,
formado por la proteina quinasa de adhesiones focales (FAK), vinculina, talina, entre otras. La
activacion de la via de MAPKs conduce a la activacién de paxilina y posterior fosforilacién y
activacion de FAK.110

Asi, uno de los participantes en el inicio de la migracion es FAK, donde la fosforilacién en
Tyr397 es utilizada como sitio de unién para otras quinasas que pueden fosforilar a FAK en el
domino catalitico y en su carboxilo terminal, para finalmente activarla. La activacién de FAK
genera la formacién de puntos focales (complejos proteicos) que dirigen la migracion celular.!*!
Siguiendo esta ldgica, puede que el mecanismo en comun entre las vias involucre la activacion
de FAK.

En este trabajo, nos propusimos averiguar si la administracién de sIL-6R ejerce algun
efecto sobre la fosforilacién de FAK. Resultados obtenidos en la curva dosis-respuesta de sIL-6R
muestran una diminucién de la fosforilacion de FAK en todas las dosis ensayadas. Algo muy
interesante, ya que aparecen efectos en las células solo con la adicién del sIL-6R ahora en
ausencia de PDGF-BB.

Este resultado es sorprendente, y nos hace cuestionar ¢Como sIL-6R logra tener este
efecto? Recopilando los antecedentes y datos experimentales, una posible explicacion es que los

suplementos de suero adicionados para que las células crezcan podrian contener trazas de IL-6,

de manera que se forme el complejo y se active la trans-sefializacién. Sin embargo, previo a los
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experimentos se utilizaba un medio de cultivo sin suero, con el fin de sincronizar las células, y
evitar estos inconvenientes de sefializaciones cruzadas. Ademas, otra de las razones por las que
se privaron las células antes del tratamiento fue para disminuir los niveles de glicogeno, un
evento necesario para que algunas quinasas como AMPK puedan activarse.'?> Entonces, la
privacion de suero permite que AMPK puede ser susceptible a la activacion.

Efectivamente, nuestros datos también demuestran que a la misma temporalidad que
disminuye la fosforilacidn de FAK, incrementa la fosforilacion de AMPK. A su vez, se ha
demostrado que la disminucidn de las reservas de glicégeno ademads de activar a AMPK, inducen
la expresion de IL-6. Del mismo modo, el estrés producido por la falta de glicdgeno aumenta la
actividad de AMPK y puede inducir la expresion de IL-6 en el musculo esquelético.!'3114 En este
sentido, y en respuesta a esta falta de factores de crecimiento, las CMLV podrian liberar IL-6,
incrementando la unidon a sIL-6R y formacion del complejo proteico que induce la

trans-sefalizacién (Figura 23).

MAPK
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IL-6 + sIL-6R AMPK

Trans-sefalizaciéon

l Tyr 397 @ FAK

Figura 23. Esquema del mecanismo de accidn de la trans-seiializacion de IL-6.

Estimulos como la privacién de suero incrementan la produccién y liberacién de IL-6 en las CMLV via
activaciéon de las MAPK. El incremento en IL-6 permite su union a slL-6R, activando la trans-sefalizacién.
Los efectos podrian traducirse como un incremento en la fosforilacion de AMPK y una disminucion de la
fosforilacion de FAK.
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Sin embargo, es necesario demostrar que la trans-sefializacién de IL-6 tiene un efecto en
la fosforilaciéon en AMPK y FAK, donde el tratamiento con la combinacion de IL-6+slL-6R deberia
recapitular los efectos obtenidos en la trans-sefalizacion autocrina de IL-6. Lamentablemente,
en el transcurso de este trabajo no se pudo demostrar este punto.

Por otra parte, si se demostré que la trans-sefializacidn autocrina inducida por PDGF-BB
tiene un efecto en los niveles fosforilados de AMPK y FAK. Como describimos anteriormente, el
estimulo de PDGF-BB es capaz de inducir la expresion y liberacidn de IL-6, por lo que la adicidn
de PDGF-BB + sIL-6R tendria que reproducir los efectos en la fosforilacién de FAK. Efectivamente,
en la condicion de trans-sefializacion autocrina existe una disminucion de los niveles de FAK con
respecto al PDGF-BB.

Del mismo modo, la migracién de las células evaluadas por la disminucidn del porcentaje
de cierre de herida determind que a las 24 y 48 h de tratamiento con PDGF-BB se induce la
migracion de las CMLV, lo que se correlaciona con lo establecido por otras publicaciones.”®
Ademds, al adicionar la combinacidon de PDGF-BB + sIL-6R por 48 h, la migracion se restablece a
niveles basales, atenuando la migracion inducida por PDGF-BB. Este dato es concordante con la
disminucién obtenida en la fosforilacién de FAK cuando se adiciona la combinaciéon de PDGF-BB
y sIL-6R. Asi mismo, y evidenciando nuestro planteamiento de los efectos de la trans-sefializacién,
la combinacién de IL-6 + sIL-6R + PDGF-BB presentan la misma disminucion y el mismo
comportamiento generado por el tratamiento con PDGF-BB + sIL-6R en la reduccién de la
migracién. Demostrando que nuestra hipdtesis de la liberacién de IL-6 y la formacion del
complejo activante, son completamente factibles.

Existe una publicacidon que describe que IL-6 aumenta la migracién celular a través de la
activacion de src/FAK en células endoteliales linfaticas.'*® En contraste, otro articulo nos muestra
que la sefalizacion de IL-6/STAT-3 parece bloquear la actividad de FAK en células de
hepatocarcinoma SNU761 a través de la interaccion cruzada con el receptor de tetrasparina
TMA4SF5.11 En este dltimo trabajo, los autores describen que la sobreactivacién de STAT-3 regula
negativamente la actividad de FAK en células cancerigenas Hub7, SNU761 y HCC827.11® De la
misma forma, se ha demostrado que los reguladores negativos de la sefalizacidn de citoquinas

SOCS-1 y SOCS-3, interactian con FAK disminuyendo su fosforilacién en células COS-7 y
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NIH 3T3.17 Por lo tanto, es posible que una sobreactivacion de la sefializacion de STAT-3 también
pueda regular la actividad de FAK en nuestro modelo celular.

Finalmente, muchos de los efectos de las mioquinas en nuestro organismo son mediados
por las acciones de AMPK.'8 Ademds, se ha demostrado que IL-6 es un potente activador de
AMPK en el musculo esquelético y tejido adiposo, aumentando la sensibilidad a insulina y la
captacion de glucosa periférica.'!?

Trabajos previos han descrito que IL-6 en el contexto del ejercicio fisico, incrementa la
captacion de glucosa periférica a través de la activacion de AMPK en el musculo esquelético.'?°
Siguiendo la misma linea el andlisis de la curva de dosis respuesta del sIL-6R sobre la fosforilacidn
de AMPK muestra que desde 100 ng/mL, el receptor logra incrementar los niveles fosforilados
de AMPK, donde se ha descrito que es un simil de su estado activo. Ademas, células
desdiferenciadas con PDGF-BB al adicionar sIL-6R aumentan la fosforilacion de AMPK, indicando
gue la trans-sefalizacion aumenta los niveles fosforilados de la quinasa.

A pesar de que existe un aumento en la fosforilacién de AMPK luego de la estimulaciéon
de la trans-sefializacidn, no se evidenciaron cambios en los niveles proteicos del blanco rio abajo
PGC-1a a las 48 h. Esto podria implicar que los efectos en la activacién de AMPK sobre PGC-1a
no alteran sus niveles de expresion, pero podrian incrementar su fosforilacién y translocacion al
nucleo, o promover la biogénesis mitocondrial (experimentos no evaluados).

Por ultimo, queda demostrar cual es el papel de AMPK en todo este mecanismo
migratorio. Algunos trabajos describen que la activacion de AMPK por incremento en la
fosforilacion del residuo Thr172 se ha correlacionado con la disminucidon de la migracion y
proliferacién de las CMLV.*?! De la misma forma el uso del agonista de AMPK, AICAR, aumenta la
actividad de AMPK e inhibe la migracién de las CMLV obtenidas de cultivo primario de arterias
de ratas.'??

Para comprobar si los efectos en la migracion celular implican la accion de AMPK, se
determind la migracion por cierre de herida en presencia del inhibidor farmacolégico de AMPK,
Compuesto C (CC). Los resultados muestran que la adicién del CC a la condicion con PDGF-BB
disminuyd la migracion de las CMLV, practicamente de forma idéntica a como lo hace sIL-6R. Este

resultado es correlacionado con un trabajo publicado en el afio 2013, donde se describe que Ia
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migracion celular inducida por PDGF-BB es mediada por la activacion de AMPK via
GTP-Rad/cdc42-Racl, a través de la fosforilacién de AMPK en Thr172.123 Ademads, al igual que en
nuestros resultados, el tratamiento con el CC suprime la migracién inducida por PDGF-BB; y un
siRNA para AMPK- a presenta efectos anti migratorios en las CMLV. Asi, nuestros resultados nos
indican que la adicién de CC inhiben la migracion celular inducida por PDGF-BB, lo que tiene
sentido con lo descrito en la bibliografia acerca del uso del CC.*%*

Hasta aqui, los resultados obtenidos en esta investigacidn muestran que el sIL-6R
disminuye la fosforilacion de FAK, y por ende también la migracién celular. Sin embargo, los
efectos de sIL-6R sobre AMPK parecer ser controversiales, ya que por una parte la
trans-sefalizaciéon incrementa la fosforilacién de AMPK, y por otro lado la inhibicidn
farmacolégica de AMPK reproduce los efectos anti-migratorios de slL-6R, mostrando que la
trans-sefializacidn podria incluir la inhibicion de AMPK (Figura 21). Entonces, écdmo sIL-6R puede
tener estos efectos duales sobre AMPK?

Para responder esta interrogante, hay que tener en cuenta la temporalidad y el contexto
del proceso, ya que los niveles fosforilados de AMPK se midieron luego de 1 h de tratamiento, y
la migracion celular se evalud a las 24 y 48 h. El hecho de que AMPK incrementara su fosforilacion
a la hora de tratamiento no implica que esté activa durante las 24 y 48 h. Es mas, los efectos en
las activaciones de las enzimas y sobre todo en las modificaciones como las fosforilaciones son
ciclicos, e implican mecanismos de regulacion a través de las fosfatasas y proteasas que regulan
los niveles; las modificaciones post-traduccionales; y finalmente las acciones de muchas
guinasas. De manera que hubiese sido relevante para la investigacion medir los niveles
fosforilados y la activacion de AMPK a las temporalidades en que se ensayd la migracion.

Por otra parte, el uso de CC tiene efectos anti-proliferativos en células de gliomas, a través
de mecanismos que no dependen de AMPK, siendo bastante inespecifico ya que puede inhibir a
varias otras quinasas.’?® Por lo tanto, para demostrar que el mecanismo de accién de sIL-6R
implica la inhibicion de AMPK, es necesario utilizar un siRNA o un inhibidor especifico para AMPK
gue recapitule los efectos anti-migratorios obtenidos por sIL-6R.

Al investigar una posible relacidon entre AMPK y FAK nos encontramos con trabajos que

describen que la activacion de AMPK inhibe la migracion y proliferacion en CMLV estimulada por
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PDGF-BB, a través de la disminucién de la fosforilacidn de FAK.12 De la misma forma, en cultivos
primarios de musculo esquelético humano, la activacidn de AMPK reduce la fosforilaciéon de FAK
(Y397) y paxilina (Y118).1%” Sin embargo, existe una publicacién que describe que tanto AMPK
como FAK pueden ser activados por fuerzas mecdnicas como el “shear stress” en células de
cancer de mama, MDA-MB-231. Los autores muestran que la activacién de AMPK reduce la
actividad basal de FAK. Sin embargo, la activacién de FAK fue independiente de la activacién de
AMPK inducida por “shear stress”.'?® Basados en este ultimo articulo, puede que el efecto
anti-migratorio de sIL-6R ocurra de forma independiente a la regulacién de AMPK.

Por lo tanto, nosotros planteamos que el mecanismo de accién de sIL-6R implica la
inhibicidon de la migracién por disminucién de la fosforilacién de FAK (Figura 24). Un efecto que
podria ser directo sobre FAK independiente del estado de fosforilacion de AMPK, ya que a pesar
de que esta se encuentre activa y pueda mantener la migracion generada por PDGF-BB, de igual

forma existe una disminucion en la migracion en la condicion PDGF-BB + sIL-6R.

[ PDGF-BB
Trans-senalizacion

l sIL-6R
e

1 %G |

AMPK

l Tyr 397 @ FAK

S

T Migracién celular </

Figura 24. Modelo del mecanismo de senalizacién involucrado en la migracién de las células.

Trabajos previos han demostrado que el PDGF-BB induce la migracion de las CMLV por activacién de la
fosforilacion de AMPK y FAK. El compuesto CC inhibe la migraciéon celular por disminucién de la
fosforilacion de AMPK. La trans-sefializacion disminuye los niveles de FAK fosforilados y la migracion de
las células. También pueden incrementar los niveles de AMPK fosforilada, pero este efecto no influencia
la disminucion de la migracion celular, pues FAK ya estd inhibida por accién de la trans-sefializacién.

Y
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Finalmente, un trabajo publicado recientemente por nuestro laboratorio describe que
atletas de alto rendimiento que participaron en la maratén de Santiago de Chile, y cuyo estimulo
fue correr durante 42 km; liberan grandes concentraciones de IL-6 y sIL-6R. A nivel estructural se
determind el grado de remodelado vascular en la arteria aorta evaluando el didmetro de la arteria
aorta ascendente.®® Aqui, los atletas independiente de la frecuencia de entrenamiento presentan
un remodelado arterial por incremento del didametro de la aorta en comparacién con el grupo
control de individuos sedentarios. Ademas, se demostrd una correlacion positiva entre los niveles
de IL-6 y el grado de remodelado por los afios de entrenamiento, es decir, entre mas anos de
entrenamiento tienen los atletas, se observa una mayor dilatacién de la aorta.®®

Por lo tanto, aqui planteamos que la liberacidon y aumento de los niveles circulantes de
IL-6 y sIL-6R semejantes a los inducidos por el ejercicio fisico, podrian tener efectos benéficos en
el fenotipo migratorio de las CMLV, y por ende en el remodelado vascular generado por este
cambio en las caracteristicas funcionales y estructurales de las CMLV; y ademas presentar efectos
positivos en el metabolismo energético, potenciando las acciones de IL-6 como mioquina a través

de la activacion de AMPK.
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8. CONCLUSIONES

Como conclusiones de esta tesis podemos plantear:

1.

IL-6 incrementa la migracién celular sin alterar los niveles de proteinas contractiles
(calponina, SM22 y a-SMA), sintesis de colageno | y proliferacion en las CMLV.

sIL-6R disminuye la migracién celular inducida por IL-6 y PDGF-BB, sin modificar los
niveles de proteinas contractiles (calponina, SM22 y a-SMA), sintesis de colageno | y
proliferacién en las CMLV.

sIL-6R incrementa los niveles de p-AMPK basalmente y en presencia de PDGF-BB.

sIL-6R disminuye los niveles de p-FAK basalmente y en presencia de PDGF-BB.

La inhibicién farmacoldgica de AMPK a través del compuesto C, disminuye la migracién

inducida por PDGF-BB, reproduciendo el efecto anti-migratorio obtenido con slL-6R.

Asi, el receptor soluble de interleuquina-6 disminuye la migracion inducida por IL-6 y PDGF-BB,

sin alterar los niveles de proteinas contractiles (calponina, SM22 y a-SMA), sintesis de colageno |

y proliferacién celular. Sin embargo, nuestros datos no son suficientes para concluir si este

mecanismo es dependiente de AMPK.
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Y asi pasa la vida, descrita como ondulaciones, expresada a nivel celular como
fosforilaciones, un simple movimiento temporal que define el comportamiento celular; y que

puede tener efectos increibles en la estructura y funcién de un tejido.

¢En qué momento de la red transduccional te posicionaste? En algln punto en el que la

curva dosis respuesta me permitié ser observadora por un instante.

¢Te percataste de como brillan las células cuando mueren? Yo me di cuenta de ese
hermoso destello, como una estrella cuya existencia ya paso, y cuya energia vuelve a ser parte
del gran universo.

¢De qué depende la activacidon? Depende de lo que tenga la célula dentro para encender.

Las deducciones y la manera que me hizo pensary reaccionar el crear una idea; explicando

un nuevo mecanismo molecular de mi eleccion de movimiento diaria.

Sumergida en lo profundo, ahora salgo hacia la orilla. Me propongo respirar y disfrutar un

poco mas mi existencia.

“Look inside of universe is the most difficult mission but is the most interesting and

beautiful experience”.
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